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TRANSFERENCIA DE GENES TERAPEUTICOS EN EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES.
Gabriel Rabinovich Laboratorio de Inmunogenética. Hospital de
Clinicas. Fac. Medicina. UBA. Buenos Aires. TE: 0054-11-4508-
3974. E-mail: gabyrabi @ciudad.com.ar

Durante la iltima década se han ensayado diversos protocolos de
terapia génica para el tratamiento de desérdenes autoinmunes,
tales como la artritis reumatoidea (AR). Las principales estrategias
de terapia génica en AR tienen como objetivo: a) inhibir la
activacion de células sinoviales, b) suprimir la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, c) inhibir factores de transcripcién
involucrados en el proceso inflamatorio, d) inhibir la
osteoclastogénesis e) bloquear la actividad de metaloproteinasas,
f) desviar la respuesta autoinmune hacia un patrén Th 2, g) inhibir
sefiales de traduccién intracelular en sinoviocitos activados y h)
inducir apoptosis de sinoviocitos o células T infiltrantes. Utilizan-
do una estrategia de terapia génica recientemente demostramos,
que galectina-1 (Gal-1), una proteina que une azicares f-
galactésidos, es capaz de suprimir la patologia inflamatoria, en un
modelo experimental de AR através de la induccion de apoptosis
de células T activadas. Esta proteina logré suprimir las manifesta-
ciones histopatolégicas e inmunoldgicas de la enfermedad. Se
demostré que Gal-1 modula la susceptibilidad a la apoptosis de
linfocitos T activados y timocitos inmaduros a través de su
interaccién con el receptor CD45RO. Observamos ademds que
Gal-1 en concentraciones fisiolégicas es capaz de inhibir la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias y la adhesién de
células T ala matriz extracelular. Enunintento de extrapolar estos
resultados a la AR humana pudimos observar finalmente una
dismininucién marcada de los niveles de Gal-1 en sinovia de
pacientes con artritis reumatoidea juvenil, El descubrimiento de
nuevos mecanismos inmunopatogénicos permitiran disefiar nue-
vas estrategias para la transferencia de genes con fines terapéuti-
cos en el tratamiento de enfermedades autoinmunes

EL DEFICIT CONGENITO DE ORNITINA
TRANSCARBAMILASA (OTC): MUTACIONES CLINI-
CAS Y CONSECUENCIAS FUNCIONALES SOBRE EL
ENZIMA. Consuelo Climent, Miguel A. Garcia-Pérez y Vicente
Rubio. Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC). C/ Jaime
Roig 11. Valencia-46010. Espaiia.

Se analizard el patrén de mutaciones encontradas en en el gen de
la OTC en los pacientes con déficit de OTC analizados por el
laboratorio (49, la mayoria de los pacientes espaiioles y algunos
extranjeros) desde la perspectiva del diagnéstico y de las manifes-
taciones clinicas y bioquimicas en el paciente, y se buscard el
establecimiento de correlaciones de estructura-funcién usando
como guias: a) la estructura tridimensional del enzima humano; b)
los estudios de internalizacién mitocondrial y maduracién de
algunas formas mutantes; y c) los estudios “in vitro” de formas
mutantes del enzima expresadas en un huésped bacteriano. Las
mutaciones encontradas incluyen una delecién de todo el gen, dos
deleciones de una sola base que producen terminacién prematura,
y mutaciones puntuales que incluyen cuatro errores de “splicing”,
tres mutaciones sin sentido que producen parada prematura, una
sustitucion del codén normal de terminacién por un triptéfano, con
elongacién de lacadena, y 21 cambios de aminodcido entre los que
se incluye la pérdida de la metionina en posicion 1. Los resultados
demuestran a) la sensibilidad diagnéstica del estudio mutacional;
b) la gran variabilidad y escasa redundancia de las mutaciones
encontradas; ¢) la frecuencia elevada de mutaciones “de novo”,
particularmente en mujeres; d) la baja frecuencia de delecciones o
de mutaciones fuera de las regiones codificantes o puntos de
“splicing”; e) la particular visibilidad mutacional de las regiones
centrales de la estructura primaria de la proteina y la existencia de
regiones “mudas”; y f) la elevada frecuencia de mutaciones que
afectan a la estabilidad del enzima mds que a sus propiedades
cataliticas y que resultan en pérdida de la proteina enzimatica.
(Proyecto PM97-0134-C02-01, Direccion General de Ensefianza
Superior, Investigacion y Desarrollo)
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Coordinadores:
Miguel Allende y Pablo Wappner

GENERACION DE INFORMACION POSICIONAL EN
DROSOPHILA. Juan Modolell. Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa, C.S.I.C. y U.A M., 28049 Madrid, Espaiia.

Un problema relevante en Biologfa del Desarrollo es la generacién
de la informacién posicional necesaria para crear patrones
morfolégicos. Como sistema modelo, utilizamos los discos
imaginales de ala de D. melanogaster, los epitelios precursores de
la mayor parte del térax y de las alas de este insecto. En ellos
estudiamos la especificacién de la posicién de drganos sensoriales
que se generan en posiciones fijas. Inicialmente, los discosimaginales
se subdividen en grandes territorios (compartimentos) definidos por
bordes de restriccién de linajes celulares. Estos bordes son centros
organizadores que permiten la morfogénesis en todo el disco
mediante moléculas sefializadoras que actuan a distancia (por
ejemplo Decapentapegic y Wingless, los homélogos de BMP-4 y
Whatde vertebrados). De alguna manera, estasefializacién se traduce
en distribuciones heterogéneas de factores de transcripcién
(activadores y represores). Estos factores se encuentran en territo-
rios mas pequefios que los compartimentos, territorios que tienen
distintas formas y que se superponen parcialmente. En su conjunto,
estos factores crean un prepatrén combinatorial, cuya complejidad
y refinamiento crecen al ir creciendo el disco imaginal. Genes diana
se activan mediante combinaciones especificas de genes de prepatrén
en territorios todavia mas pequefios y mejor definidos. Asi, de forma
gradual se crea la informacién posicional del disco. Ilustraré estos
procesos con ejemplos como son la definicidn de los territorios de
expression de los genes del complejo iroquois en la presuntiva vena
1.3 del ala y de los genes proneurales achaete y scute en el grupo
proneural dorsocentral del notum.

CARACTERIZACION DE LA VIA DE SENALIZACION DE
HIPOXIA. UTILIZACION DE DROSOPHILA
MELANOGASTER COMO MODELO EXPERIMENTAL.
Wappner, P., Bocca S.N. Centanin, L., Lavista Llanos S.
Muzzopappa M. y Russo D.M. Instituto de Investigaciones
Bioquimicas, Fundacién Campomar. Patricias Argentinas 435
(1405), Buenos Aires, Argentina.

El sistema vascular de los vertebrados es altamente pldstico. La
cantidad y distribucién de capilares sanguineos que irrigan un
determinado tejido se modifican en respuesta a las concentraciones
locales de oxigeno. La angiogénesis -formacién de nuevos
capilares sanguineos a partir de vasos preexistentes- depende
fundamentalmente de un factor de crecimiento llamado VEGF
(por Vascular Endothelial Growth Factor). VEGF se secreta en
tejidos sujetos a hipoxia y promueve la invasién del tejido por
parte de los nuevos capilares. La irrigacion adicional del tejido
por parte de los nuevos capilares tiende a compensar la oxigenacién
deficiente. La transcripcién de VEGF estd controlada por un factor
de transcripcién de de la familia bHLH-PAS (basic Helix Loop
Helix — PAS) llamado HIF-1 (por Hypoxia Inducible Factor-1).
Se sabe que la abundancia de HIF-1 en la célula se controla a
nivel de estabilidad de la protefna: En normoxia HIF-1 tiene una
vida media corta (cerca de 5 min.) y en condiciones de hipoxia la
proteina se estabiliza, aumentando su vida media a
aproximadamente 60 minutos. Muy poco se sabe sobre los
mecanismos por los cuales el oxigeno es sensado en el entorno
celular y sobre la cascada que transduce la sefial hipéxica que
culmina con la estabilizacién de HIF-1.

Nuestro grupo aborda este problema mediante una estrategia
genética, para lo cual utilizamos como modelo experimental a la
moscade la fruta Drosophilamelanogaster. El sistemavascular de
la mosca es abierto y no cumple funciones de oxigenacién de los
tejidos. La provision de oxigeno depende directamente del sistema
respiratorio. El sistema respiratorio de los insectos consiste en una
trama de tdbulos altamente ramificados, llamados trdqueas, que
conducen el aire desde exterior hasta cada célula individual del
organismo. Al igual que el sistema vascular de los vertebrados, las
trdqueas tienen la capacidad de proliferar en repuesta a hipoxia y
compensar asi la falta de oxigenacién en los tejidos.

Hemos generado varias lineas de moscas transgénicas que llevan
reporters transcripcionales que se inducen en respuesta a hipoxia.
Estos reportersfueron construidosen base asecuenciasregulatorias
de genes de mamiferos inducibles por hipoxia y expresan b-
galactosidasa o la Proteina Verde Fluorescente (GFP) alo largo de
todo el ciclo de vida de Drosophila. Nuestros resultados implican
que la maquinaria de respuesta a hipoxia se encuentra conservada
entre insectos y mamiferos. Mediante estas lineas se pudo carac-
terizar por primera vez larespuesta transcripcional a hipoxia en un
organismo entero. Se determinaron losrangos de concentracién de
oxigeno en los que hay induccidén y se estudi6 la cinética de la
respuesta. Actualmente, mediante la utilizacién de mutantes,
estamos intentando determinar la identidad del homélogo de HIF-
1 de Drosophila e individualizar elementos que controlan la
estabilizacién o activacién de este factor de transcripcién. Si el
paradigma de conservacion evolutiva se mantuviera, estos nuevos
elementos se corresponderdn con genes homdélogos que controlan
la angiogénesis en los vertebrados.
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IT - BIOQUIMICA Y ESTRUCTURA
DE PROTEINAS

1I - 1 PROPIEDADES ESTRUCTURALES Y CINETICAS
DE FORMAS RECOMBINANTES DE ARGINASA DE HI-
GADO HUMANO (Structural and kinetic properties of
recombinant forms of human liver arginase). Lopez, V., Fuentes,
M., Carvajal, N. Departamento de Biologia Molecular, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

Por las ventajas inherentes a las especies recombinantes, varios
investigadores las han empleado para definir las propiedades
enzimdticas de la arginasa (EC 3.5.3.1). Se supone, ticitamente,
que son esencialmente equivalentes a especies nativas, a pesar de
quealgunas de las preparaciones descritas difierenen su interaccién
con el activador Mn*". Consideramos, por ello, necesario compa-
rar especies nativas y recombinantes, para validar el uso de estas
dltimas como modelo de la arginasa humana. En este trabajo se
describen formas nativas y recombinantes, con y sin polihistidinas
agregadas (Hiss-arg), que muestran los mismos valoresde K, y K,
la misma sensibilidad a modificadores quimicos, y cuyos niveles
de actividad presentan la misma dependencia con la concentracién
y temperatura de incubacién con Mn?**. Se describe, ademads, una
menor estabilidad estructural de Hisg-arg, detectada al renaturar
especies previamente tratadas con clorhidrato de guanidina
(GdnHCI). Las concentraciones méximas de GdnHCI permitidas
para la recuperacién total de actividad fueron 1.8-2 M para
especies nativas y recombinantes silvestres, y < 0.6-0.8 M para
His¢-arg. La menor estabilidad estructural de Hisg-arg concuerda
con su rapida inactivacién, ain en ausencia de GdnHCI. Los
resultados obtenidos, correlacionados con cambios en la fluores-
cencia de triptofanos, muestran las ventajas de emplear especies
de arginasa recombinante sin el agregado de polihistidinas.
FONDECYT 1000164

II - 2 MUTAGENESIS EN EL SITIO DEL METAL LIBRE
DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE
A. succiniciproducens (Mutagenesis in the free-metal site of A.
succiniciproducens phosphoenolpyruvate carboxykinase).
!Jabalquinto, A. M., 'Cabezas, M., 2Laivenieks, M., *Zeikus, J. G.
y 'Cardemil, E. 'Departamento de Ciencias Quimicas, Universidad
de Santiago de Chile y "Michigan State University.

La carboxiquinasa fosfoenolpirtvica cataliza la descarboxilacién
y fosforilacién de oxaloacetato en presencia de ATP y Mn?* para
dar fosfoenolpiruvato, ADP y CO,. Estudios de difraccién de
rayos X en la enzima de E. coli han indicado que el Mn?* se
coordina, en el sitio del metal libre, al fosfato y del ATP, a dos
moléculas de aguay alas cadenas laterales de residuos de aspartico,
histidina y lisina. En este trabajo hemos preparado las enzimas
mutantes Asp263Asn, Asp263Glu, His225Gln e His225Glu, to-
das estas proteinas fueron purificadas a homogeneidad y sus
espectros de dicrofsmo circular fueron idénticos a los de laenzima
nativa. Se determinaron los parametros cinéticos para la reaccion
principal, en sentido de carboxilacién, y para las dos actividades
secundarias, encontrandose disminuciones notables en la Vmax
de la reaccién principal y de la actividad descarboxilante de
oxaloacetato, por otra parte la actividad tipo piruvato quinasa fue
afectada en menor grado. La enzima mutante His225GlIn presentd
un aumento significativo para las Km de Mn** y del
fosfoenolpiruvato, lo cual sugiere una interaccion entre el fosfato
del fosfoenolpiruvato y el Mn?*.

Financiado por DICYT-USACH 994 1Ly FONDECYT 1000756

IT - 3 CARACTERIZACION PARCIAL DEL RECEPTOR
PARA PEROXIDASA DE LA MUCOSA INTESTINAL DEL
PEZ Cyprinus carpio. (Partial characterization of peroxidase
receptor from the intestinal mucosa of the fish Cyprinus carpio).
Santander, C., Concha, M L, Villanueva, J. y Amthauer, R. Insti-
tuto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile.

Peroxidasa (HRP) se ha utilizado ampliamente como protefna
trazadora en distintos modelos experimentales, para estudiar me-
canismos de endocitosis. En el intestino del pez Cyprinus carpio,
HRP es endocitada y lnego por transcitosis alcanza la membrana
basolateral donde es liberada en forma intacta. Estos antecedentes
sugieren la participacion de receptores en la internalizacién de
HRP. Con el propésito de identificar y caracterizar parcialmente
estos receptores hemos desarrolladoun ensayode “ligand blotting”.
En diferentes preparaciones de membranas de ribete en cepillo
(BBM) hemos detectado la unién de HRP en forma especifica a
una sola banda de proteina con un peso molecular estimado en
geles Tris-Tricina de 15 kDa. Adicionalmente, se demostré que el
receptor corresponde a una proteina periférica de membrana.
Ensayos iniciales de secuenciacién de la proteina demostraron que
el residuo amino terminal se encontraba bloqueado por lo que se
realizé digestion triptica in situ de la banda de proteina para
generar péptidos. Los péptidos secuenciados que en conjunto
representan el 25% de la secuencia total presentaron sobre un 90
% de identidad de residuos con una proteina intestinal del mismo
tamaiio del pez ciprinido Danio rerio. Esta pertenece a la familia
de proteinas que unen 4cidos grasos (FABP). i
Financiamiento: Proyecto Fondecyt 1980993

II - 4 TERMODINAMICA Y CINETICA DE LA
RENATURACION in vitro DE a- Y B-TUBULINA
RECOMBINANTE. Thermodynamics and kinetics of the in
vitro renaturation of recombinant - and B-tubulin. Lépez, M.
*Brunet, J., Lagos, R. y Monasterio, O. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. *Instituto de Quimi-
ca, Universidad Catélica de Valparaiso.

Muchos intentos han sido infructuosos para lograr el correcto
plegamiento del heterodimero de tubulina in vitro. En un sistema
de lisado de reticulocitos de conejo se ha conseguido replegar la
tubulina y se ha determinado que participan la chaperona cpn-1y
al menos tres proteinas auxiliares. Sin embargo, el rendimiento
de este sistema es tan bajo que no ha permitido hacer los estudios
estructurales necesarios para conocer su mecanismo de
plegamiento. Con la incorporacién de bisulfito de sodio en la
purificacién de tubulina recombinante se obtuvo una proteina
>99% pura, con alto rendimiento y estable cuando se almacend a
-20°C. Los resultados cinéticos (stopped-flow) y termodinamicos
de la desnaturacién y renaturacién del heterodimero de a- y B-
tubulina y de sus monémeros recombinantes, obtenidos mediante
fluorescencia intrinseca (corrimiento del méximo, apagamiento
y polarizacion) y dicroismo circular (CD), muestran que la a-
tubulina serfa mas estable que -tubulina. La mutante, con solo el
trp 21, mostré un aumento de la concentracién media de
hidroclorhidrato de guanidina en el proceso de renaturacién. Se
discute la validez de los célculos de energia libre de estabilidad
respecto del método (fluorescencia 0 CD) que se utilice para seguir
los procesos de desnaturacién y renaturacion.

Financiado por proyecto FONDECYT 1981098
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IIT - ESTRES OXIDATIVO

III - 1 ESTUDIO DE BIOGENESIS DE ALDR, UNA PRO-
TEINA DE MEMBRANA PEROXISOMAL EN CELULAS
CHO. (Biogenesis of ALDR, a peroxisomal membrane protein in
CHO cells) Toro. A., Venegas, A. y Santos, M. J. Departamentos
de Biologfa Celular y Molecular y Microbiologia y Genética
Molecular, Universidad Catélica de Chile.

Los peroxisomas son organelos ubicuos relacionados
particularmente con el metabolismo lipidico. Con respecto a su
biogénesis, el modelo de “crecimiento y divisién” propuesto por
Lazarow y Fujiki en 1985, establece que tanto las proteinas de
matriz como de membrana peroxisomal (PMPs) serfan sintetizadas
en polirribosomas libres e importadas post-traduccionalmente a
los peroxisomas. Sin embargo, en levaduras se ha propuesto que
los peroxisomas se originarian a partir de vesiculas provenientes
del reticulo endopldsmico (RE).

Con el fin de determinar si el RE juega un rol en la biogénesis
peroxisomal en células de mamiferos, fusionamos el gen de la
proteina ALDR (Adrenoleukodystrophy related protein, un
transportador peroxisomal) y el de la proteina fluorescente verde
(GFP), para posteriormente transfectar células CHO. Estas c€lulas
fueron incubadas en presencia de Cicloheximida (CHX) para
inhibir la sintesis de proteinas y Brefeldin A (BFA) para bloquear
la salida de vesiculas del RE. Luego, se removié CHX para permitir
la expresién de la proteina fusion. Nuestros resultados sugieren
que la proteina ALDR-GFP seria transportada a la membrana
peroxisomal, directamente desde el citosol, independiente de la
presencia de BFA. Sin embargo, la existencia de proteinas
encargadas de la formacién de vesiculas en el RE, insensibles a
BFA, no puede ser descartada. «

Financiamiento FONDECYT 1980978.

II - 2 EVIDENCIAS CITOQUIMICAS Y BIOQUIMICAS
DE UNA ATPASA EN LA MEMBRANA PEROXISOMAL
HUMANA. (Cytochemical and biochemical evidence for a
membrane ATPase in human peroxisomes) Araya, C., Skorin, C.,
Leighton, F., Koenig, C. y Santos, M. J. Departamento de Biologia
Molecular y Celular, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Los peroxisomas son organelos subcelulares esenciales y obicuos
mnvolucrados en varias reacciones metabdlicas, particularmente a
mvel de lipidos. Sus proteinas de matrix y de membrana son
sintetizadas en ribosomas libres e importadas postraduc-
cionalmente al organelo. En este proceso, una eventual ATPasa
peroxisomal jugaria un rol importante. Con el fin de establecer
las condiciones experimentales para la deteccién de una ATPasa
peroxisomal humana, primero se realizé una caracterizacién
citoquimica y bioquimica en peroxisomas de higado de ratas
controles y tratadas con el proliferador peroxisomal, cipofibrato.
Se encontré una reaccién Mg-ATPasa en peroxisomas, cuya
actividad fue sensible al inhibidor N-etilmaleimida y 7-cloro-4-
mitro-benzo-2-oxadiazol. Un procedimiento citoquimico fue
desarrollado para detectar esta actividad encontrandola en las
membranas peroxisomales. Las condiciones establecidas para
detectar la ATPasa peroxisomal de rata fueron aplicadas a
peroxisomas humanos aislados de higado y fibroblastos de piel.
Uma actividad Mg- ATPasa similar fue revelada, citoquimica y
beoquimicamente, en las membranas de peroxisomas humanos.
Estos resultados, junto con evidencias anteriores, fuertemente
apoyan la presencia de una ATPasa especifica en las membranas
peroxisomales humanas. Esta ATPasa podria jugar un rol crucial
e la biogénesis peroxisomal.

Fmanciado por proyecto FONDECYT 1980978.

I - 3 METABOLISMO DE a-TOCOFEROL (VITAMINA
E) EN RATONES DEFICIENTES EN EL RECEPTOR
SCAVENGER CLASE B, TIPO I (SR-BI). (Metabolism of a-
tocopherol (vitamin E) in scavenger receptor class B type I (SR-
BI)-deficient mice). Mardones P', Strobel P2, Miranda S?, Leighton
F?, Krieger M?, Quifiones V', Rigotti A'. 'Departamento de
Gastroenterologfa, Facultad de Medicina y *Programa Bases
Moleculares de las Enfermedades Crénicas, Departamento de
Biologia Celular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Cat6lica, Santiago, Chile; *Biology Department,
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son uno de los
principales transportadores plasmaticos de colesterol y a-tocoferol
(o vitamina E). Evidencias recientes indican que el a-tocoferol es
captado por las células mediante transporte selectivo a partir de
HDL, sin requerirse endocitosis ni degradacién de la particula de
HDL. Dado que el proceso de captacién celular selectiva de
colesterol-HDL es mediado por el receptor SR-BI, en este estudio
evaluamos el rol de SR-BI en el metabolismo de a-tocoferol
analizando los niveles de a-tocoferol en plasma, bilis y tejidos de
ratones silvestres y ratones deficientes en SR-BI (SR-BIKO). Los
ratones SR-BI KO presentaron una alteracién general del
metabolismo de a-tocoferol con respecto al grupo control,
manifestada como: 1) aumento de los niveles plasmdticos y
disminucién del contenido biliar de a-tocoferol, 2) caida
significativa de los niveles de a-tocoferol en cerebro, pulmén y
testiculos y aumento pronunciado en las glandulas adrenales. Estos
resultados indican que la expresién de SR-BI es un importante
factor regulador del metabolismo de a-tocoferol in vivo y, a la
vez, definen un nuevo modelo experimental para evaluar el papel
del a-tocoferol en biologia y patologia.

Financiamiento FONDECYT 8990006 y PUC-PBMEC 2000

{II-4 ELEVACION DE VITAMINA C PLASMATICA POR
CONSUMO MODERADO DE VINO (Moderate wine
consumption raises plasma vitamin C levels) Strobel P, Pérez DD,
*Castillo O, *Rozowski J, *Marshall G, Leighton F.Lab. Citologia
Bioquimica y Lipidos, Programa Bases Moleculares de las Enfer-
medades Crénicas, Facultad de Ciencias Biolégicas y *Escuela de
Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile.
pstrobel @ genes.bio.puc.cl

Se ha descrito reduccion de vitamina E oxidada (radical tocoferilo
E°=0.48V) por ascorbato reducido (E°=0.28V). Algunos
polifenoles antioxidantes pueden también reducir tocoferilo a
vitamina E y acorbilo a ascorbato. En sistemas heterogéneos (lipo
¢ hidrosoluble) es dificil predecir resultados. Por esto y porque el
transporte de ascorbilo a células es bloqueado por flavonoides
(Strobel, 1996) evaluamos si el aporte en polifenoles antioxidantes
del vino induce cambios en ascorbato plasmético.

Se analizaron los cambios experimentados por voluntarios some-
tidos a diferentes dietas, con y sin suplementacién con vino tinto
(240/ml dia por 4 semanas). Los niveles de ascorbato (UM) fueron:
dieta mediterrdnea 55,9+11,2 (n=21); dieta occidental 29,7+8,9
(n=21); dieta occidental poliinsaturada 35,1+14,1 (n=18); dieta
occidental monoinsaturada 31,7+9,9 (n=22); la administracién de
vino aumenté los niveles a 13%(p<0.006), 21% (p<0.14), 43%
(p<0.0001), 90% (p<0.0001), respectivamente. Vitamina C se
midié espectrofotométricamente (FeC13-TPTZ) y por HPLC. El
vino administrado no contenia vitamina C. Los resultados confir-
man que el vino puede aportar antioxidantes capaces de regenerar
vitamina C o de reemplazarla. Y también, que podria haber
inhibicién por polifenoles de los transportadores facilitativos de
glucosa y ascorbilo a las células. La definicidn del mecanismo
responsable se ha abordado experimentalmente.
(PUC-PBMEC-2000)
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III - 5 MECANISMO PROTECTOR DE ANTIOXIDANTES
POLIFENOLICOS SOBRE LA ACTIVACION
ENDOTELIAL (Protective mechanisms of polyphenolics
antioxidants on endothelial activation). Miranda S#, Martin-Nizard
F*, Furman C*, Briand O%*, Duriez P*, Leighton F#. * Institut
Pasteur, INSERM U325, Lille, France, #Lab. Citologia Bioquimica
y Lipidos, Prog. Bases Moleculares de las Enfermedades Créni-
cas, Fac. Ciencias Biolégicas, Universidad Cat6lica de Chile.

La funcién endotelial (FE) estd mayormente determinada por la
actividad vaso-dilatadora del 6xido nitrico (NO) y la actividad
vaso-constrictora de la endotelina (ET-1) y se pierde en condicio-
nes proaterogénicas. El consumo de vegetales y vino, fuentes de
antioxidantes polifenélicos, restablece o aumenta la FE y protege
de enfermedad coronaria.

Para evaluar la accién de agentes proaterogénicos se estudié el
efecto de lipoproteinas nativas (LDLn) y oxidadas (LDLox) sobre
la actividad de la NO sintasa (NOS) y la secrecién de ET-1 en
células endoteliales en cultivo (BAEC). También, el efecto de
polifenoles: quercetina (Q) y 4dcido eldgico (AE).

La incubacién con LDLox aumenta las especies reactivas del
oxigeno (ROS), proceso inhibido por los antioxidantes. También
aumenta la secrecién de ET-1 en presencia de LDLn (120%) y
LDLox (153%). Los antioxidantes inhiben este aumento: Q 47%;
AE 58.3% para LDLn, y Q 47%; AE 56% para LDLox. La
actividad de NOS disminuye en presencia de LDLn a un
81.149.1%(p<0.005); la adicién simultinea de Q acentiia esta
disminucién a un 57.5£12.3%(p<0.001).

Losresultados sugieren que la inhibicién de la produccién de ROS
y de la secrecién de ET-1 median la proteccién de la FE causada
por polifenoles.

(Fondecyt 2990085 y PUC-PBMEC2000)

III - 6 ESTRES OXIDATIVO EN CELULAS
ENDOTELIALES CAUSADO PORLDLY HDL OXIDADA.
PROTECCION POR ACIDO PROTOCATEQUICO
(Oxidative damage in endothelial cells by oxidized LDL and HDL.
Protection by protocatechuic acid). Zambrano, C., Foncea, R. Lab.
Citologia Bioquimica y Lipidos, Prog. Bases Moleculares de las
Enfermedades Cronicas. Fac. Ciencias Bioldgicas, Universidad
Catdlica de Chile. (Patrocinio: S. Miranda)

Las LDL oxidadas (LDLox) medianel desarrollo de aterosclerosis.
En lesiones ateroscleréticas se encuentra tanto LDLox como
HDLox y se ha demostrado que el vino tinto, rico en antioxidantes
polifenélicos, inhibe in vitro la oxidacién de las LDL. En este
trabajo se preparé LDL y HDL oxidadas in vitro, se demostré que
un antioxidante polifendlico, el dcido protocatéquico (APC) retar-
da su oxidacién y se estudié la produccién de estrés oxidativo por
LDLox y HDLox en células endoteliales en cultivo (HUVEC).
En HUVEC, LDLox y HDLox indujeron generacién de especies
reactivas del oxigeno (EROs), medidas con 2,7-diclorofluoresceina,
y estrés oxidativo detectado por induccién en la expresién de
hemoxigenasa-1 (HO-1) y por formacién de residuos de
nitrotirosina (NTyr).

LDLox y HDLox (50 ug/ul) aumentaron las EROs en 43%
(p<0.005) y 33% (p<0.02) respectivamente, sobre el control,
efecto inhibido por el APC (50 uM). Mediante RT-PCR se detectd
aumento significativo de]l mRNA de HO-1 en presencia de las
lipoproteinas oxidadas, que correlacioné temporalmente con au-
mento de la proteina. También hubo aumento de NTyr. La
incubacién simultdnea con APC inhibié ambos procesos.

En conclusién, LDLox y HDLox inducen estrés oxidativo en
células endoteliales en un proceso sensible a antioxidantes
exogenos.

(PUC-PBMEC-2000 y Fondecyt2990085)

III- 7 EL ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR HIERRO
REGULA LA EXPRESION DE CALRETICULINA. (Iron-
induced oxidative stress up-regulates calreticulin expression).
Niifiez, M.T. Tapia, V., Vergara, A. y Osorio, A. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias e Instituto Milenio de Estudios
Avanzados en Biologia Celular y Biotecnologia, Universidad de
Chile.

Calreticulina (CR) es una proteina que une calcio y que actda
como chaperona en el plegamiento de protefnas en el reticulo
endopldsmico. Mobilferrina, una forma citosélica de CR, es un
transportador citoplasmatico del hierro que recién entra a la célula.
En este trabajo investigamos la posible asociacién entre CR y la
homeostasis del hierro. Células intestinales Caco-2 se cultivaron
con variadas concentraciones fisiolégicas de hierro. En estas
células se determiné los niveles celulares de hierro asf como la
masa y niveles de RNA mensajero de CR. Incrementos en hierro
intracelular indujeron un incremento en los transcritos y en la
masa de CR. El hierro también indujo dafio oxidativo determinado
por la formacién de aductos de proteinas y 4-hidroxinonenal. El
co-cultivo de las células con hierro a concentraciones que inducen
la expresion de CR y con antioxidantes abolié tanto el incremento
en la masa de CR como el dafio oxidativo. Postulamos que el
aumento en la masa de CR inducido por hierro es parte de la
respuesta fisiolégica normal a estrés oxidativo, reforzando los
papeles fisiolégicos de CR como chaperona en el plegamiento de
proteinas y como amortiguador del calcio en el reticulo
endopldsmico.

Financiado por proyecto FONDECYT 1970465 y por una Cétedra
Presidencial en Ciencia a MTN.

11 - 8 DANO OXIDATIVO INDUCIDO POR HIERRO EN
CELULA DE COLON CACO-2.(Iron-induced oxidative damage
in colon carcinoma (Caco-2) cells). Nifiez, M.T., Tapia, V.,
Nufiez-Millacura, C., y Okada, S. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Instituto Milenio de
Estudios Avanzados en Biologia Celular y Biotecnologia, Univer-
sidad de Chile y Okayama University Medical School.

Las células del epitelio intestinal tienen sistermnas de incorporacién
de hierro mediante los cuales adquieren cantidades crecientes de
hierro en el tiempo. Ya que el hierro intracelular es un generador
de radicales libres, este estudio analizé el dafio oxidativo generado
por laacumulacién de hierro en células Caco-2. Células cultivadas
con crecientes concentraciones de hierro incrementaron en el
tiempo la concentracién intracelular de hierro total y de hierro
reactivo, a pesar de mostrar un sistema de homeostasis celular
(IRE/IRP) activo. Las concentraciones crecientes de hierro celular
resultaron en dafio oxidativo a proteinas y al DNA, demostrado por
inmunoreactividad a anticuerpos contra 4-hidroxinonenal y 8-
hidroxi-2-deoxiguanosina. El dafio oxidativo mediado por hierro
resultd, finalmente, en pérdida de la viabilidad celular. En resu-
men, la acumulacién de hiero por células Caco-2 se correlacioné
con dafio oxidativo y pérdida de viabilidad celular. Este dafio
inducido por hierro puede ser relevante en el establecimiento de la
cascada de eventos asociados con carcinogenesis del colon.
Financiado por proyecto P99-031 al Instituto Milenio de Estudios
Avanzados en Biologia Celular y Biotecnologfa y por una Cétedra
Presidencial en Ciencia a MTN. :
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IV - BIOLOGIA VEGETAL I

IV — I EXPRESION DE UN GEN crylAb DE Bacillus
thuringiensis EN CEPAS DE B. subtilis y B. licheniformis
COLONIZANTES DEL FILOPLANO DEL TOMATE
(Expression of a cryl Ab gene from Bacillus thuringiensis in B.
subtilis and B. licheniformis strains that colonize the phylloplane
of tomato plants) Theoduloz, C., Vega, A., Salazar, M., Gonzilez,
E.y Meza-Basso, L. Instituto Biologia Vegetal y Biotecnologia,
Universidad de Talca.

La aplicacién directa del B. thuringiensis (BT) puede controlar la
polilladel tomate peroexisten limitantes debido a su inestabilidad
y persistencia. Para obviar este inconveniente, se transformaron,
con un gen cry 1 A(b) de BT, cepas del género Bacillus habitantes
naturales del filoplano del tomate a fin que estas bacterias
recombinantes produzcan su accidn insecticida in situ.

Se aisl6 un gen cryl Ab de una cepa nativa de BT mediante PCR,
empleando partidores especificos. El gen fue clonado en pGEMS
y ligado a un vector “shuttle” pHT 315 (Lereclus ez al, 1989). Se
transformé, mediante electroporacidn, una cepa control de BT
acristalifera, y dos cepas colonizantes del filoplano del tomate B.
subtilis y B. licheniformis, respectivamente. Los transformantes
seleccionados producen cristales proteicos durante laesporulacién.
La proteina cristalina de c.a. 130 kDa, es reconocida por anticuer-
pos contra las proteinas Cry 1 A en tanto que los bioensayos con la
toxina recombinante contra larvas de la polilla mostraron toxici-
dades equivalentes a lo conseguido con la toxina nativa.

Se concluye que es posible utilizar otros vehiculos de expresién
de §-endotoxinas de BT a fin de conseguir una mayor persistencia
y estabilidad del biopesticida. Financiamiento: Fondecyt 1990899,

IV - 2 MANIPULACION DE LA EXPRESION GENICA DE
ALENO OXIDO SINTASA MEDIANTE ARN-ANTISENSE
Y SOBRE-EXPRESION PARA MODIFICAR EL
CONTENIDO DE ACIDO JASMONICO EN PLANTAS
TRANSGENICAS (Manipulation of allene oxide synthase gene
expression by antisense-RNA and overexpression for modulating
endogenous levels of jasmonic acid in transgenic plants). Ramirez
1., Sénchez, C. Cérdenas, L. y Pefia-Cortés, H. Centro de
Biotecnologia, Universidad Técnica Federico Santa Maria,
Valparaiso, Chile

El acido jasmonico (AJ) y su metil ester (Me-Al) han sido
propuestos como componentes esenciales de la via traductora de
sefiales responsable de la regulacién de la expresion de genes
asociados al sistema de defensa vegetal en respuesta a diversas
condiciones de estrés. AJ y Me-AJ son derivados de lipidos
sintetizados a partir de 4cido o-linolénico a través de una reaccién
de oxigenacion mediada por lipoxygenasas, generando 4cido 13-
peroxihidrolinolénico (13-HPLA) el cual es subsecuentemente
transformado por la accién de la aleno oxido sintasa (AOS) y
otros pasos adicionales. AOS convierte el 13-HPLA en epoxi aleno,
proporcionando asi el precursor directo para la formacién de AJ.
La concentracién endégena de AJ aumenta considerablemente en
plantas que han sufrido dafio mecénico o sometida a condiciones
de estrés como ataque de insectos o patégenos, radiacion u ozono.
Esta acumulacién de AJ permite la induccién especifica de
determinados genes que permitiran la activacién del sistema de
defensa vegetal.

Nuestro laboratorio esta interesado en determinar la participacién
real in vivo del contenido de AJ intracelular en el metabolismo
vegetal. Para ello, se ha generado una estrategia basada en la
manipulacién de la expresién génica de AOS para modificar los
contenidos de AJ en plantas transgénicas de papa, tabaco y tomate.
En este trabajo se presentarén los resultados obtenidos al modificar
la expresion de AOS en plantas transgénicas de tomate mediante
ARN-antisentido y sobre-expressién génica.

Financiado por proyecto: FONDECYT 1970121; 1000221

IV -3 CARACTERIZACION DE LA EXPRESION GENICA
DE ZEAXANTINA EPOXIDASA (ZE) EN PLANTAS DE
TOMATE. Characterization of Zeaxanthine Epoxidase Gene
Expresién in Tomato Plants). Dorta, F., Ramirez, I., Cdrdenas, L.
y Pefia-Cortés, H.. Centro de Biotecnologia, Universidad Técnica
Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile

El 4cido abscisico (ABA) es una hormona vegetal clave en la
regulacion de diversos procesos fisioldgicos asociados al desarrollo
y crecimiento de la planta asi como en los mecanismos asociados
al sistema de defensa vegetal frente a diversas condiciones de
estrés. Los vegetales aumentan su contenido de ABA
considerablemente como respuesta a condiciones adversas tales
como estrés hidrico; ataque de patégenos y dafio mecdnico
ocasionado por insectos, herbivoros y viento; estrés por salinidad,
etc. Este aumento de ABA estaria implicado en la regulacién de
genes especificos cuyos productos podrian cumplir un rol
fundamental en los mecanismos de tolerancia como una respuesta
del vegetal a dichas condiciones de estrés.

La informacidn sobre las enzimas involucradas en la biosintesis
del ABA, asf como posibles genes codificadores para estas enzimas
es muy limitada. Marin y colaboradores (1996) presentaron el
primer reporte de un posible gen involucrado en la biosintesis de
ABA. Este gen codifica una enzima (67kDa) con actividad
Zeaxantina epoxidasa (ZE), localizada en el cloroplasto,
catalizando la reaccion de epoxidacién de zeaxantina para dar
origen a anteraxantina y subsecuentemente a violaxantina. Este
corresponderia al primer paso de la via biosintética propuesta y
seria el paso limitante para la acumulacién de ABA. Se ha sugerido
un papel clave de esta enzima en la ruta biosintética del ABA 'y
podria jugar un rol fundamental en el aumento de esta hormona
por efecto de las distintas condiciones de estrés.

En la actualidad no se dispone informacién sobre el papel que
cumpliria el producto del gen ZE en laregulacién de la biosintesis
de ABA frente a diferentes condiciones de estrés o procesos
involucrados en el desarrollo y crecimiento de la planta.

Para obtener una informacién mds amplia sobre la expresién génica
de ZE en vegetales, este estudio analiza la expresion del o los
genes que codifican para la enzima zeaxantina epoxidasa en plantas
de tomate bajo diferentes condiciones de estrés y asi verificar la
participacién de estos génes en la via biosintética y aumento del
ABA en la mediacién de tales respuestas.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1970121. Referencia
Marin et al., (1996) EMBO J. 15, 2331-42
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IV - 4 EL PRECURSOR SDH2-RPS14 ES PROCESADO
PROTEOLITICAMENTE PARA GENERAR RPS14
MITOCONDRIAL EN MAIZ . (The SDH2-RPS14 precursor
is proteolytically processed to generate maize mitochondrial
RPS14).. Figueroa, P. y Jordana, X. Departamento Genética
Molecular y Microbiologia, Facuitad de Ciencias Bioldgicas, P.
Universidad Catélica de Chile.

El gen funcional de la proteina ribosomal mitocondrial S14 (rpsi4)
ha sido transferido desde la mitocondria al micleo en maiz,
integrandose en un intrén del gen de la subunidad hierro-azufre
de la succinato deshidrogenasa (sdh2). Se generan dos transcritos
del locus sdh2-rps14 mediante procesamiento alternativo: un
transcrito codifica para un precursor de la proteina SDH2
funcional, mientras que el segundo transcrito codifica para una
proteina precursora quimérica que contiene parte de SDH2 y
RPS14 (SDH2(t)-RPS14)

En este trabajo mostramos que la misma presecuencia de
destinacién mitocondrial es capaz de dirigir la importacién de
ambos precursores en mitocondrias aisladas y es removida durante
la importaci6n. Este evento de procesamiento genera una proteina
de 28 kDa del precursor SDH2, la cual corresponde a la subunidad
SDH2 presente en mitocondrias de maiz. Ademds de procesar la
presecuencia, el precursor quimérico sufre un procesamiento
proteolitico entre SDH2(t) y RPS14. Este procesamiento genera
RPS14, la cual se encuentra ensamblada en ribosomas
mitocondriales, y una proteina SDH2(t) que es degradada.

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que el dominio SDH2(t)
en el precursor quimérico sélo tiene el papel de proveer la funcién
de destinacién mitocondrial para RPS14. :
Financiado por FONDECYT Complementario 8980005, de
Doctorado 2970071, y ECOS-CONICYT C98BO1.

IV - 5 IDENTIFICACION DE UNA FOSFATASA DE
PROTEINAS DE LA FAMILIA PP2A EN Solanum tuberosum
L (Identification of a protein phosphatase 2A in Solanum tuberosum
L) Raices. M, Chico, J.M, Muioz, M.J y Téllez-Iiién, MT.
INGEBI-CONICET y FCEyN-UBA. Vuelta de Obligado 2490
2do (1428) Buenos Aires, Argentina.

En plantas, los procesos de desarrollo dependen de seiales del
medio ambiente. La fosforilacién de proteinas es un mecanismo
central que interviene en la regulacién de numerosas rutas
metabolicas, incluyendo la respuesta a estimulos externos y la
expresion de genes especificos.La tuberizacién de la planta de
papa es un complejo proceso en el cual a partir de un tallo
subterrdneo, el estolén, se forma un érgano de reserva, el tubércu-
lo. Dicho proceso se dispara en respuesta a diversas sefales
ambientales tales como el fotoperiodo, la temperatura y la canti-
dad de nutrientes. Numerosos genes involucrados en el desarrollo
del tubérculo son inducidos durante la tuberizacién. En nuestro
laboratorio se caracterizé una actividad de quinasa de proteinas
dependiente de calcio, CDPK, en plantas de papa. La expresién y
actividad de la misma aumenta al inicio de la tuberizacién.

En este trabajo se observé la presencia de proteina(s) fosfatasa(s)
sensibles a okadaico que defosforilan especificamente sustratos
de CDPK. Al igual que la CDPK, la actividad de fosfatasa(s)
aumenta en forma transitoria al inicio del proceso de formacién del
tubéreulo.

A partir de una biblioteca de expresion de estolones se aislé el gen
completo que codifica para una fosfatasa de serina y treonina de la
familia de las PP2A, que se expresa diferencialmente al inicio de
la tuberizacion. Los miembros de esta familia son sensibles al
acido okadaico, lo que sugiere una posible relacion entre el gen
identificado y los datos bioquimicos previos.

Subsidiado por CONICET y UBA.

IV - 6 ROL PROTECTOR DE LAS POLIAMINAS EN DIS-
COS DE HOJA DE GIRASOL SOMETIDOS A ESTRES
POR METALES PESADOS. (Protective role of polyamines in
sunflower leaf discs under heavy metal stress). Groppa, M.D.;
Tomaro, M.L. and Benavides, M.P.. Cétedra de Quimica Biolégi-
ca Vegetal, Departamento de Quimica Biolégica, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA. E-mail: mgroppa@ffyb.uba.ar.

En este trabajo se estudiaron las propiedades antioxidantes de las
poliaminas en discos de hoja de girasol bajo estrés oxidativo
inducido por cadmio y cobre. Dicho dafio se evidencié por un
aumento de la peroxidacién lipidica y una disminucién del conte-
nido de glutation total y de las actividades de ascorbato peroxidasa
(APOX), glutatién reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD).
La concentracion de poliaminas fue afectada de diferente manera
segtin el metal usado. La putrescina fue reducida 48% por Cd**y
61% por Cu*, la espermidina disminuy6 al 21% y 59% del control
en los tratamientos con Cd* y Cu® respectivamente y laespermina
no fue modificada. El tratamiento con agregado exdgeno de
poliaminas (1 mM) mostrd distintos resultados segiin la poliamina
usaday el pardmetro estudiado. La esperminarevirtié el efecto del
Cd> y Cu® sobre la peroxidacion lipidica casi a los valores
controles. Sin embargo, ni la espermina, ni la espermidina pudie-
ron revertir la disminucién del glutatién y de la APOX. Ademds,
ambas poliaminas por s{ mismas disminuyeron estos pardmetros.
Tanto la espermina como la espermidina revirtieron completa-
mente la actividad de GR, pero sélo la espermina revirti6 la
actividad de SOD reducida por cobre. Este trabajo sugiere que las
poliaminas estén relacionadas con la proteccién contra el estrés
oxidativo inducido por metales.

IV - 7 NATURALEZA DE LA INSENSIBILIDAD AL ABA
EN GENOTIPOS DE SORGO CON SUSCEPTIBILIDAD
CONTRASTANTE AL BROTADO PRECOSECHA. (Nature
of insensitivity to ABA in sorghum genotypes with contrasting
preharvest sprouting behaviour). Carrari, F.!, Pérez-Flores, L%,
Osuna-Fernandez, R.** Enciso, S.%, Sdnchez, R 4, Benech-Arnold,
R.#* y Iusem, N.!. 'FCEyN UBA Argentina, 2UAM-Iztapalapa,
Facultad de Ciencias, UNAM, México. “IFEVA UBA, Argenti-
na.

El brotado precosecha (BPC) en sorgo esta relacionado con la
accién del dcido abscisico (ABA) durante el desarrollo de las
semillas. Esta hormona presenta valores elevados antes de la
madurez, disminuyendo posteriormente. El contenido de ABA
durante la embriogénesis no difiere entre las variedades IS9530
(resistente) y RedLLandB2 (susceptible al BPC). Sin embargo, los
embriones de Redl.and B2 pierden sensibilidad al ABA desde
etapas tempranas. Para investigar la naturaleza de esta insensibi-
lidad, se determinaron los niveles de ABA en embriones embebi-
dos y en el medio de incubacién. Paralelamente se analizaron los
niveles de mRNA del gen rabl7 que se expresa durante la
embriogénesis tardia en respuestaa ABA. La movilizacion de esta
hormona durante la imbibicidn fue similar en ambas lineas, con
una marcada salida al medio durante las dos primeras horas, sin
embargo la proporcion de ABA en el medio fue mayoren RedlandB2
respecto a IS9530. El gen rab!7 solo respondié a ABA en la linea
1S9530, lo cual se correlaciona con la diferente respuesta
germinativa entre las variedades.

*Se agradece a la Dra. M. Pagés por proporcionar la sonda
utilizada en este trabajo.
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IV -8BASES MOLECULARES DE LA TRANSFERENCIA
DE LUZ EN LA R-FICOERITRINA DE Gracilaria chilensis
(Molecular basis of light transfer in R- Phycoerythrin from
Gracilaria chilensis) Martinez-Ovanedel.l.. Contreras-Martel. c...
Bruna, C. y Bunster, M. Laboratorio de Biofisica Molecular,
Depto. Biologia Molecular, Fac. Cs. Bioldgicas,Universidad de
Concepcién. jmartine@udec.cl

La R-ficoeritrina (R-PE), es una de las proteinas que componen el
Ficobilisoma, complejo encargado de captar y transferir la luz,
para la fotosintesis, en algas. Se haresuelto la estructura cristalina
de la R-ficoeritrinade Gracilaria chilensis por difraccion de rayos-
X, a2.2 A de resolucion, utilizando radiacion sincrotrénica.

La estructura permitié localizar los croméforos presentes: 2
ficoeritrobilinas (PEB) en la subunidad alfay dos ficoeritrobilinas
y una ficourobilina (PUB) en la subunidad beta. Los croméforos
presentan residuos Asp y Arg vecinos, que le ayudan a mantener
la orientacion.

Dentro de un trimero de R-PE, (150/61 PUB estan a distancias de
acoplamientocona82,(382ypl58y podrian realizar latransferen-
ciadesde el exterioral interior de lamolécula. P50/61 PUB ya 139
captaria la energia y a82 PEB podria constituir un puente que la
transfiere a p82 PEB.

Dentro del hexadmero se presentan otras 3 distancias de acopla-
miento menores que 30 A, sugiriendo una posible via de transfe-
rencia de energia entre los trimeros, en la cara interna de la
molécula, donde jugaria un papel importante el péptido de unién

>Ademés de las distancias de acoplamiento de 19 a 45 A entre los
cromoéforos que sugieren una via de transferencia de energia, la
estructura permite sugerir otras vias y una especializacion en la
funcion de los croméforos.

Financiamiento Proyecto :99.031.084-1.0 DIUC
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V  -EXPRESION GENICAY
TRANSDUCCION DE SENALES

V - 1SINTESIS DE FOSFOINOSITIDOS EN CELULAS
NIH 3T3. REGULACION POR EL GEN DE EXPRESION

TEMPRANA c-fos (Phosphoinositide synthesis in NIH 3T3 cells.

Regulation by the Immediate Early Gene c-fos) Renner. ML:

Borioli, G; Bussolino, D; Guido, M y Caputto, BL. CIQUIBIC

(CONICET) - Depto. Qca. Biol. Fac. Cs. Quimicas, UN Cérdoba
- mrenner@dgbfcq.fcg.unc.edu.ar Financiado por FONCyT,

CONICET, CON1COR, SECyT - UNC, FOMEC.

Hemos encontrado que c-Fos, ademas de ser factor de transcrip-
cion, regula la biosintesis de fosfolipidos en el citoplasma. En
fibroblastos quiescentes estimulados a reingresar al ciclo celular,
c-Fos media dos ondas de activacién de la sintesis de fosfolipidos.
La primera onda es maxima a los 7.5 minutos volviendo a valores
control alos 15 minutos. La segunda comienza a los 30 minutos y
permanece elevada a los 120 minutos. Ambas son precedidas por
ondas semejantes de expresion de c-fos MRNA y muestran cam-
bios comparables en la proteina c-Fos. En la primera onda, c-Fos
estd asociadaamembranas del reticulo endoplasmico marcandose
fundamentalmente los fosfoinositidos. En la segunda onda se
marcan principalmente los fosfolipidos involucrados en la génesis
de membrana (PC,PA,PE). En células sin estimular, PIP2es el
fosfoinositido mas marcado pero a medida que aumenta el tiempo
de estimulacién (hasta 10 minutos) la marca de PIP2disminuye,
mientras que PIP aumenta. Esta disminucién en PIP2probable-
mente refleja su utilizacién para generar DAG y IP3 No se
observan estas diferencias en presencia de un oligonucleétido
antisentido para c-Fos mRNA. En experimentos de marcacion in
vitro, c-Fos exégeno aumenta la marcacion de Ply PIP, indicando
un efecto directo de esta proteina sobre la biosintesis de
fosfoinositidos.

V- 2C-FOSSEASOCIAALRETICULO ENDOPLASMICO
YACTIVAEL METABOLISMO DE FOSFOLIPIDOS (c-Fos
associates with the endoplasmic reticulum and activates
phospholipid metabolism). Gil GA. Bussolino DF, Borioli G,
Diema CD, Guido ME y Caputto BL-CIQUIBIC, CONICET,
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC germang@dqb.fcq.unc.edu.ar

Lamarcacién con 3P de fosfolipidos en cultivos de células NIH 'y
PC12 quiescentes, estimuladas a reingresar a ciclo celular
incrementa respecto a células no estimuladas. Este incremento
depende de la transcripcion y traduccién del gen de expresion
temprana c-fos: mostrando dos picos de estimulacion, uno alos 5
minutos y otro a 60 minutos. Empleando inmunocitoquimica y
western blot, c-Fos muestra un patrén de expresion que se asemeja
a los fosfolipidos. Un oligonucledtido antisentido al mMRNA de c-
fos impide laactivacion de la sintesis de fosfolipidos mientras que
la inhibicién de la degradacion de c-Fos por calpastatin exacerba
estaactivacion. En células NIH estimuladas en cultivo y marcadas
invitro con 3P-ATP los fosfolipidos incrementan respecto a las sin
estimular en forma semejante a las células NIH en cultivo y las
diferencias observadas depende de proteinas asociadas amembra-
nas. Por fraccionamiento subcelular y western blot, c-Fos co-
distribuye con membranas del reticuloendoplasmico mientras que
enpresenciade KC11M ésta se encuentraen lafraccion soluble del
gradiente. c-Fosrecombinante agregado ahomogenatos de células
NIH sin estimular, incrementa la sintesis de fosfolipidos con un
maximo de activacién a 300 ng de c-Fos/100 pg de proteina
celular. Esta actividad regulatoria de c-Fos sobre la sintesis de
fosfolipidos es citoplasmatica e independiente de su actividad
nuclear como factor de transcripcién.

Financiado por FONCyT, CONICET, CONICOR ,SeCyT y
CEDIQUIFA
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V -3 UN NUEVO SISTEMA DE REGULACION DE LOS
NIVELES INTRACELULARES DE ACIDO ARAQUI-
DONICO CONTROLADO HORMONALMENTE. (A new
pathway to control intracellular levels of arachidonic acid
hormonally regulated). Mele P.G., Maloberti P., Bey P., CanoE. y
Podesta E.J. Departamento de Bioquitnica Humana, Facultad de
Medicina, UBA, Argentina.

Estudios realizados en nuestro laboratorio caracterizaron
molecularmente a una fosfoproteina (ARTISt), con actividad de
acil-CoA tioesterasa, intermediaria en la liberacion de 4cido
araquidénico (AA). Esta proteina estd presente en todos los tejidos
esteroidogénicos y suexpresion es regulada porhormonas. ARTISt
expresada en E. coli es capaz de liberar AA utilizando como
sustrato araquidonoil-CoA. Esta proteina también se encuentraen
coraz6n y en higado, siendo regulada por isoproterenol y ayuno
respectivamente. En concordancia con estos hallazgos se ha
descripto la existencia de una acil-CoA sintetasa (ACS4), especi-
fica para AA, que se expresa preferentemente en tejidos
esteroidogénicos, asi como en otros tejidos. Utilizando un inhibidor
especifico de esta enzima, triacsin C, se observé una disminucién
significativa dosis dependiente en los niveles de esteroides sinte-
tizados por estimulacién con ACTH en células Y1 (triacsin C 0;
0,5; 1y 5pMrespectivamente: 153111, 129119, 10616, 109+9 ng
de esteroides/ml ). En estos mismos tejidos se encuentra una
tercera proteina, ligadora de acil-CoA, DBI (diazepan binding
inhibitor) que tiene su receptor, PBR, en la mitocondria. La misma
también es regulada hormonalmente. Dado que ARTISt también
esta localizada en la mitocondria sugerimos que la liberacién de
AA en tejidos esteroidogénicos estaria regulada por la presencia
de tres proteinas ACS4, DBI, y ARTISt todas ellas controladas
hormonalmente.

V -4 ACTIVACION DE LAS PROTEINAS KINASAS DEL
ESTRES POR IGF-1 Y SORBITOL EN CULTIVOS DE
CARDIOMIOCITOS (Stress protein kinase activation by IGF-
1 and sorbitol in cultured rat cardiac myocytes). Ocaranza P,
Gonzalez-Jara F, Lavandero S. Depto. Bioquimica y Biologia
Molecular, Fac Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad
de Chile.

Las proteinas kinasas activadas por estrés (SAPKs), JNK y p38-
MAPK, son reguladas por estimulos mecénicos y quimicos en el
cardiomiocito. En este trabajo se investigaron los efectos del
factor de crecimiento andlogo a insulina tipo-1 (IGF-1) y de la
hiperosmolaridad sobre las SAPKs.

Los cursos temporales de activacién de JNKs y p38-MAPK se
determinaron en cultivos de cardiomiocitos expuestos a sorbitol
(0,3M) y/o IGF-1 (100 nM), a través de la fosforilacion de
sustratos especificos y de la razén SAPK fosforilada/SAPK total.
Los resultados demostraron que IGF-1 y sorbitol aumentaron 1y
19 veces la actividad de JNK a los 15 y 30 min, respectivamente.
Lafosforilacién de las dos isoformas de INK (46 y 54 KDa) mostré
un comportamiento similar entre si y comparable al de su activi-
dad. IGF-1y sorbitol estimularon en un 100% la actividad de p38-
MAPK a los 5 y 15 min, respectivamente. La cinética de
fosforilacién de p38-MAPK fue similar al de su actividad. La
estimulacién de JNK dependiente de sorbitol fue potenciada por
IGF-1 pero no hubo efecto sobre p38-MAPK. Se concluye que la
hiperosmolaridad activa potente y preferencialmente alas INKs y
levemente a p38-MAPK e IGF-1 es un débil activador de las
SAPKSs en el cardiomiocito.

Fondecyt 1980908

V -5 PARTICIPACION DE LAALDOSA REDUCTASA EN
LAACCIONANTIAPOPTOTICA DEL IGF-I (Role of aldose
reductase on IGF-I antiapoptotic action) Galvez A, Ulloa JA,
Lavandero S. Dpto Bioquimica y Biol Molecular. Fac de Cs
Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile

El factor de crecimiento andlogo a insulina tipo 1 (IGF-I) previene
la apoptosis del cardiomiocito, independiente del estimulo. Los
cardiomiocitos expuestos a altas concentraciones de soluto
aumentan la actividad Aldosa Reductasa (AR), sintetizando
sorbitol, para equilibrar la osmolaridad intracelular y proteger las
células. Se postula que los cardiomiocitos expuestos a
hiperosmolaridad experimentan apoptosis y que IGF-11a previene
por aumento en la expresioén de AR.

Para resolver esto, se utilizaron cultivos primarios de
cardiomiocitos neonatos de rata, expuestos a diferentes
concentraciones de glucosa o sorbitol (25-300 mM). La apoptosis
se evalud por fragmentacién del DNA y degradacion de la proteina
antiapoptética Bcl X, . La accién del IGF-I (100nM) sobre los
niveles de AR se evalu6 por westernblot.

Los resultados mostraron que la hiperosmolaridad indujo un
aumento en la fragmentacién del DNA (300%), y una disminucién
de 60% en los niveles de Bcl X (respecto al control). El IGF-I
disminuyd la fragmentacién del DNA y aument6 la Bel X, en un
50%, comparados con el maximo efecto apoptético. Ademds, el
IGF-I aument6 al doble la masa de la AR, comparado con el
aumento méximo en la condicién hiperosmética.

Se concluye, que la hiperosmolaridad induce apoptosis en el
cardiomiocito, y que el IGF-I previene la apoptosis por un aumen-
to en los niveles de AR.

Proyecto Fondecyt 1980908

V — 6 LAS QUINASAS DE RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINAS G (GRKs) 2 Y 3 SON RESPONSABLES DE
LA DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR A
HISTAMINA H2. (GRK2 and 3 are involved in H, receptor
desensitization). Shayo. C.*¥, Ferndndez, N.*, Lemos, B.',
Monczor, F., Mladovan’, A., Baldi*, A. y Davio, C'. FCEyN,
UBAV.; IByME, CONICET"; FFyB, UBA'.

Elreceptor H2 (RH2), al unirse a su agonista, activa a una protefna
G, con el consecuente aumento de la actividad de la adenilato
ciclasa. Aligual que otros receptores, se desensibilizaluego de una
exposicién sostenida al agonista. En el presente trabajo se estudié
el mecanismo responsable de dicho proceso. Utilizando células
COS-7 transfectadas transientemente con el RH2 estudiamos la
desensibilizacién inducida por amthamina. El receptor se
desensibilizé rapidamente conun t '/2 de 0.49 min. Dadalarapidez
de este proceso postulamos a la fosforilacién como mecanismo
responsable. Inhibidores de proteina quinasa A y C no modifica-
ron la desensibilizacién, mientras que €l Zn ** (un inhibidor de
GRKs) inhibi6 este proceso. Experimentos de cotransfeccién con
el RH2 y las distintas GRKs (2, 3, 5 0 6) mostraron que GRK 2 y
3 disminuyeron significativamente la respuesta a amthamina y el
t /2 de desensibilizacién. Este evento se correlacioné con un
aumento en la fosforilacion del receptor H2, dependiente de GRK
2y 3, mientras que la fosforilacion dependiente de PKA y PKC no
particip6. Los resultados sugieren que la desensibilizacién del
RH2 en células COS-7 es mediada por GRK 2 y GRK 3.
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V — 7 EXPRESION DEL GEN DE OSTEOCALCINA: IN-
FLUENCIA DEL POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL
SOBRE SU REGION PROMOTORA. (Expression of
osteocalcin gene: influence of the nucleosomal positioning on the
promoter region). Gutiérrez, J., Imschenetzky, M., Montecino, M.
Dpto. Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biol6gicas, Uni-
versidad de Concepcién.

La activacién transcripcional del gen de osteocalcina (OC) se
acompafia de un proceso de remodelacién nucleosomal en su
regién promotora. En este proceso pueden participar miltiples
elementos, unos responsables de interacciones proteina-ADN
especificas en la regién promotora y otros probablemente funcio-
nando como complejos remodeladores de cromatina. Nuestro
laboratorio ha demostrado que factores de transcripcién de la
familia CBFa/AML/PEBP2a pueden unirse a secuencias
promotoras de este gen al estar estructuradas como
mononucleosomas in vitro, aunque sélo cuando existe un cierto
grado de flexibilidad traslacional del nucleosoma. Con el objeto de
definir esta flexibilidad se determind las posiciones traslacionales
que ocupa la estructuracién nucleosomal en distintos segmentos
del promotor de OC reconstituidos como mononucleosomas.
Ademas se estudid lainfluencia que posee el complejoremodelador
de cromatina SWI/SNF sobre la unién del factor CBFal/AML3 a
segmentos del promotor de OC reconstituidos como
mononucleosomas. Asi mismo se estudié la tendencia natural que
pudiera poseer este promotor de acomodar un nucleosoma entre
las dos regiones de mayor relevancia para la expresién de este gen.
Nuestros resultados definen la importancia que tiene el posiciona-
miento nucleosomal en el promotor del gen de OC como elemento
regulatorio de su expresion.

FONDECYT 2990066 y 1000361

V - 8 METILACION DEL PROMOTOR DE
OSTEOCALCINA DE RATA COMO MECANISMO
REGULADOR DE LA TRANSCRIPCION TEJIDO-
ESPECIFICA. (Differential methylation of the Osteocalcin
promoter as a regulatory mechanism for tissue-specific
transcription) Villagra, A., Sierra, J., Imschenetzky, M. y
Montecino, M. Departamento de Biologia Molecular, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

La metilacidn de ADN constituye un evento asociado a represion
transcripcional. En el gen Osteocalcina (OC) de rata, hemos
determinado patrones diferenciales de metilacién en la regién
promotora al comparar lineas celulares 6seas que expresan o no
este gen. También hemos evaluado el patrén de metilacién asociado
a OC, durante la diferenciacién 6sea terminal en cultivos de
osteblastos primarios. Encontramos que hipometilacién del
promotor OC se correlaciona directamente con actividad
transcripcional. As{ mismo, luego de transfectar células
osteobldsticas (ROS17/2.8) con constructos que inclufan al
promotor OC unido a un gen reportero control o metilado in vitro
con Hpall y SssI metilasa, encontramos que la metilacién producia
una significativa disminucién en los niveles basales de expresién
y una completa inhibicién del incremento inducido por vitamina
D3.

Al evaluar si la metilacién del promotor de OC afectaba la unién
especifica de factores reguladores de la transcripcidn, encontramos
que Y'Y Idisminuye la-capacidad de unirse a su sequencia blanco
metilada, en cambio el complejo del receptor para vitamina D3 y
Cbfa/AML no son afectados.

Planteamos que la transcripcién del gen de OC de rata es
dependiente de la metilacion de su regidn promotora y que esta
modificacién podria mediar la unién de factores de transcripcién.
FONDECYT 1000361

V-9INHIBICION DE LA § OXIDACION PEROXISOMAL
POR ACIL-CoAS DE DROGAS : ;UN NUEVO MECANIS-
MO DE ACTIVACION DE PPARa POR
PROLIFERADORES PEROXISOMALES? (The acyl CoAs
of hipolipidemics drugs inhibits the peroxisomal 3 oxidation: A
new mechanism for the PPAR o activation in response to
peroxisomal proliferators? ) Gatica A., Bronfman M. Unidad de
Bioquimica Celular y Genética, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Chile.

Los proliferadores peroxisomales (PPs) son un grupo de compues-
tos cancerigenos no genotdxicos que en roedores inducen
hipolipidemia, proliferacién peroxisomal y hepatocarcinogénesis.
Entre los PPs se encuentran drogas hipolipidemiantes de uso
clinico y contaminantes ambientales tales como pesticidas y
herbicidas. Los efectos de los PPs dependen de la activacién de un
receptor nuclear denominado PPARa. (peroxisomal proliferator
activated receptor a) el cual regula el metabolismo lipidico en el
higado y participa en los procesos de proliferacién y diferencia-
cién de distintos tipos de células. Si bien todos los PPs activan
PPARa, no todos se unen a €l, lo que sugiere que activadores
endégenos de PPARa, tales como acidos grasos o eicosanoides
podrian participar también en la activacién del receptor. En
estudios anteriores demostramos que, in vivo, los PPs son rapida-
mente metabolizados a los derivados CoA de droga (PP-CoA) los
que, si bien no activan PPARa, podrian alterar el metabolismo
lipidico, principalmente el catabolismo peroxisomal de los
activadores endégenos de PPARa.

En este estudio, analizamos el efecto de distintos PP-CoAs sobre la
B—oxidacién peroxisomal de acidos grasos en peroxisomas aislados
(in vitro) y en cultivos primarios de hepatocitos de rata (ex vivo),
nuestros resultados indican que los PP-CoAs inhiben la f—oxida-
cién peroxisomal in vitro y ex vivo, lo que sugiere que los PP-CoAs
podrian estar implicados en la activaciéon de PPARa a través de la
inhibicién del catabolismo de activadores endégenos del receptor.
Agradecimientos: Proyectos Fondecyt 2000072 (A.G.); FONDAP
13980001 y Milenio P99-007-F (M.B.)

V - 10 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
UNANUEVA VARIANTE DEPROCESAMIENTO DEDIgA
DE Drosophila (Identification and characterization of a novel
Drosophila DIgA splice variant ). C. Mendoza y J. Sierralta
(Patrocinio: Cecilia Leyton M.). Programade Fisiologia y Biofisica
ICBM. Fac. Medicina. U. de Chile

La familia de proteinas MAGUKSs (Membrane-Associated
Guanylate Kinases) se caracteriza por la formacién de complejos
multiproteicos a traves de dominios especializados como son los
dominios PDZ, tanto en la sinapsis neuronal como en sitios de
contacto célula-célula. Estos dominios mantienen la localizacién
de canales, receptores y otras proteinas en areas especializadas de
la célula, asociando componentes de una via de transduccién en
particular. Usando doble hibrido en levadura se aislé un cDNA que
codifica una nueva proteina con dominios PDZ, que hemos
demoninado DIgB, que interactia con INAD, proteina organiza-
dora del complejo de fototransduccion en Drosophila. Estanueva
proteina posee un dominio idéntico a DIgA y en su extremo N-
terminal posee un dominio homélogo a la proteina sindptica de
vertebrados SAP97. DIgA (y sus homélogos en humano y ratén)
pertenece alafamiliade proteinas MAGUK y sele haasociado con
la mantencién de la estructura sindptica y en la determinacién de
la polaridad de células epiteliales. Para determinar la funcién
especifica de esta nueva variante se desarrollé un anticuerpo
dirigido contra el dominio homoélogo a SAP97 de DigB. Mediante
el uso de este anticuerpo en ensayos de Western y en
inmunohistoquimica se determiné que DIgB se expresa en em-
briones, larvas y moscas adultas. Se presenta el patrén de expre-
siénde DlgB y surelacién con los patrones de expresién conocidos
de DIgA.

(Financiado por Fundacién Andes, DID y FONDECYT 1000824)
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VI - ENZIMOLOGIA

A\ 1 MULTIPLICIDAD ENZIMATICA Y
CARACTERIZACION DE MANGANESO PEROXIDASAS
RECOMBINANTES DE Ceriporiopsis subvermispora vy
Phanerochaete chrysosporium. (Isoenzyme multiplicity and
characterization of recombinant manganese peroxidases (rMnPs)
from Ceriporiopsis subvermispora and Phanerochaete
chrysosporium).. Larrondo®, L. F., Stewart2P., Cullen2D., Salas,
L., Lobos3S. y Vicufia-R. 1. Departamento de Genética Molecular
y Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Catélica de Chile, 2. Department of Bacteriology,
University of Wisconsin-Madison, EE.UU. 3. Departamento de
Bioquimicay Biologia Molecular, F.C.Q.F., U.Ch.

Los cDNAs que codifican para manganeso peroxidasa de los
basidiomicetes Ceriporiopsis subvermispora (MnPl) y
Phanerochaete chrysosporium (H4), fueron expresados bajo el
control del promotor de a-amilasa de Aspergillus oryzae €n
Aspergillus nidulans. Las proteinas recombinantes (Cs-rMnPI y
rH4) alcanzaron niveles de expresion similares y sus masas
moleculares, tanto antes como después de ser desglicosiladas,
mostraron ser las mismas que las descritas para las MnPs
caracterizadas en las cepas parentales. El anélisis por
isoelectroenfoque (IEF) de rH4 mostré varias isoformas con pls
entre 4,83y 4,06, una de las cuales coincide con el pl (4,6) descrito
paraH4 aislada desde p. chrysosporium. EI |EF de rMnP 1resolvi6
cuatro isoenzimas con pls entre 3,45 y 3,15, muy similar al patrén
observado para las MnPs aisladas en cultivos en fase sélida de c.
subvermispora. Se compard la habilidad de ambas rMnPs para
utilizar varios substratos encontrandose que rH4 podia oxidar o-
dianisidina y p-anisidina sin la participacién de manganeso
agregado externamente, una propiedad que no habia sido reportada
previamente para esta MnP de P. chrysosporium.

Financiado por FONDECYT 2000076 y FONDECYT 8990004
de Lineas Complemetarias

*Becario de Fundacion Andes.

VI -2FOTOENTRECRUZAMIENTO DE INTEGRASADE
MOLONEY-MuLV Y SUSTRATOS CON  5-
IODODESOXIURIDINA (5-1dU). (Photocrosslinking of
Moloney-MuLV Integrase and sustrates with 5-
lododesoxyuridine). Pinar, M.B., Vera, J,, Ledn, O. Instituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

Durante el ciclo de vida de un retrovirus, la integrasa (IN) cataliza
la integracion concertada del cDNA viral en el DNA de la célula
huésped. Esta reaccién ocurre en dos etapas: procesamiento-3' del
DNA viral y su transesterificacion al DNA blanco. in vitro, IN
también cataliza la reaccion inversa, denominada desintegracion.
Las integrasas se componen de un dominio amino-terminal
(HHCC), una regién central (core catalitico) y un dominio C-
terminal, cuyas funciones no han sido definidas en detalle.

Para obtener informacién de las regiones de IN de M-MuLV que
interaccionan con posiciones especificas del DNA viral o el DNA
blanco, hemos realizado experimentos de fétoentrecruzamiento
con sustratos que contienen 5-1dU en el extremo del DNA viral. Al
irradiar los complejos IN-DNA a 312 nm, se obtienen aductos con
un PM estimado que corresponde a una razén enzima-sustrato de
1:1. La digestiéon de estos complejos con nucleasa Sl permitié
determinar que la reaccion es especifica para 5-1dU. Asimismo el
uso de imitantes permitié determinar que el sitio de entrecruza-
miento se encuentra en la region comprendida entre el dominio
catalitico y C-terminal de la enzima.

Este trabajo es financiado por Proyectos FONDECY T N°s 1980982
y 2000143.
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VI - 3ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL tRNA CON
LA TIROSIL-tRNA SINTETASA DE Acidithiobacillus
ferrooxidans. (Study ofthe interaction between tRNA and tyrosy I-
tRNA synthetase froma.ferrooxidans). Salazar. J.C.. Lefimil, C.
ZUfiiga, R.y Orellana, O. Programade BiologiaCelulary Molecular.
ICBM. Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

Las aminoacil-tRNA sintetasas catalizan launion del aminoécido
en el tRNA correspondiente, evento crucial en la sintesis de
proteinas. En nuestro laboratorio se identificé el gen que codifica
para la tirosil-tRNA sintetasa (TyrRZ) de A. ferrooxidans. Me-
diante andlisis filogenético y estructural hemos propuesto la
existencia, en bacterias, de dos familias de tirosil-tRNA sintetasas
(TyrRS y TyrRZ). Estas enzimas presentan un 25% de identidad
aminoacidica. Este polimorfismo en secuencia de aminoacidos
puede ser una herramienta para estudiar la relacion estructura-
funcion en estas proteinas

En este trabajo, se estudié mediante mutagénesis sitio dirigida del
gentyrzy analisis funcional de las proteinas mutadas, lainteraccién
de la TyrRZ con el tRNA. Por reemplazo de aminoacidos conser-
vados de funcién conocida se demostré que TyrRS y TyrRZ son
funcionalmente equivalentes. Este estudio se extendié a los
aminoacidos conservados His306, Ser356 y Aspl55 (en TyrRZ)
cuya funcién era desconocida. Estudios cinéticos de la mutante
His306Ala indicaron que esta enzima presenta parametros simila-
res a la silvestre, sin embargo la cantidad de enzima activa es un
10% del total. Estudios de interacciones entre sustratos y de
estabilidad de intermediarios de la reaccién sugieren que esta
mutacién provocariaun cambio estructural en la enzima. Median-
te andlisis cinético de la mutante Ser356Ala, comprobamos que
este aminoacido participa en la interaccion de la enzima con el
tRNA. Se esta estudiando la posible participacién del aminoécido
Aspl55 en la discriminacion de los tRNAs.

Financiado por Fondecyt (2990034, 1981053) y U. de Chile.

VI -4ESTUDIOS CINETICOSY MARCACION POR AFI-
NIDAD DE DOS ISOAPIRASAS. (Kinetic studies and affinity
labeling of isoapyrases). Espinosa V. Kettlun AM, Valenzuela
MA. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Facul-
tad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.

La ATPdifosfohidrolasa o apirasa hidroliza nucleétidos di- y
trifosforilados en presencia de Me2+liberando ortofosfato. Se ha
demostrado en apirasas provenientes de Solanum tuberosum que
el cuociente de actividades hidroliticas ATPasica/ADPasica de-
pende de la variedad de papa usada como fuente de enzima.

Los objetivos del presente trabajo fueron: a) estudiar la
especificidad de dos isoapirasas homogéneas midiendo su
actividad hidrolitica sobre desoxirribonucleétidos y analogos
fluorescentes de ATP y ADP; b) buscar un marcador por afinidad
para modificar covalentemente el sitio de unién de nucleétido.
Las enzimas usadas fueron Pimpemel (cuociente ATPasa/ADPasa
10) y Desirée (cuociente 1).

Ambas isoapirasas fueron muy inespecificas hidrolizando dATP,
dGTP, dTTPy dCTP, al igual que diversos analogos fluorescentes
a los que se les determind los pardmetros cinéticos y las Kd por
medio de fluorescencia intrinseca. El cuociente de hidrdlisis sobre
los derivados trifosforilados fue siempre mayor en la enzima
Pimpemel. Respecto a los posibles marcadores de afinidad se us6:
azido derivados de ATP y ADP (sustratos de ambas isoapirasas),
pero los nitrenos formados por irradiacion no fueron inactivadores.
Tampoco FSBA (fluorosulfonilbenzoil adenosina), andlogo
descrito que inactiva a diversas apirasas de origen animal, ni los
analogos de piridoxal que formarian una base de Schiff, PLP-
AMP y PLP-ADP en el sitio activo, inactivaron a las isoapirasas
Financiado por proyecto Fondecyt 2970041
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VI - 5 FUNCION DE Arg336 Y Arg70 EN LA
CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE
Saccharomyces cerevisiae. (Role of Arg336 and Arg70 in
Saccharomyces cerevisiae phosphoenolpyruvate carboxykinase).
Llanos, L., Flores, M., Briones, R., Yévenes, A, *Frey, P. A, y
Cardemil, E. Departamento de Ciencias Quimicas, Facultad de
Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago,
y *Department of Biochemistry, University of Wisconsin, Madison.

La carboxiquinasa fosfoenolpinivica (PEPCK) cataliza la reaccién
de descarboxilacién y fosforilacion de oxaloacetato en presencia
de ATP y Mn?*, formdndose fosfoenolpiruvato, ADPy CO,. Enel
sitio activo de la PEPCK de levadura existen varios residuos
conservados, entre ellos Arg70 y Arg336, que segin datos
cristalogréficos obtenidos de la PEPCK de Escherichia coli,
interaccionarfan con los sustratos aniénicos, estabilizando sus
cargas negativas. Para dilucidar la funcién de dichas argininas, se
obtuvieron los siguientes mutantes: Arg336Lis, Arg336Gln,
Arg70Lis y Arg70GIn. EL andlisis cinético indicé que la Arg336
tiene un rol catalitico, donde la carga positiva de su grupo
guanidinio es importante. Sin embargo, la posible funcién de la
Arg70 no estd relacionada con la carga positiva. La reaccién
principal catalizada por la PEPCK se puede separar en dos
actividades secundarias: actividad tipo piruvato quinasa y
oxaloacetato descarboxilasa. El andlisis de estas reacciones indicé
que las mutaciones aumentan la actividad descarboxilasa.
Particularmente en la mutante Arg336Lis aparece la capacidad de
catalizar el intercambio isotépico entre D,0 y piruvato.
Financiado por DICYT-USACH 029941CU y FONDECYT
1970670/1000756.

VI - 6 MODELAMIENTO POR HOMOLOGIA DE LA
CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE
Anaerobiospirillum succiniciproducens. (Homology modelling
of Anaerobiospirillum succiniciproducens phosphoenolpyruvate
carboxykinase). Yévenes, A., Gonzilez-Nilo, F. y Cardemil, E.
Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de
Chile, Santiago, Chile.

La carboxiquinasa fosfoenolpirtivica (PEPCK) catalizala conver-
sién de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato en presencia de ATP.
Estas enzimas se encuentran agrupadas en una familia las cuales
presentan secuencias altamente conservadas, lo que hace posible
1a construccién de un modelo por homologia. Como estructura de
referencia se utilizé los datos cristalogrificos de la enzima de
Escherichia coli en presencia de sustrato, piruvato (PIR) y ATP
(PDB: 1AQ?2). El alineamiento de secuencia presentd un 67 % de
identidad y un 85 % de similitud. El modelo obtenido fue estabi-
lizado por miltiples minimizaciones en las zonas de mayor con-
flicto estructural y validado por PROCHECK (Factor G=0,78).La
estructura estabilizada del modelo fue modificada para obtener
fosfoenolpiruvato (PEP) y ADP como sustratos. Para ello los
enlaces del PIR y ATP fueron reorganizados para formar PEP y
ADBP. Este sistema fue estabilizado usando minimizacién y una
dinamica molecular de 100 ps a una zona restringida de 15 A
entorno al fésforo del PEP. Como producto del modelamiento se
obtuvo la estructura de la PEPCK de A. succiniciproducens con
PEP y ADP. Al comparar ambas estructuras no se observan
cambios notorios en la posicidén de los carbonos o y puede
visualizarse interacciones precisas entre estos sustratos y la protei-
na.

Financiado por DICYT-USACH 029941CU y FONDECYT
1000756.

VI- 7 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS
MUTANTES FLUORESCENTES F219W y F232W DE LA
FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA DE RINON DE CERDO.
(Preparation and characterization of the fluorescence mutants of
pig kidney fructose-1,6-bisphosphatase). Asenjo. J.L., Yafiez,
A.J., Ludwig, H.C., Droppelmann, C.A. y Slebe, J.C. Instituto de
Bioquimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

Laenzima fructosa 1,6-bisfosfatasa de vertebrados es una proteina
homotetramérica cuya actividad es regulada por AMP y fructosa
2,6-bisfosfato (Fru-2,6-P,). En el tetrdmero nativo cada subunidad
tiene contacto con otras dos subunidades a través de dos interfases;
la interfase C1-C2 que contiene el sitio de unién para el sustrato y
el inhibidor competitivo Fru-2,6-P,, y la interfase C1-C4 que
contiene el sitio de unién para AMP.

Con el objeto de estudiar Ia interaccién de la enzima con sus
efectores, hemos introducido por mutagénesis sitio dirigida el
residuo fluorescente triptéfano en la interfase C1-C2, generando
las mutantes que poseen un solo residuo triptéfano F219W y
F232W. Las proteinas fueron expresadas en E. Coli usando el
vector de expresién pET 15b y purificadas a homogeneidad en
presencia de polietilenglicol. Las mutantes exhiben valores de k,,,
K., K, Mg*), L, (AMP) y L, (Fru-2,6-P,) similares a la enzima
de tipo salvaje, sugiriendo que estas mutaciones no alteran la
estructura de la enzima. La mutante F219W presenta un maximo
de emisién de fluorescencia a 336nm y la mutante F232W a
352nm, lo que indica que los triptéfanos se encuentran en
microambientes de diferente polaridad. Cambios en la intensidad
de emision y el grado de exposicién de los residuos de triptéfano
fueron usados para estudiar los cambios conformacionales induci-
dos por la unién de ligandos a la protefna.

FONDECYT 1981001 y DID-UACH 199901).

VI - 8 MECANISMO DE DESNATURACION Y
RENATURACION in vitro DEL HETERODIMERO DEa.- Y
B-TUBULINA. In vitro mechanism of denaturation and
renaturation of a.- and 3-tubulin heterodimer. *Brunet, J., Lopez,
M., Lagos, R. y Monasterio, O. Departamento de Biologia, Facul-
tad de Ciencias, Universidad de Chile. *Instituto de Quimica,
Universidad Catdlica de Valparaiso.

El mecanismo de plegamiento del heterodimero de a- y B-tubulina,
de peso molecular 110.000, es desconocido. Para determinar la
correlacién entre la disociacion del heterodimero y la pérdida de
estructura inducida por hidroclorhidrato de guanidina (GdmCl)
se midié su fluorescencia intrinseca estacionaria y resuelta en el
tiempo al excitar a 295 nm. La polarizacién de fluorescencia
estacionaria, en ausencia y en presencia de GdmCl 5 M fue de
0,280 y 0,140, respectivamente. La polarizacién dindmica
analizada en base a dos rotores mostré que el rotor mas pequefio
con un tiempo de correlacién rotacional (t,) entre 0,12 y 0,21 ns
no es afectado durante la desnaturacién, a diferencia del rotor
mayor que corresponde al dimero y que presenta un valor de t de
46, ns, similar al que se obtiene teéricamente (45,5 ns a 20 °C)
para una proteina globular de idéntico peso molecular. Al aumentar
la concentracién de GdmCl 1, permanece practicamente constante
hasta 1,25 M y luego decae a valores de 26 a 22 ns compatibles
con un monomero. Por sobre 2 M su valor cae a 4,4 ns tipico de
una proteina desnaturada. Se concluye que alrededor de una
concentracion de GdmCl 1 M el dimero se disocia y por sobre 2
M pierde su estructura secundaria.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1981098
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VII-3PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA 2-
CysPEROXIRREDOXINA DEHOJAS DE COLZA (Brassica
napus). (Purification and characterization of 2-Cys peroxiredoxin
from rapeseed leaves). D’ Alessio, A.C., Caporaletti, D., Duek,
P.D., Rodriguez-Suarez, R.J. y Wolosiuk, R.A. Instituto de Inves-
tigaciones Bioquimicas (F.C.E.N. — U.B.A.), Buenos Aires, Ar-
gentina. [rwolo@tib.uba.ar]

Las peroxirredoxinas constituyen una familia ubicua de peroxidasas.
En las plantas superiores, la subfamilia de las 2-Cys peroxirredoxinas
[2-Cys Prx] es codificada por el DNA nuclear, sintetizada en el
citoplasma e incorporada a los cloroplastos luego de la escisién del
péptido sefial. La estructura primaria del precursor fue deducida del
cDNA pero la inexistencia de una forma nativa hacfa impreciso el
conocimiento de la forma madura. La2-Cys Prx de hojas de colza fue
preparada con un alto grado de pureza. Como las contrapartes de
tejidos no-fotosintéticos, esta proteina mostré un amplio rango de
pesos moleculares en filtracién por gel. Sin embargo, aparecié como
una inica banda de 44 kDa y 22 kDa cuando los SDS-PAGE fueron
realizados en ausencia y en presencia de reductores, respectivamente.
La secuencia aminoacidica del extremo N-terminal fue obtenida por
degradacién de Edman. Estos estudios no s6lo aportaron la primera
preparacién de una 2-Cys Prx vegetal sino también establecieron con
precision la estructura primaria de la forma madura; i.e. una proteasa
escinde el péptido sefial (70 aminodcidos) y liberala formanativa (200
aminodacidos) en el estroma de los cloroplastos.

Este estudio fue subvencionado por el FONCYT.

VII - 4 CARACTERIZACION DE LA ENZIMA
GUANILILTRANSFERASA DE RNA MENSAJERO DE
ARABIDOPSIS THALIANA. Cabrejos, MLE., Tamayo, E., y
Maldonado, E.. Programa de Biologia Celular y Molecular, Insti-
tuto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile, Santiago 7, Chile. Patrocinio: Dr. Edio Maldonado M.

El mRNA mensajero (mnRNA) naciente producido por la RNA
polimerasa II en células eucariontes, es modificado en su extremo 5°
en un evento posttranscripcional temprano. Este proceso ocurre con
la contribucién de diversas actividades enzimdticas. Primero, se
requiere la actividad RNA 5°fosfatasa para remover el fosfato terminal
del transcrito primario, generando un mRNA con un extremo 5’
difosfato. En segundo lugar, participa una RNA guanililtransferasa
que permite la incorporacién de una molécula de guanililmonofosfato
(GMP) al mRNA 5’difosfato mediante un enlace covalente.
Finalmente, participa una RNA (guanina 7) metiltransferasa la cual
incorpora un grupo metilo al residuo de guanosina formando un
casquete (mGpppN). Esta estructura es esencial para otorgar
proteccidn al transcrito frente a la accién de nucleasas, para favorecer
el proceso de excisién de intrones y empalme de exones, para facilitar
la unién del mRNA al ribosoma y lograr una eficiente iniciacién de la
traduccién. Sobre la base de los antecedentes evolutivos esta enzima
estd presente en eucariontes superiores como un polipéptido, el cual
contiene dos dominios funcionales. El dominio amino terminal
contiene la actividad mRNA trifosfatasa, mientras que el dominio
carboxilo terminal ejerce la actividad mRNA guanililtransferasa.
En este trabajo describimos la primera caracterizacion de una enzima
guanililtransferasa presente en plantas. Utilizamos la secuencia de
aminodcidos de la enzima guanililtransferasa humana como sonda
para identificar en la base de datos TAIR (The Arabidopsis thaliana
Information Resource) una secuencia que potencialmente codifica
para la misma enzima en A.thaliana. Sobre esta base disefiamos
partidores especificos para amplificar el marco de lectura abierto
mediante la reaccion de PCR, utilizando como molde una genoteca
de DNA de A.thaliana. Obtuvimos un fragmento de 1,9 kb que
subclonamos en un vector de expresién. Realizamos la sobreexpresién
de la proteina recombinante, la cual fue purificada mediante
cromatograffa de afinidad. Los ensayos funcionales de formacién de
un complejo enzima-GMP y los andlisis de comparacion de secuencias
con la enzima humana, nos permiti6 concluir que el polipéptido posee
actividad de guanililtransferasa.

VII - 5 LA MACROALGA VERDE ENTEROMORPHA
COMPRESSA DE SITIOS CONTAMINADOS ACUMULA
METALES PESADOS Y PRESENTA CAMBIOS EN LA
ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES. (The green
macroalga Enteromorpha compressa from polluted sites
accumulates heavy metals and shows changes of antioxidant
enzyme activities). Ratkevicius. N. y Moenne A. Departamento de
Ciencias Bioldgicas, Facultad de Quimica y Biologia, Universi-
dad de Santiago.

La macroalga verde Enteromorpha compressa es la especie do-
minante en zonas costeras del norte de Chile contaminadas con
metales pesados, principalmente cobre y fierro. Esto sugiere la
existencia de mecanismos muy eficientes de tolerancia entre los
que se cuentan la exclusion y/o acumulacién de metales y la
activacién del sistema de enzimas antioxidantes. Esta activacién
responde al stress oxidativo generado por el cobre y fierro que
atacan el peréxido de hidrégeno y producen especies reactivas de
oxigeno. Por consiguiente, se decidié analizar la capacidad de
acumulacién de cobre y fierro y la actividad de las distintas
enzimas antioxidantes en esta alga. Se colect6 agua y algas en
sitios contaminados y no contaminados y se analizé la cantidad de
estos metales. Se determiné que E. compressa de lugares contami-
nados es capaz de acumular importantes cantidades de cobre y
fierro. Asimismo, se detectd que existe un aumento en la actividad
de catalasas y ascorbato peroxidasas en algas de lugares contami-
nados mientras que no hay variacién de la actividad glutatién
peroxidasa. Sorprendentemente, se observé una disminucién de la
actividad glutatién reductasa en algas de sitios contaminados.
Financiado por proyecto Dicyt USACH.

VII - 6 EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS MIEMBROS
DE LA FAMILIA GENICA Asr POR ESTRES HIDRICO Y
MADURACION DEL FRUTO EN TOMATE. (Differential
expression of the members of the Asr gene family during water
stress and froit ripening in tomato) Maskin, L.;Carrari, F.O;
Gudesblat, G.E.; Moreno, J.E.; Frankel, N. y Tusem, N.D.. Labo-
ratorio de Biologfa y Fisiologfa Molecular. FCEyN, Universidad
de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.

En plantas, la respuesta al estrés hidrico estd regulada principal-
mente por la hormona 4cido abscicico (ABA), que induce o
reprime un mimero considerable de genes. Usando tomate
(Lycopersicon esculentum) como modelo, investigamos la expre-
sion diferencial de los genes Asrl, Asr2 y Asr3, pertenecientes ala
familia génica Asr (por abscicic, stress and ripening), bajo condi-
ciones de estrés hidrico y en maduracién de fruto. Utilizamos una
estrategia basada en RT-PCR que nos permitié diferenciar la
expresiéon de estos genes (cuyos transcriptos son altamente
homélogos y de tamaifio similar) en distintos érganos. En condi-
ciones de estrés hidrico, se detecté un claro aumento de la
expresién de Asrl en hojas, mientras que en raices se vio un
incremento marcado del mRNA de Asr2. En el caso del fruto los
patrones de expresion se mantuvieron constantes durante la madu-
racién. Por otro lado, también se observé expresion de estos genes
en semilla durante la embriogénesis.

Se realizé un alineamiento muiltiple con secuencias proteicas de
otras especies que presentan alto grado de identidad con las ASR
de tomate, lo que permiti identificar un dominio conservado de
72 aminodcidos.
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VII -~ 7 METABOLISMO DE GIBERELINAS EN
PROTOPLASTOS DE GIBBERELLA FUJIKUROI.
(Gibberellin metabolism in Gibberella fujikuroi protoplasts). To-
rres. V., Urrutia, O., Burgos, A. y Rojas, M.C. Departamento de
Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

El 4cido giberélico, fitohormona extensamente utilizada en la agri-
cultura, es eficientemente producido por el hongo filamentoso
Gibberella fujikuroi. La informacion acerca de las enzimas relacio-
nadas con su biosintesis es, sin embargo, escasa debido a la dificultad
de aislarlas desde el micelio. Con el objeto de investigar las reaccio-
nes de hidroxilacién y desmetilacién oxidativa que definen la sintesis
de las giberelinas bioactivas en este sistema, desarrollamos una
metddica paraobtener protoplastos activosen lasintesis de giberelinas
desde los que se puedan extraer las respectivas oxidasas. Demostra-
mos el requerimiento de_quitinasa, glucuronidasa y glucanasa en la
degradaci6n de la pared del hongo, obteniéndose protoplastos de 5-
10 um de didmetro en un alto rendimiento (107 /mL) a partir del
micelio. Estudiamos en los protoplastos, el metabolismo de los
precursores “C-GA,, aldehido (sustrato de la 3B-hidroxilasa y de la
7-oxidasa), "“C-GA,, (sustrato de la oxidasa del carbono 20) y “C-
GA, (sustrato de la desaturasa). El “C-GA , aldehido fue utilizado
eficientemente, generando giberelinas mds polares que fueron iden-
tificadas como “C-GA,, “C-GA,, y “C-GA,. Estas evidencian las
actividades de 7-oxidasa, 3f-hidroxilasa y C20 oxidasa respectiva-
mente. Los productos obtenidos a partir de “C-GA,, resultan de la
reaccién de desmetilacion oxidativa que genera la funcién lacténica
de las giberelinas bioactivas. Experimentos preliminares indican que
lafraccién de protoplastos también transformaala giberelina lacténica
“C-GA,. Las principales actividades de la dltima fase de la sintesis
del dcido giberélico se encuentran presentes en los protoplastos de
Gibberella fujikuroi.

Trabajo financiado por FONDECYT 1981073.

VII - 8 AVANCES EN LA CLONACION DEL GEN n
RELACIONADO CON RESISTENCIA A VIRUS EN
PLANTAS. (Cloning advance of n gene related with plant virus
resistance) . Stange. C.. Arce-Johnson, P.. Laboratorio de
Bioquimica, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad
Catélica de Chile.

Las plantas poseen genes de resistencia cuyos productos interactian
con un elicitor del patégeno. Dicha interaccién desencadena la
respuesta de hipersensibilidad (HR) en la hoja infectada. Las plantas
de tabaco Xanthi NN poseen el gen N de resistencia a tobamovirus
(TMV) que codifica para una proteina de 131kDa perteneciente a la
familia de receptores TIR/NBS/LRR.

El Receptor N reconoce al elicitor del TMV-U1 y TMV-Cg, desen-
cadenando HR a temperaturas bajo 28°C. Sobre esta temperatura el
virus se disemina sistémicamente en plantas Xanthi NN. En plantas
Xanthi nn sensibles, TMV-U1 se mueve sistémicamente. Sin embar-
g0, TMV-Cg induce lesiones locales similares a HR, sin restringir el
movimiento sistémico viral. Esto sugiere la presencia de un homélo-
g0 a un gen de resistencia, que induce nna respuesta de resistencia
fallidaa TMV-Cg. Basandonos en la homologia con el gen N, hemos
denominado gen “n” al responsable de esta respuesta tipo HR. La
infeccién de TMV-Cg en tabaco nn mostré que la respuesta tipo HR
observada es sensible a la temperatura, analoga a lo que ocurre en
plantas NN. Hemos amplificado por PCR los exones 1, 2, 3 y parte
del exén 4 del gen n en plantas Xanthi nn. Los fragmentos fueron
clonados y secuenciados. La secuencia nucleotidica mostré para el
ex6n 1, 89,1% de homologia con el exén correspondiente de N y
99,4%, 78,3% y 82% de homologia para los exones 2, 3 y parte del
4, respectivamente. La secuencia aminoacidica parael exon 1 del gen
nes 85,4% homélogo respecto de N'y 99%, 71%, y 76,7% para los
exones 2,3 ylaregion 5’ del exén 4, respectivamente. Utilizando RT-
PCR se comprobé la expresién de los exones del gen n. Mediante
Southern blot, se observaun patrén homélogo para genes de resitencia
en tabacos NN y nn.

(Financiamiento Fondecyt 2000078 Estudiantes Doctorado y
Fondecyt 8980005 Lineas Complementarias)

VII - 9 CARACTERIZACION DE UNA MUTANTE DE
ARABIDOPSIS THALIANA EN EL GEN QUE CODIFICA
PARA EL TRANSPORTADOR DE NUCLEOTIDO AZU-
CAR ATUGALT?2. (Characterization of a Arabidopsis thaliana
mutantin the gen for the nucleotide-sugar transporter AtUGalT2)..
Marchant L., Silva H. y Orellana A. Laboratorio de Fisiologia y
Genética Molecular Vegetal, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile.

Los polisacaridos de la pared celular vegetal, hemicelulosas y
pectinas, son sintetizados en el aparato de Golgi. En este organelo
existen glicosiltransferasas que forman estos polimeros utilizando
nucleétidos azicar. Estos son sintetizados en el citosol y deben
ingresar al aparato de Golgi a traves de proteinas transportadoras
de membrana. Por lo tanto, estos transportadores deberfan ser
parte importante del mecanismo de sintesis de hemicelulosas y
pectinas en los tejidos donde estan siendo expresados.
Recientemente, en nuestro laboratorio, se ha clonado un transpor-
tador de UDP-galactosa de Arabidopsis thaliana, AtUGalT2. Con
el objeto de determinar su funcidn in vivo se han buscado plantas
de Arabidopsis mutantes en AtUGalT2 mediante diferentes estra-
tegias.

En este trabajo se presenta la caracterizacion molecular y
fenotipica de una planta de Arabidopsis que posee una insercién
del transposén Ds en el primer exén de este gen. Este transposon
posee el gen, sin promotor, que codifica para la enzima -
glucuronidasa por lo que la expresién de este gen reportero en la
planta puede relacionarse con la expresion de AtUGalT?2. La planta
mutante presenta expresion especifica de GUS en distintos tejidos
y estructuras. Ademds se analiz6 la expresion de AtUGalT2 en
distintas partes de la planta silvestre utilizando RT-PCR y
Northern-blot.

Financiamiento: Proyecto Fondecyt 100675

VII - 10 ROL DE LA SACAROSA EN EL ESTRES SALINO
EN Synechocystis sp. PCC 6803 (Role of sucrose in salt stress in
Synechocystis sp. PCC 6803). Desplats. PA. y Salerno, G.L..-
Centro de Investigaciones Biol6gicas, FIBA. C.C.1348, 7600-Mar
del Plata, Argentina. fibamdq @infovia.com.ar

Las cianobacterias son procariotes fotosintéticos capaces de
adaptarse a ambientes extremos. Synechocystis sp. PCC 6803,
cianobacteria moderadamente halotolerante, soporta
concentraciones salinas de hasta 1,8 M mediante la acumulacién
de glucosilglicerol y, en menor proporcion, de sacarosa. A pesar
de ser considerada osmolito secundario, la sacarosa es
indispensable en la respuesta a sal, ya que mutantes de interrupcién
en el gen de la sacarosa-fosfato sintasa (SPS) son incapaces de
adaptarse a medios con 684mM NaCl (Desplats et al. 1999). En
el presente trabajo se demuestra que la sacarosa alcanza un maximo
a las 5 horas de iniciado el estrés salino, decreciendo
inmediatamente hasta el nivel basal. La concentracién maxima
acumulada es diez veces menor que la de glucosilglicerol. La
expresion del gen de la SPS es inducida por sal, con un maximo
de RNAm a los 15 minutos, sefial que desaparece a las 4 horas de
estrés.

La SPS es activada in vitro por concentraciones de NaCl similares
a las presentes dentro de las células durante las primeras horas de
estrés. Los datos presentados demuestran el rol fundamental de la
sacarosa en la respuesta al estrés salino durante las etapas tempra-
nas de la adaptacién, sugiriendo una funcién de posible molécula
sefial mas que la de osmolito.

Apoyado por FIBA, CONICET, ANPCyT, UNMdP.
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VIII —- 5 LA EXPRESION DE BIGLICAN AUMENTA EN
LA REGENERACION MUSCULAR ESQUELETICA EN
EL RATON. (Biglycan expression is up-regulated in mouse
skeletal muscle regeneration) Casar, J.C., Brandan, E. Depto. de
Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Los proteoglicanes, macromoléculas formadas por una proteina
central y cadenas de glicosaminoglicanes, son capaces de modular
la actividad de factores de crecimiento e influenciar la prolifera-
ci6én y diferenciacién celular. Decorina y biglicin son dos
proteoglicanes de condroitin/dermatan sulfato que pueden unir
TGF-$ modulando su actividad biolégica, y cuya expresién estd
aumentada en el musculo distréfico dél ratén mdx. Para estudiar
si el aumento de decorina y biglicén se relaciona al proceso de
regeneracion muscular, se evalué la expresion de biglican y
decorina en un modelo de regeneracién muscular esquelética
inducida por BaCl,.

La inyeccién de BaCl, produce la muerte y el reemplazo del 90%
de las fibras musculares del misculo Tibial Anterior de ratén en
10-15 dias. En este modelo se encontré un aumento significativo
y transitorio de la expresién del mRNA de biglicdn y no de
decorina, entre el 2°y 7° diatras lainyeccion, . Laproteina biglican
presenta un aumento transitorio en el citoplasma de las fibras
musculares nacientes que se observan desde el 4° dia, y luego se
ubica en el endomisio de las fibras maduras.

En cultivos de células musculares C,C,, se observé una caida en
la expresion del mRNA de biglican con la miogénesis.

Los datos sugieren un posible rol de biglicin en las etapas
tempranas regeneracion muscular esquelética.

(J.C.C., FONDECYT 2000113; E.B., Citedra Presidencial en
Ciencias, FONDECYT 1990151, FONDAP 13980001)

VIII - 6 ANALISIS IN VIVO DEL PROMOTOR DEL GEN
FLOATING HEAD DE PEZ CEBRA. (In vivo analysis of the
zebrafish floating head promoter.). d’Alencon, C., Young, R. y
Allende, M.L. Departamento de Biologia y Millennium Nucleus
in Developmental Biology, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

El gen floating head (flh) de pez cebraes un factor de transcripcién
que contiene un homeodominio y que participa en el desarrollo de
dos estructuras del embrién temprano: la notocorda y el 6rgano
pineal. En este tiltimo 6rgano, la expresién de flh ocurre comen-
zando en la gastrulacion en el territorio del diencéfalo que dara
origen a los dos tipos celulares de la pineal: los fotorreceptores y
las neuronas de proyeccion. Peces mutantes parael gen flh carecen
de notocorda y poseen un reducido niimero de neuronas pineales.
Con el objetivo de lograr la sobreexpresion especifica de genes
exégenos en éstas células previo a la diferenciacién neuronal,
hemos aislado fragmentos de DNA gendmicos correspondientes

gen flh de pez cebra. Hemos clonado dos fragmentos correspon-.

dientes a secuencias 5’ del gen: uno de 1.7 kb y otro de 7.3 kb.
Ambos fragmentos fueron clonados rio arriba del gen reportero
GFP para analizar su capacidad de dirigir la expresion génica in
vivo. Embriones de pez cebra fueron inyectados con estos
constructos y en ensayos de expresién transientes se observo
expresién de GFP. En estudios subsecuentes se disectard éste
promotor para obtener fragmentos que puedan regular indepen-
dientemente expresién en pineal y en notocorda. De esta forma
pretendemos aislar elementos cis que sean reconocidos por facto-
res de transcripcién especificos de pineal.

Financiado por FONDECYT 1000879 e Iniciativa Cientifica
Milenio #P99-137-F.

VIII -7 EL POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL EN LA
REGION PROMOTORA DEL GEN OSTEOCALCINA
FACILITA LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL BASAL
Y AUMENTADA POR VITAMINA D; (The nucleosomal
positioning at the osteocalcin promoter facilitates the basal and
vitamin D,-enhanced transcriptional activity) Sierra, J.; Puchi, M.;
Imschenetzky, M y Montecino, M. Departamento de Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcidn.

En células 6seas que expresan osteocalcina (OC), el promotor
presenta dos sitios hipersensibles a DNasa I localizados entre —
600 y —400 (sitio distal) y entre —170 y —70 (sitio proximal). Estos
sitios incluyen a elementos que regulan la transcripcién basal
tejido-especifica de OC y el aumento inducido por vitamina D;.
Un nucleosoma se localiza entre estos dos sitios, permitiendo que
el promotor se organice facili-tando la interaccién entre factores
unidos a secuencias distales y proximales. En este trabajo hemos
realizado construcciones donde se ha delecionado la secuencia —
343/-165 del promotor de OC y reemplazada por fragmentos
heterélogos o secuencias excluyentes de nucleosomas. Los
constructos se transfectaron transientemente en células COS-7 y
ROS 17/2.8, y estable-mente en células ROS 17/2.8.
Posteriormente el efecto sobre la actividad transcripcional se
evalué utilizando como gen reportero luciferasa y el efecto sobre
la estructura cromatinica, con ensayos de hipersensibilidad a
DNasal. Ambas estrategias mostraron diferencias significativas
entre los constructos analizados. Postulamos que la regién —343/
-165 cumple un importante papel estructural, permitiendo una
interaccién funcional entre elementos regulatorios localizados a
distancia dentro del promotor de OC.

FONDECYT 1000361 y 2000140.

VIII- 8 CAMBIOS MORFOLOGICOSDE ESPERMATIDAS
REDONDAS DE RATA IN VITRO. (In vitro morphological
changes of rat round spermatids) Bucarey J.L.., Herrera E. y Reyes
1.G. Instituto de Quimica, Universidad Catélica de Valparaiso
(Patrocinio M.T. Nuiiez).

Laespermiogénesis consiste en cambios morfoldgicos y fisiol6gi-
cos de las espermétidas redondas conducentes a la formacién de
espermios liberados luego al tubulo seminifero. Enratas esta etapa
de laespermatogénesis es dependiente de testosterona, aunque los
mecanismos celulares y moleculares de la regulacion de este
proceso no se conocen. En nuestros estudios sobre regulacién de
laespermatogénesis, hemos observado in vitro que las espermatidas
redondas de rata aisladas muestran un cambio morfolégico consis-
tente en la adopcién de figuras bipolares con proyecciones celula-
res de 10-30 um. Este fendmeno se evidencia en 30-40 % de las
células. Por la morfologia caracteristica de los nicleos, asi como
las medidas de contenido relativo de DNA podemos afirmar que
estas células fusiformes son espermatidas.

Hemos identificado tres factores de los cuales depende esta transicion
morfolégicaen espermdtidas: 1) Metabolismo energético, evidencia-
do por la dependencia de la temperatura del cambio morfolégico, y
por el hecho que el fenémeno es inhibido y revertido por antimicina
(inhibidor de respiracién mitocondrial). 2) Calcio intracelular, ya que
el porcentaje y lamagnitud de los cambios morfol6gicos son superio-
rescuandose usanagentes farmacolégicos queliberan Ca** intracelular,
y ademds, el fenémeno desaparece al introducir un quelante de Ca?*
intracelular y 3) Comunicaciones celulares, ya que el porcentaje de
células con cambio de forma es dependiente de la densidad celular,
conun K, sde aproximadamente 0.6 millones de células/ml. Nuestros
datos sugieren un modelo en que la jerarquia de los elementos que
regulan este proceso seria 1°) Interaccién celular, y 2°) Los cambios
morfoldgicos son regulados en forma paralela por nucledtidos y Ca?*
intracelular. Nuestra hipdtesis de trabajo es que estos cambios
morfologicos estdn relacionados con cambios asociados al proceso
espermiogénico en tiibulo seminifero.

Financiado por FONDECYT 1990689 y DGL/UCV.
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VIII-9 CELULAS DENDRITICAS DEPLACAS DEPEYER
INDUCEN PREFERENCIALMENTE LA INTEGRINA DE
HOMING A MUCOSAS o487 EN LINFOCITOS T DE RA-
TON (Peyer’s Patches Dendritic Cells Preferentially Induce the
Mucosa Homing Integrin o3, on Murine T cells). Mora J.R!'?.,
Bono M.R'. & Rosemblatt M'2.. 'Laboratorio de Inmunologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. *Fundaci6én Ciencia
para la Vida y MIFAB, Santiago, Chile.

Los linfocitos T (LT) virgenes migran sin preferencia por los
tejidos linfoides, pero después de activarse migran hacia aquellos
tejidos donde se activaron (homing). Se postula que los LT
adquieren el homing en el tejido donde fueron activados, descono-
ciéndose qué elementos especificos del tejido lo determinan.
Nosotros encontramos que el fenotipo de homing estd directamen-
te influenciado por las células dendriticas (CD) del tejido, ya que
LT virgenes activados con CD de placas de Peyer (PP) presentan
una expresion significativamente mayor de la integrina de homing
amucosaso4p7 comparados con LT activados con CD de ganglios
(PLN), bazo, o timo. Ademds, hemos identificado en PP una
subpoblacién de CD mieloides (CD8a") que expresa 0.4B7 y otra
principalmente linfoide (CD8a*) que expresa o Ef7. Esta dltima
induciria una mayor expresion de a4$7 en LT al momento de
activarlos. Adicionalmente, encontramos que TGFpl, un
inmunomodulador en mucosas, disminuye la expresion de a4fy7
en LT. Estos resultados son la primera evidencia que identifica un
elemento tisular especifico implicado en la determinacién del
homing en LT.

Financiado por Fonpecyr 198208 (MR), 1990569 (MRB) y
2990013 y beca de Fundacién Andes (JRM).

VIII - 10 MODIFICACION DE LA MATRIZ EXTRACE-
LULAR DE CELULAS MUSCULARES INDUCE LA EX-
PRESION DE MARCADORES DE LINAJE OSTEO-
BLASTICO. (Extracellular Matrix Modifications of Muscle Cells
Induce Osteoblastic Lineage Markers Expression). Osses, N. y
Brandan E. Unidad de Neurobiologia Molecular, Facultad de
Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile.

Mioblastos satélites corresponden a células comprometidas con
el linaje muscular los cuales comparten con otros tipos celulares,
como los osteoblastos, un origen embrionario en comun. El
ambiente celular podria ser determinante en la adquisicién y/o
mantencion del linaje particular, siendo esencial en procesos de
desarrollo o regeneracién tisular. Hemos demostrado que la
ausencia de una matriz extracelular (MEC) inhibe la diferenciacién
muscular. Evaluamos si la MEC tiene un rol en la mantencion del
linaje miogénico induciendo diferenciacién de mioblastos (C,C,,)
en presencia de clorato, un inhibidor especifico de la sulfatacién
de proteoglicanes y de la organizacién de la MEC. Encontramos
un aumento en la expresién de marcadores de linaje osteobldstico,
como actividad de fosfatasa alcalina (FA) y osteocalcina. Esto se
revirtié por una MEC exégena. Los efectos inductores son
independientes de la expresién de genes regulatorios miogénicos
y osteobldsticos. La actividad de FA se encontré en células
mononucleadas que han escapado del proceso de diferenciacion
muscular pero continian expresando marcadores de compromiso
miogénico como Myo-D y Myf-5. Estos resultados indican que
la ausencia de una MEC modifica el linaje de células miogénicas
a un fenotipo osteobldstico de manera independiente de la
expresién de factores de transcripcion.

N.O., Fondecyt 2990088; E.B., Catedra Presidencial, Fondecyt
1990151, FONDAP13980001

IX - BIOLOGIA DEL
DESARROLLO E INMUNOLOGIA

IX — 1 ANALISIS MOLECULAR DE LA INDUCCION DE
CRESTASNEURALESEN XENOPUS.. Villanueva S., RuizP.
y Mayor R. Nucleo milenio Biologia del Desarrollo. Facultad de
Ciencias. Universidad de Chile.

Durante la induccién neural, noggin, cordina y folistatina, difunden al
ectodermo uniendose a BMP. Altas concentraciones de BMP forman
epidermis y bajas forman placa neural. Wnt, FGF y 4cido retinoico
transforman la placa neural en un eje postero-anterior. Adyacente ala
placa neural estan los pliegues neurales, que en la region anterior
originan cerebroy enlaposterior crestas neurales. Las crestas neurales
se producirfan por un gradiente de BMP: concentraciones crecientes
expresan placa neural, cresta neural y epidermis. Proponemos que la
induccién de crestas neurales se produce por inducién del pliegue
neural anterior, que se posterioriza por Wnt, FGF y/o dcido retinoico.
Experimentos confirman este modelo: Conjugados de pliegue neural
anterior con mesodermo posterior, muestran expresién de Xslug, e
inhibicién de Xag en pliegue neural; al inyectar dominante negativo
de FGF en caps animal disminuye Xslug. Al inyectar distintas
concentraciones del receptor mutado de BMP en caps animal, se
observa induccién de Xslug a 40 y 80 pg y Xag a concentraciones
menores; al tratar los caps con bFGF aumenta Xslug versus Xag. Al
inyectar en embriones el dominante negativo de 4cido retinoico,
aumenta la expresién posterior de cpl, al inyectar el consitutivo de
4cido retinoico aumenta la expresién anterior de Xslug, inhibiendo
cpl. Al cultivar embriones con 4cido retinoico aumenta la expresién
anterior de Xslug . Xslug, Xag y cpl son controlados por 4cido
retinoico y bEGF. Un modelo molecular de la induci6n de las crestas
neurales seria distinto.

IX — 2 GLICOESFINGOLIPIDOS EN EL DESARROLLO
EMBRIONARIO DE ANFIBIOS. Aybar!? M.J., Mayor’ R,
Sdnchez' S.S.: Depto. Biologia del Desarrollo, INSIBIO
(CONICET-UNT), San Miguel de Tucumén, Argentina”. Nicleo
Milenio en Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Univ. de
Chile, Santiago, Chile®,

En trabajos anteriores hemos demostrado una activa biosintesis de
glicoesfingolipidos (GSL) y cambios en el patrén de expresién de
estas moléculas durante la gastrulacién del anfibio Bufo arenarum.
En el presente trabajo, analizamos la participacién del gangliésido
GM 1 enlaadhesién delas células mesodérmicas y en el movimiento
de extension convergente del mesodermo dorsal. El ganglidsido
GM1 se localizo en los contactos focales en la interfase de la célula
con su substrato y se redistribuye durante el proceso de adhesién
celular. Dos sondas diferentes dirigidas contra GM1 (subunidad B
de la toxina del célera y anticuerpo anti-GM1) inhibieron la adhe-
si6n de las células mesodérmicas a la matriz extracelular (MEC)
nativa, fibronectina, EP3-EP4 y coldgeno tipo IV. Se evalué el
efecto de la inhibicién de la biosintesis de GSL con un inhibidor
especifico de la enzima glucosilceramida sintasa (PPMP) sobre la
adhesividad de las células mesodérmicas. Después de 90 minutos de
incubacién sobre unsustrato de MEC nativa, las células mesodérmicas
tratadas con PPMP no evidenciaron adhesion ni extension celular.
Laparticipacién de GM1 en el movimiento de extension convergen-
te del mesodermo dorsal fue ensayada in vitro usando explantos en
sdndwich segin Keller. Los explantos en sdndwich cultivados en
presencia de ambas sondas sufrieron una severa inhibicién en la
elongacién y estrechamiento de los explantos. Se analiza también la
expresion de los mRNA de diferentes enzimas de la sintesis de
gangliosidos durante el desarrollo embrionario de Xenopus laevis.
Nuestros resultados sugieren que los GSL participan en la adhesién
celular y en la extensién convergente del mesodermo dorsal, apo-
yando el concepto de que estas moléculas estdn involucrados en las
interacciones celulares del desarrollo embrionario de los anfibios.
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IX-3 ELGENNOT REALLY STARTED CODIFICA PARA
UNA PROTEINA DE MEMBRANA ESCENCIAL PARA EL
DESARROLLO EMBRIONARIO EN PEZ CEBRA. (The not
really started gene encodes a membrane protein essential for
embryogenesis in zebrafish). Young. RM. y Allende, M.L.
Departamento de Biologia y Millennium Nucleus in
Developmental Biology, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

Mediante mutagenesis insercional con vectores retrovirales en pez
cebra, hemos identificado un mutante letal recesivo. El fenotipo
consiste en la aparicién de un material opaco en la extension de la
célula vitelina en el segundo dia post fertilizacién (dpf), que luego
se extiende a todo el vitelo. Al 4° dpf, los embriones mueren
producto de una necrosis masiva. El gen mutado se identificé
usando PCR inverso y exon trapping. La insercién mutagénica
ocurri6 a 4 kb 5 del inicio del marco de lectura del gen que
llamamos not realy started (nrs) y cuya secuencia deducida indica
que es una proteina de membrana que presenta alta homologia a
genes que confieren resistencia a tetraciclina en bacterias y a
transportadores de azucares. Rastreos en bases de datos indican
que también existen genes homdlogos en Arabidopsis, ratén y
humano. Anélisis del mRNA de nrs mediante RT-PCR muestra
que es un gen materno que se expresa hasta estadios adultos y que
esta ausente en mutantes homocigotos nrs. Mediante hibridacién
in situ observamos que el mRNA de nrs se expresa en la regién
donde se ubican los nucleos sinciciales del vitelo. En base a estos
resultados proponemos que nrs es un transportador involucrado en
el paso de nutrientes desde el vitelo hacia el embrién.
Financiado por FONDECYT 3970014 y 1000879 e Iniciativa
Cientifica Milenio #P99-137-F; R. Y. es becario CONICYT.

IX — 4 CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA
DE SUBTIPOS DE NEURONAS ESPINALES EN EL DESA-
RROLLO EMBRIONARIO DE Xenopus laevis
(Electrophysiological characterization of spinal neurons subtypes
intheembryonic Xenopus laevis development). Olguin P., Armisén
R. y Kukuljan M. (Patrocinio: Norbel Galanti). Programa de
Fisiologia y Biofisica ICBM. Fac. Medicina. U. de Chile

Diferentes tipos de células excitables expresan diversos comple-
mentos de canales idnicos. Nuestro interés es conocer los progra-
mas moleculares que determinan la regulacién de la expresién de
un grupo de canales i6nicos en un tipo celular especifico. Estudia-
mos las neuronas espinales embrionarias de Xenopus laevis, las
que empiezan a expresar canales activados por voltaje antes de su
diferenciacién morfol6gica. Los patrones temporales y la identi-
dad molecular de los canales i6nicos expresados en estas células
son heterogeneos. Esta heterogeneidad podria ser explicada por la
existencia de programas diferentes para los subtipos de neuronas
espinales, las que son indistinguibles en cultivo. Para establecer
una correlacion entre la identidad celular y sus propiedades
electrofisioldgicas, caracterizamos las corrientes iénicas de neu-
ronas morfolégicamente indeferenciadas mediante patch clamp, y
posteriormente establecimos laidentidad de linaje celular median-
te RT-PCR de célula tnica. Analizamos la expresién de los
transcritos de Xlim-3, XHB-9 y XHox11L2, cuya especificidad
para neuronas motoras y sensitivas determinamos previamente
mediante hibridacién in situ. Se presentan las correlaciones entre
los diversos patrones de desarrollo de excitabilidad y la identidad
molecular de las neuronas estudiadas.

Financiamiento: Fondecyt 2980063 (RA) y 4000031(RA)

IX -5 PATRON DE EXPRESION Y REGULACIONDE LA
TRANSCRIPCION DE SCG10 DURANTE EL DESARRO-
LLOTEMPRANODEXENOPUS LAEVIS (Expression pattern
and transcriptional regulation of SCG10 during the early
development of Xenopus laevis). Fuentes, R.A.; Armisen, R. y
Kukuljan M. Programa de Fisiologia y Biofisica. ICBM. Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile. (Patrocinado por M.J.
Gonzdlez)

SCG10 es una proteina especifica de neuronas, descrita como un
factor desestabilizante de microtiibulos y con un papel crucial en
el crecimiento dendritico. En modelos murinos presenta altos
niveles de expresion durante la etapa embrionaria y posnatal. El
Factor Silenciador de Transcripcién-RE1(REST) ha sido identifi-
cado en estudios de lineas celulares como un regulador negativo de
su transcripcién. En este trabajo nos hemos propuesto caracterizar
el patrén de expresion temporal y espacial de SCG 10 en el embrién
temprano de X. laevis para luego estudiar como la manipulacién de
laactividad de REST influye sobre dicho patrén. La hibridizacién
in situ de embriones completos de X. laevis con una sonda contra
SCG10 permiti6 la deteccién de transcritos del gen en neuronas
primarias espinales y neuronas de los ganglios craneales desde el
estadio de netrula tardfa. La inhibicién de la actividad de REST se
logré mediante la inyeccién de cRNA que codifica una forma
dominante negativa de RESTen embriones en estadio de dos
células. Tal manipulacion tiene como consecuenciala represion de
SCG10 en las zonas donde se expresa normalmente. Estos resul-
tados sugieren procesos mas complejos en la regulacién de la
transcripcién tejido-especifica de SCG10 que los planteados ini-
cialmente sobre la base de estudios en lineas celulares.
Financiamiento: Fondecyt 2980063 (RA) y 4000031(RA)

IX - 6 LA UNION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION
cbf/nf-y AL PROMOTOR DEL GEN DE LA HISTONA AH3
ES REGULADA A TRAVES DEL DESARROLLO
EMBRIONARIO (The binding of the transcription factor CBF/
NF-Y to the histone aH3 gene promoter is regulated during
embryonic development) Medina, R., Puchi. M., Imschenetzky,
M., Montecino, M. Laboratorio de Biologfa Celular y Molecular,
Universidad de Concepcién.

Durante la embriogénesis temprana del erizo de mar se expresan
secuencialmente tres clases de genes de histonas. La transcripcion
de los genes alfa se inicia al estado de 16 células, alcanza un
maximo al estado de 128 células y luego disminuye gradualmente
hasta ser inhibida al estado de blastula. En nuestro laboratorio
hemos determinado que el gen de la histona o H3 de Tetrapygus
niger presenta una expresion temporal, el cual alcanza un maximo
al estado de 128 células para luego desaparecer al estado de larva
Pluteus. Analisis de footprinting revelan proteccién de laregién —
80 a— 96 del promotor de este gen. Esta region se correlaciona in
vivo con la existencia de un sitio hipersensible a DNasa I e incluye
un sitio consenso CCAAT. Andlisis de interferencia por metilacién
confirman la proteccion de residuos especificos de esta secuencia.
Ensayos de retardo en gel y analisis de supershift indican la
existencia de un complejo proteico que incluye al factor CBF/
NEF-Y con capacidad de unién a esta secuencia. Estos resultados
nos permiten sugerir que la unién de CBF/NF-Y a la regién
proximal del gen de la histona aH3 se correlaciona directamente
con la expresién temporal de este gen a través del desarrollo.
FONDECYT: 2990041
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IX — 7 LISIS DE CELULAS U937 INFECTADAS CON S.
TYPHI POR CELULAS NK HUMANAS. (Lysis of S.typhi-
U937-infected cells by human NK cells). Jara, P., Carrasco, C.,
Navarro, P., Miranda, D., Blanco, L.P. & Puente, J. Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile

Las células NK participan en larespuesta defensivaanti-bacteriana
a través de su actividad citotéxica (ACNK) frente a células
infectadas por patégenos intracelulares, pero se desconocen los
mecanismos implicados. En el presente trabajo se caracterizé la
lisis de células U937 infectadas con la cepa Salmonella typhi Ty2
y la mutante en fosfatasa S. typhi TYT 1231. Se utilizaron como
células efectoras linfocitos sanguineos periféricos y células NK
altamente purificadas por métodos inmunomagnéticos. Como
células blanco se utilizaron células U937 infectadas por S. typhi
Ty20TYT1231 (que presenta una limitada sobrevidaintracelular),
marcadas con >Cr. Como inhibidores de 1a ACNK, se utilizaron
inhibidores de proteina quinasas: genisteina (proteinas tirosina
quinasas: PTK); bisindolil-maleimida I (proteina quinasas C PK-
C) y wortmanina (fosfafidil-inositol -3-quinasa). Nuestros resul-
tados muestran que las células NK humanas presentan una activi-
dad citotéxica significativamente mayor frente a células infecta-
das enrelacién alos controles no infectados, resultado primera vez
descrito utilizando células NK puras. Esta citotoxicidad es
significativamente inhibida por los inhibidores de proteina quinasas
PTK y PK-C, por lo cual la lisis de las células infectadas ocurriria
a través de los mismos mecanismos de lisis de células sensibles.
Este resultado fue independiente del tipo bacteriano utilizado para
infectar las células U937.

Proyecto FONDECYT 197-0226 y ENL-2000/16 DID-U.Chile

IX - 8 El ALERGENO DEL LITRE INHIBE LA RESPIRA-
CION Y MODIFICA COVALENTEMENTE PROTEINAS
MITOCONDRIALES AISLADAS DESDE HIGADO DE
RATA (The alergen from Litre inhibits respiration and chemically
modifies proteins present in rat liver isolated mitochondria).
Pacheco R.., Kalergis A.!, Garbarino J.2 Ferreira J.3, De Ioannes
A.E.L (1) Lab. Inmunologia. BIOSONDA S.A. (2) UFSM, Fac.
Ciencias (3) ICBM Depto Farmacologia Molecular y Clinica, Fac.
Medicina, U. de Chile.

Litreol, [3-pentadecyl (10-en) catecol], el principio activo del
Litre (Lithraea caustica), pertenece a la familia de los urushioles.
Estos compuestos son responsables de una severa dermatitis de
contacto, a que estd expuesta un porcentaje significativo de la
poblacién humana.

Nuestro grupo ha demostrado que los urushioles inhiben la respi-
racién mitocondrial a nivel del Complejo III. Este fenémeno es
especifico, porque requiere la presencia de la estructura catecdlica
y de la cadena alifética, ya que pentadecil fenol y 3 metil catecol
noejercen unainhibicién significativaenlarespiracion. Elalergeno
del poison ivy, que posee tres veces mds insaturaciones en la
cadena alifética, es el inhibidor mas potente de la respiracién y el
mas alergénico en humanos.

Es aceptado que la induccién de reacciones de hipersensibilidad
retardada por haptenos como Litreol, requiere la modificacién
covalente de proteinas propias. Por esta razén, se investigé la
unién de Litreol marcado con *H en la cadena alifdtica a proteinas
mitocondriales. Mediante andlisis por medio de geles en dos
dimensiones, se observé aparicién de proteinas marcadas de ~30
KDa. Estas proteinas se encuentran distribuidas en la membrana
mitocondrial interna y corresponderian a citocromo cl, segiin la
técnica de western blotting, usando anticuerpos policlonales espe-
cificos de cl.

Financiamiento FONDECYT: 1-00-0203 a ADI y 1-98-1066 a
JFP

IX — 9 ADHESION LINFOCITARIA INDUCE MHC 11,
ICAM-1 Y VCAM-1 EN CELULAS ENDOTELIALES
HUMANAS. (Lymphocyte adhesion induces MHC Class II,
ICAM-1 and VCAM-1 on human endothelial cells). Reyes, 1.2,
Rosembatt, M'? y Bono, MR!. 'Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, *Fundacién Ciencia
para la Vida y MIFAB , Santiago Chile.

La activacién de células endoteliales por citoquinas induce la
expresion de moléculas implicadas en la respuesta inmune, tales
como MHCII, ICAM-1y VCAM-1. En este trabajo se analizé la
induccién de la expresion de varias moléculas de superficie en
células endoteliales de amigdalahumana por efecto de la adhesién
de linfocitos T y B singénicos y alogénicos. La adhesion de
linfocitos B induce la expresién de moléculas MHC-IL, ICAM-1y
VCAM-1.-La induccién de MHC II es inhibida por anticuerpos
bloqueadores de la adhesion, y presenta una cinética mas lenta y
un nivel de expresién menor que el de células activadas con IFN—
y. Experimentos de RT-PCR muestran ausencia del mRNA del
Transactivador de Clase II, indicando que este factor no estd
involucrado en la induccién. Experimentos de activacion utilizan-
do anticuerpos contra moléculas de adhesién sugieren que [CAM-
1 no esta involucrada en la induccién de MHC-II. Finalmente,
contrario a lo que sucede con linfocitos B, la adhesién de linfocitos
T induce sélo la expresién de ICAM-1. Estos resultados sugieren
que la unién de linfocitos B a células endoteliales de amigdala
resulta en un estado de activacién con efectos en la respuesta
inmune.

Financiado por Fondecyt 1990569 (MRB) y 1980208 (MR).

IX-10IL-6 NOES ESTIMULO OSTEOGENICO PARA LA
CELULA PROGENITORA MESENQUIMATICA. (IL-6 is
not an osteogenic signal for mesenchymal progenitor cell). Erices

A.yMinguell, J.J. Biologia Celular, INTA, Universidad de Chile.

Las citoquinas IL-6 y LIF regulan el metabolismo 6seo ejerciendo
su actividad bioldgica luego de interactuar con una cadena de
receptor especifica (IL-6R, LIFR) y una cadena transductora
comtn (gp130). Las células progenitoras mesenquimdticas (CPM)
de lamédula 6sea son precursores de osteoblastos y su diferencia-
cién osteogénica puede ser inducida in vitro. En este estudio
evaluamos: a) la produccion de IL-6 y LIF, b) la expresién de
receptores de membrana y solubles para IL-6 y LIF, y ¢) el efecto
de estas citoquinas sobre la proliferacién y diferenciacién
osteogénica de las CPM. Estas células expresan los mensajeros
paraIL-6 y LIF, secretan las citoquinas al medio como también la
cadena soluble de gp130, y en la membrana expresan gp130, pero
no IL-6R y LIFR. IL-6 o LJF, solos o en combinacién con sus
respectivos receptores solubles, no inducen la diferenciacién
osteogénica de CPM. Cuando el estimulo osteogénico es suple-
mentado con estas citoquinas, no se observan cambios en la
expresién de los marcadores de diferenciacién (fosfatasa alcalina,
mineralizacién de matriz). Sin embargo, la adicién de la cadena
soluble IL-6Rs, solo o con IL-6, produce una expresién mds
temparana y de mayor magnitud de estos marcadores. Estos
resultados sugieren que el compromiso de las CPM con la via de
diferenciacién osteogénica no es modulado por IL-6 o LIF. Sin
embargo la diferenciacién terminal de progenitores osteogénicos
derivados de CPM puede ser regulada por IL-6, via el receptor
soluble IL-6Rs.

(Fondecyt 2980017 y Beca CONICYT)
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X - MEMBRANA

X — 1 FOSFORILACION DE LRP Y MEGALINA: DOS
RECEPTORES DE LA FAMILIA DEL RECEPTOR DE
LDL (Phosphorylation of LRP and Megalin: two members of the
LDL-R family). Marzolo. M.P%, Solis G'., Li, Y*., Van Kerkhof®
y Bu G 1.Departamento de Biologia, Fac. Ciencias, U. Chile. 2.
Dept. Cell Biology and Physiology, Washington University School
of Med. Financiado por : FONDECYT #1990600, y # 7990029 a
MPM y NIH grant NS37525 a GB.

LRPy Megalina son miembros de 1a familia de receptores relacio-
nados al LDL-R que endocitan lipoproteinas que contienen apoE
ademés de varios otros ligandos no relacionados estructural ni
funcionalmente. LRP es abundante en higado y sistema nervioso
central. Megalina se expresaen epitelios, como el renal y en la cara
apical de las células epiteliales. Dada su funciénendocitica, ambos
receptores tienen en su dominio citosélico, motivos que podrian
ser funcionales en la endocitosis mediada por clatrina. Evidencias
recientes muestran que receptores de esta familia no sélo partici-
pan en endocitar ligandos y reciclar a la membrana plasmatica,
sino que ademds se relacionan con mecanismos de transduccion de
sefial. Es interesante que ambos receptores presentan secuencias
consenso para fosforilacién, tanto para proteina quinasa A (PKA),
C (PKC) y casefna quinasa II. En este trabajo se evalué la
fosforilacién de ambos receptores, in vive tanto endégenos como
de proteinas quiméricas que contienen el segmento citosélico de
LRP o Megalina, como in vitro, en ensayos de fosforilacién de
proteinas GST-MegT y GST-LRP-T. Se demostré que LRP es
fosforilado por PKA y que el sitio de fosforilacion estd en la serina
76 del segmento citosdlico. La fosforilacion de LRP parece
facilitar la endocitosis del receptor. En el caso de megalina, la
fosforilacién parece ser mediada preferentemente por PKC y
posiblemente ocurra en uno de los tres sitios consenso para esta
quinasa.

X — 2 MECANISMO MOLECULAR DE PERFRINGO-
LYSIN O, UNA CITOLISINA DEPENDIENTE DE
COLESTEROL QUE FORMA POROS EN LA
MEMBRANA LIPIDICA. (Forming holes in a membrane
bilayer: the mechanism of Perfringolysin O, a cholesterol
dependent cytolysin). Heuck A. P., Tweten*R. K., and Johnson A.
E. Texas A&M University, College Station, TX 77843-1114.
#University of Oklahoma, Oklahoma City, OK 73190.

Perfringolysin O (PFO) is secreted from a pathogenic Clostridium
perfringens bacteria as a water-soluble protein. Upon encountering
a cholesterol-containing membrane, PFO binds, oligomerizes, and
forms a very large “hole” in the bilayer. None of the four domains
identified in the crystal structure of the PFO monomer contained
an obvious site for membrane interaction, so we used cysteine-
scanning mutagenesis in conjunction with a comprehensive set of
independent fluorescence techniques to show that six short o-
helices located in domain 3 of the monomer unfold to form two
amphipathic transmembrane B-hairpins (TMHs) that span the
membrane bilayer and creates the pore [Biochemistry (1998) 37,
14563; Cell (1999) 99, 293].

To investigate the mechanism of pore formation, we have examined
domain-specific structural changes by monitoring both extrinsic
and intrinsic fluorescence changes in the same PFO molecule during
pore formation. The kinetics of these spectral changes reveal that
two widely-separated regions of PFO, domains 3 and 4 are coupled
both structurally and functionally, and interact with the membrane
in an obligatory sequence. The role of domain 4 in pore formation
is limited to triggering the insertion of the TMHs into the bilayer via
its linkage to domain 3, thereby preventing the premature exposure
and aggregation of the TMHs prior toinsertion. This novel mechanism
of pore formation therefore involves the sequential and coupled
interaction of different domainsof PFO with the membrane

X — 3 ALTERACIONES DEL TRANSPORTE HEPATO-
CITICO VESICULAR, EN UN MODELO DE COLESTASIA
AGUDA. (Alterations of hepatocytic vesicular transport in a model
of acute cholestasis) *Mufioz P., **Pizarro M., **Solis N.,
**Accatino L., *Facultad de Quimica y Biologfa, Universidad de
Santiago de Chile; Facultad de Medicina, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile. (Patrocinio: Valeska Vollrath.)

Las vias vesiculares son importantes en el transporte intracelular
de solutos biliares en el hepatocito. Alteraciones en la secrecién
biliar pueden determinar colestasia.

Objetivo: Estudiar si la via vesicular transcitética (VVT) y la via
vesicular lisosomal (VVL) estdn alteradas en un modelo de
colestasiaaguda, inducida por estradiol-173-glucurénido (E178 G).
Método: Se administr E17G enunadosis i.v. (5,2 mg/Kg. derata)
aratas Sprague-Dawley machos. Como marcadores de colestasia se
determinaron: flujo biliar (FB), excrecion biliar de sales biliares
(SB)y fosfatasaalcalina (FA); comomarcador dela VVT, peroxidasa
derdbano (HRP); de la VVL al *(H)-polietilenglicol - 900 CH-PEG)
como marcador exégeno, y la enzima N-acetil glucosaminidasa
(NAG) como marcador endégeno.

Resultados:El E17BG produce una disminucién rdpida, aguda y
reversible en el FB, excrecién biliar de SB y FA. La excrecién
biliar de HRP en el grupo colestasico fue menor que en el grupo
control. Estudios con microscopia electrénica demostraron que
el transporte de HRP hacia el canaliculo est4 alterado. La excrecion
de *H-PEG, asi como el FB estimulado con la sal biliar
dehidrocolato, disminuyé en el grupo colestisico. La excrecién
de NAG fue menor en el grupo colestasico.

Conclusion: El E17BG, inhibe la VVT y la VVL, pudiendo
contribuir a la insuficiencia secretora hepética caracteristica de la
colestasia inducida por este esteroide.

(Fondecyt 1971124).

X - 4 LA SOBREEXPRESION HEPATICA DE
CAVEOLINA-1 EN RATONES INCREMENTA EL
CONTENIDO DE COLESTEROL HEPATICO Y LA
SECRECION BILIAR DE SALES BILIARES (Over-
expression of Caveolin-1 in mice liver leads to increased hepatic
cholesterol content and biliary bile salt secretion). Moreno M.,
Molina H., Amigo L., Zanlungo S., *Rodriguez-Boulan E., Vio
C., Rigotti A., Miquel JE. Depto. Gastroenterologia, Facultad de
Medicina, Depto. Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Univ. Catélica de Chile, Santiago-Chile; *Margaret M.
Dyson Vision Research Institute, Cornell University Medical
College, NY 10021, USA.

Los mecanismos que regulan el tréfico intracelular de colesterol
hepatico y la secrecidn de lipidos biliares son s6lo parcialmente
conocidos. Evidencias recientes sugieren que las caveolinas (cav)
cumple un rol relevante en el transporte intracelular de colesterol
in vitro. Nuestro objetivo fue caracterizar la funcién de esta
proteina en el metabolismo del colesterol hepético in vivo y
demostrar su rol en la secrecién de lipidos biliares. Se sobreexpres6
cav-1y cav-2 en higado de ratones C57BL6 mediante el uso de
adenovirus recombinante, comparando el efecto con ratones
C57BL6 infectados con adenovirus control. Se estudio la secrecién
de lipidos biliares, hepaticos y plasmaticos. La infeccién con
Ad.cav-1 y Ad.cav-2 increment6 significativamente la expresion
hepdtica de cav-1 (x10) y cav-2 (x8). La sobreexpresion de cav-1
aument6 significativamente el contenido de colesterol hepatico
(10%), el flujo biliar (20%), la secrecién biliar de colesterol (40%)
y aument$ discretamente la secrecidn de sales biliares (20%,
p=0.08). No hubo cambios en el contenido de lipidos plasmaticos.
Frente a la infusién endovenosa de taurocolato, la sobreexpresion
de cav-1 indujo un importante incremento en la capacidad maxima
de secrecion de sales biliares (=2 veces). Estos resultados
demuestran que cav-1 modula el contenido de colesterol hepatico
y es relevante en la secrecion hepdtica de colesterol y sales biliares.
(Fondecyt 8990006).
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X — 5 EXPRESION Y REGULACION DEL RECEPTOR
SCAVENGER CLASE B TIPO I (SR-BI) EN EL EPITELIO
DE LA VESICULA BILIAR (Expression and regulation of
scavenger receptor class B type I in gallbladder epithelium).
Miguel JF!, Moreno M!, Molina H. !, Amigo L!, Wistuba I2, Acton
S3, Rigotti A’. Deptos. de 'Gastroenterologia y ?Anatomia
Patolégica, Facultad de Medicina, P. Univ. Cat6lica de Chile;
3Cardiovascular Biology, Millennium Pharmaceuticals, Inc.,
Cambridge, MA, USA.

La absorcién de lipidos biliares en el epitelio de la vesicula biliar
(VB) parece cumplir una funcién en la homeostasis del colesterol
corporal y en la formacién de célculos vesiculares. Se ha propuesto
que el receptor SR-BI participa en la absorcién de colesterol en el
intestino. Objetivo: evaluar la expresion de SR-Bl en VB humana
y de ratones y su regulacién frente a un incremento en el contenido
de lipidos biliares. Mediante inmunohistoquimica se observé que
SR-BI se expresa en el dominio apical de células epiteliales de la
VB, tanto en humanos como en ratones C57BL6. En VB de
pacientes con colesterolosis, se demostré que SR-BI se expresa
en la membrana plasmética de macréfagos con citoplasma
espumoso. Utilizando membranas totales de células epiteliales
de VB, demostramos por western blot (WB) una sefial especifica
para SR-BI. Se alimentaron ratones C57BL6 con dieta control y
dietarica en colesterol para cuantificar lipidos biliares y expresion
de SR-BI en la VB. Mediante WB, se observé una correlacién
inversa entre la concentracién de lipidos biliares y la expresion de
SR-BI en la mucosa de la VB. Conclusién: SR-BI se expresa en
el polo apical del epitelio de la VB humana y de roedores, y en
células espumosas de VB con colesterolosis. La hipersecrecion
de colesterol biliar inducida por una dieta rica en colesterol se
asocia a una reduccién de la expresién de SR-BI en la VB de
ratones. Esto sugiere que SR-BI puede cumplir un rol funcional
en la absorcion de lipidos en la VB y que sus niveles de expresion
en este epitelio estan regulados por sustrato.

(Fondecyt 8990006).

X -6 METABOLISMO HEPATICO DE COLESTEROL Y
ACIDOS BILIARES EN RATONES DEFICIENTES EN EL.
RECEPTOR SCAVENGER CLASE B, TIPO I (SR-BI).
(Hepatic cholesterol and bile acid metabolism in scavenger recep-
tor class B type I (SR-BI)-deficient mice). Mardones P!, Quifiones
V!, Amigo L', Miquel JF', Trigatti B?, Krieger M?, Rigotti A.
'Departamento de Gastroenterologia, Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catélica, Santiago, Chile y ?Biology
Department, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
USA.

La expresi6n hepatica del receptor scavenger clase B tipo I (SR-
BI) modulael metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas de alta
densidad (HDL) al mediar la captacién celular selectiva de
colesterol-HDL en la superficie del hepatocito. Existen evidencias
que demuestran que el colesterol-HDL captado por el higado es
destinado preferentemente a la secrecion biliar de colesterol y
sales biliares, lo que constituye el dltimo paso del transporte
reverso de colesterol mediado por HDL. Para evaluar el rol de SR-
BI en este proceso estudiamos el contenido y la sintesis de
colesterol en el higado, la secrecién de lipidos biliares y el
metabolismo de 4cidos biliares en ratones silvestres y ratones
knockout de SR-BI (SR-BI KO). Los ratones SR-BI KO presenta-
ron una disminucién especifica en la secrecion de colesterol biliar,
sin mayores alteraciones en los demds pardmetros determinados.
Estos resultados demuestran que la expresion hepética de SR-BI
cumple un papel clave en el control selectivo del transporte de
colesterol-HDL desde el plasma hacia la bilis y establecen una
participacién directa de SR-BI en la etapa final del transporte
reverso de colesterol.

Financiamiento FONDECYT 8990006

X - 7 DISMINUCION DE LA SECRECION DE
COLESTEROL BILIAR Y DEL DESARROLLO DE CAL-
CULOS VESICULARES EN RATONES DEFICIENTES EN
APOLIPOPROTEINA E ALIMENTADOS CON DIETAS
ENRIQUECIDAS EN COLESTEROL (Impaired biliary
cholesterol secretion and decreased gallstone formation in
apolipoprotein E-deficient mice fed with high cholesterol diets).
AmigoL, Quifiones V, Mardones P, Zanlungo S, Miquel JF, Nervi
F, Rigotti A. Departamento de Gastroenterologfa, Facultad de
Medicina, Pontificia Universidad Catélica, Santiago, Chile.

Dado que la apolipoproteina E (apoE) tiene un rol clave en el
metabolismo hepético del colesterol de origen dietético, ella podria
regular la secrecion de colesterol biliar y 1a formacién de cdlculos
biliares inducidas por la suplementacion de colesterol en la dieta.
Para evaluar esta hipétesis, estudiamos la secrecién de lipidos
biliares y el desarrollo de colelitiasis en ratones silvestres y
knockout de apoE alimentados con dietas enriquecidas en
colesterol. El uso de una dieta rica en colesterol aumentd
dramaticamente la secrecion biliar de colesterol y la concentracién
de colesterol en la bilis vesicular de los ratones silvestres, mientras
que estos cambios fueron significativamente menores en los
ratones deficientes de apoE. Cuando los ratones knockout de apoE
se alimentaron con una dieta que induce la formacién de célculos
vesiculares presentaron una reduccién en la saturacién biliar de
colesterol asociada a menor frecuencia de cristalizacién del
colesterol biliar y de colelitiasis comparados con la cepa silvestre.
Estos resultados demuestran que la expresion de apoE es un factor
importante en la regulacién de la hipersecrecion biliar de colesterol
y en la formacién de colelitiasis inducidas por colesterol dietético
en el ratén.

FONDECYT 8990006 y 1971092; DIPUC 9801E

X - 8 ASOCIACION FISICA Y FUNCIONAL ENTRE
GLICOSILTRANSFERASAS DE GLICOLIPIDOS EN EL
COMPLEJO DE GOLGI (physical and functional association
of glycolipid glycosyltransferases in the Golgi complex). Giraudo.
C. G;; Daniotti, J. L. y Maccioni, H. J. F. IQUIBIC (UNC-
CONICET), Facultad de Ciencias Quimicas Universidad Nacional
de Cérdoba, Argentina.

Las glicosiltransferasas que actian tempranamente en la via de
sintesis del oligosacirido de los glicolipidos se distribuyen a lo
largo de todo el Golgi, mientras que las que actian al final se
concentran en compartimentos distales del mismo. Esta organiza-
cién topolégica genera interrogantes acerca de posibles asociacio-
nes entre ellas cuando solapan su localizacién en los distintos
subcompartimentos del Golgi. Aqui examinamos la posible aso-
ciacién entre la 3-1,4-N-acetyl-galactosaminiltransferasa y la -
1,3-galactosyltransferasa, las cuales actian secuencialmente en la
sintesis de glicolipidos neutros y gangliésidos. Experimentos de
inmunoprecipitacién en celulas CHO-K1 transfectadas con ver-
siones rotuladas de estas enzimas evidencian una asociacién fisica
entre ellas, en la cual estdn involucrados sus dominios NH,-
terminales (tallo citosélico, segmento transmembrana y unos
pocos aminodcidos del tallo luminal). Los inmunocomplejos
fueron funcionales in vitro, ya que catalizaron dos pasos sucesivos
de transferencia de azucares conduciendo a la sintesis de GM1 a
partir de GM3 exdgeno. Experimentos de Transferencia de Ener-
gia Resonante Fluorescente (FRET) entre proteinas fluorescentes
con espectros de emisién y excitacién solapados (ECFP y EYFP)
fusionadas a los dominios NH -terminales de estas transferasas
evidencian que in vivo se ubican en intima proximidad (menos de
6 nm) en el complejo de Golgi tal que la transferencia de energia,
FRET, es posible.
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X -9 SOBREEXPRESION DE RAB11 EN CELULAS K 562
ALTERA LA LIBERACION DE EXOSOMAS.
(Overexpression of Rabl1 in K562 cells alters the release of
exosomes) *Savina, A., *Vidal, M y #Colombo, M.I.. *[HEM-
CONICET, Fac. Ciencias Médicas, U. N. Cuyo, Mendoza,
Argentina, y * Univ. Montpellier, Francia.

Durante el proceso de maduracién del eritrocito se pierden
selectivamente ciertas proteinas de membrana, que no necesita en
su estado maduro, como son la acetilcolinesterasa y el receptor
de transferrina. Esta pérdida selectiva se produce mediante la
liberacién al medio extracelular de pequefias vesiculas llamadas
exosomas. Los exosomas se forman por invaginacion de la
membrana endosomal dando origen a cuerpos multivesiculares
(MVB), que al fusionarse con la membrana plasmatica liberan
los exosomas al medio externo. Datos recientes indican que la
linea celular eritroleucémica K562 posee altos niveles de Rabl11,
proteina de la familia de GTPasas Rabs, reguladoras del trafico
intracelular. Se generaron células transfectadas estables que
sobreexpresan Rabl1 fusionada a la proteina fluorescente verde
(GFP). En células transfectadas con GFP-Rabl 1wt se observé un
aumento de la liberacion de exosomas, mientras que la
sobreexpresion de Rab11S27N, mutante dominante negativa que
no une GTP, inhibié dicha liberacién. La sobreexpresion de GFP-
Rab11Q70L mutante activa, generé grandes vesiculas en cuyo
interior se pueden visualizar vesiculas pequefas marcadas con
GFP-Rabl 1, sugiriendo que se tratarfan de MVB. Por otro lado,
el nimero de receptores de transferrina presentes en la superficie
de las células que sobreexpresan Rabll disminuyé en forma
marcada con respecto a células transfectadas s6lo con el vector.
Estos resultados sugieren que Rabl1 participaria no sélo en el
transporte de transferrina hacia los MVB sino que también estaria
involucrada en la formacién del MVB afectando la liberacién de
exosomas.

X — 10 LOCALIZACION INTRACELULAR Y ESTUDIO
FUNCIONAL DE LA GTP-PROTEINA RAB24.(The GTP-
binding protein Rab24: intracellular localization and functional
role). *Munafé, D., *Goud, B. y *Colombo, M.I. *IHEM-
CONICET. Fac. Ciencias Médicas-UNCuyo-Mendoza-Argentina
y “Instituto Curie, Paris, Francia.

Hasta el momento no se conoce la funcién de Ia proteina Rab24,
miembro de la familia de GTP-proteinas Rab, que participan en
distintas vias del trafico mediado por vesiculas. Se generaron
mutantes de la protefna Rab24 (Rab24S67N y Rab24T21N) y se
realizaron ensayos in-vitro de binding con "> GTP para caracterizar
la afinidad de dichas proteinas por el GTP. Con el propésito de
estudiar su distribucién intracelular se subclon6 cDNA-Rab24 tipo
salvaje (wt) y mutantes en el vector de la proteina fluorescente
verde (GFP). Se realizaron estudios de colocalizacién por
inmunofluorescencia, usando microscopia confocal, con
marcadores de diferentes compartimientos intracelulares, en
células transfectadas transientes y estables. La protefna Rab24wt
presenté una distribucién reticular perinuclear, la mutante Rab24-
S67L se distribuy6 en forma difusa en el citosol, mientras que la
mutante Rab24-T2IN se concentré en agregados vesiculares
perinucleares. Se observé colocalizacién parcial de la proteina wt
con marcadores de Golgi (CTR433, Rab6) y reticulo
endopldsmico, pero la mejor colocalizacién se obtuvo con la
proteina Rabl, marcadora del compartimiento intermedio ER-
Golgi. Rab24wt también colocalizé parcialmente con MDC,
marcador especifico de autofagosomas.

Se desarrollé un ensayo bioquimico para medir autofagocitosis
en lineas celulares estables que sobreexpresan la proteina Rab24wt
y mutantes. Resultados preliminares indicarfan la participacién
de dicha proteina en la regulacién de la via autofagica.

XI - BIOLOGIA MOLECULAR

XI-4 CARACTERIZACION DEL RETROTRANSPOSON
LTR TLCI1.1 DE Lycopersicon chilense (Characterization of
TLCI.1, a LTR retrotransposon from Lycopersicon chilense).
Ruiz-Lara, Simén; Tapia, Gerardo; Yafiez, Monica.; Verdugo,
Isabel; Gonzilez, Enrique. Instituto de Biologia Vegetal y
Biotecnologia, Universidad de Talca. (Patrocinado: Dr. Enrique
Gonzilez).(Finaciamiento Fondecyt 1980387 y Programa de In-
vestigacién en Biotecnologia Vegetal DIAT- UTAL)

Losretrotransposones LTR seencuentran ampliamente distribuidos
en plantas desde algas unicelulares hasta angiospermas. Estos
elementos para su propagacion requieren de un RNA intermediario
elque posteriormente esretrotranscrito aun DNA extracromosémico
¢ insertado en un nuevo sitio en el genoma, provocando con ello
duplicacién del elemento, crecimiento del tamaifio del genoma y
mutaciones relativamente estables que alteran la expresion génica.
Aunque estdn ampliamente distribuidos, solo algunos de ellos
presentan actividad transcripcional y menor atin es el niimero de
elementos que presentan capacidad transposicional. La actividad
transcripcional esta restringida a ciertos tejidos de la planta durante
su desarrollo y durante la respuesta de defensa de la planta frente a
diferentes agentes biticos y abiéticos. En trabajos previos hemos
descrito la presencia de cuatro familias de retrotransposones LTR
en el genoma del tomate silvestre Lycopersicon chilense, los que
denominamos TLC1, TLC2, TLC3y TLC4. Las cuatro familias han
probado ser transcripcionalmente activas en protoplastos obtenidos
a partir de hojas. En esta comunicacion se describe:

1) El aislamiento y determinacion de la secuencia nucleotidica
del retrotransposén TLCI.1.

2) La determinacién mediante anélisis Northern blot y RT-PCR
de la presencia de RNAs intermediarios de dicho retrotransposén
frente a diferentes agentes abidticos tales como: a)
protoplastizacién, b) estrés por heridas y c) estrés por
congelamiento.

3) La identificacion de las regiones reguladoras de la transcrip-
ciénen el LTRS' del retrotransposén en estudio, mediante ensayos
de expresidn transitoria en protoplastos electroporados con dife-
rentes construcciones génicas del LTR 5'y secuencias parciales de
¢l fusionadas al gen reportero GUS.

4) La identificacién de las putativas secuencias nucleotidicas
reguladoras de la transcripcion del retrotransposén TLCL.1 en Ia
regién U3 del LTR 5".
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XI-2 REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES DE
Ceriporiopsis subvermispora INVOLUCRADOS EN
LIGNINOLISIS. (Regulation of the expression of genes from
Ceriporiopsis subvermispora involved in ligninolysis.) Polanco
R.L Avila, M.!, Lobos, S.? y Vicuiia, R.!. Departamento de Gené-
tica Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Pontificia Universidad Cat6lica de Chile!. Departamento de
Bioquimicay Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas, Universidad de Chile?.

El sistema ligninolitico de C. subvermispora estd compuesto por
las enzimas manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa. Estas activida-
des son inducidas exclusivamente por Mn y cobre, respectivamen-
te. Otros metales como Cd?*, Zn™ y Ag* no son capaces de producir
este efecto. Estudios de expresion mediante Northernblot han
demostrado que el gen Cs-lcsi, el que codifica para lacasa, es
inducido especificamente por Cu** y Ag*. El gen Cs-mnp2, que
codifica para MnP, es inducido exclusivamente por Mn?",

En las regiones promotoras de los correspondientes genes se han
encontrado secuencias tipo MRE y ACE, las cuales se han descrito
como sitios reconocidos por factores de transcripcion activados
por metales. Para detectar la existencia de proteinas que reconoz-
can en forma especifica elementos discretos de las regiones
promotoras de estos genes hemos utilizado en geles de retardo dos
fragmentos de la regién 5' del gen Cs-lcsl: uno contiene la
secuencia ACE y el otro posee sitios MRE. Hasta ahora hemos
observado un reconocimiento especifico para ambas sondas, aun-
que en las condiciones ensayadas, no hemos detectado una depen-
dencia por metales para dicho reconocimiento.

Financiado por Fondecyt 2000088 y 8990004 (Lineas Comple-
mentarias).

XI-3AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS
HOMOCARIOTICAS DEL BASIDIOMICETE
LIGNINOLITICO Ceriporiopsis subvermispora. ( Isolation and
characterization of homokarion strains of ligninolitic
basidiomycete Ceriporiopsis subvermispora) Tello M.?, Cullen
D.b, Vicuna R.¢, Lobos S.2.? Laboratorio de Biogquimica, Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.
Forest Products Laboratory, Madison Wisconsin. ¢ Laboratorio
de Bioquimica, Departamento de Genética Molecular y
Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Catélica de Chile

Ceriporiopsis subvermispora es un basidiomicete ligninolitico
que muestra gran multiplicidad de isoenzimas de manganeso
peroxidasa (MnP) y lacasa cuando es crecido en medio salino.
Algunas de estas isoenzimas presentan diferencias en sus secuen-
cias aminoterminales, por lo que posiblemente estdn codificadas
en genes distintos. El niimero exacto de genes que codifican para
MnP (Csmnp) es desconocido y determinar si dos genes son
distintos 0 s6lo se trata de variantes alélicas es muy dificil dado que
este organismo no esporula y el andlisis de segregacién es impo-
sible de realizar. En este trabajo se comunica el aislamiento dé
cepas homocarioticas de C. subvermispora. Estas cepas fueron
preparadas mediante preparacién de protoplastos, los cuales fue-
ron analizados mediante PCR para las variantes alélicas del gen
Csmnp?2. Estas cepas permitieron establecer que Csmnp 1 y Csmnp3
son genes diferentes, cada uno de los cuales tiene una variante
alélica que fue identificada mediante amplificacién por PCR. El
andlisis isoelectroforetico de las actividades MnP y lacasa en los
homocariotes mostrd un patrén simplificado conrespecto ala cepa
dicaridtica, indicando procesamientos post-trancripcionales dife-
rentes. Esto explicarifa la multiplicidad de isoenzimas encontradas
" en la cepa silvestre.

Financiado por FONDECYT 899004 de Lineas Complementa-
rias.

XI — 4 EL GEN DE ENDOXILANASA A DE Penicillium
purpurogenum: SECUENCIA Y ANALISIS
TRANSCRIPCIONAL. (Endoxylanase A gene from Penicillium
purpurogenum: sequence and transcriptional analysis). Bull. P.,
Schachter, K., Chdvez, R., Almarza, C., Peirano, A. y Eyzaguirre,
J. Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias Biolégicas, P.
Universidad Catélica de Chile.

El xilano requiere de varias xilanasas para su degradacién. El
hongo Penicilium purpurogenum secreta varias enzimas
xilanoliticas, entre ellas las endoxilanasas A y B. Aqu{ describi-
mos la secuenciacion y el anlisis transcripcional del gen de xynA.
Con distintas estrategias de PCR se amplificé y secuenci6 el gen
xynA. El gen tiene 1450 pares de bases, contiene 8 intrones y
codifica para una protefna madura de 302 aminodacidos conun peso
de 32 538. En la regién rio arriba del gen (766 pares de bases
secuenciados) existen varios posibles sitios regulatorios: 3 sitios
de unidn para el represor CreA, 3 sitios de unién para el inductor
por pH PacC y un sitio de unién para el activador especifico XInR.
Ademds existe un sitio de unién para el factor PTA1, no descrito
en genes xilanoliticos. Andlisis de Northern blot de cultivos con
distintas fuentes de carbono indican que el gen es reprimido en
glucosa-y solo se expresa en forma aguda en presencia de xilano
de cdiscara de avena. No se observa expresion en xilano de abedul,
xilosa o xilitol. Estos resultados muestran un patrén de expresién
Unico respecto a otras xilanasas de hongos.

Financiamiento: FONDECYT 2990078 y 8990004 y DIPUC.
R.C. es becario CONICYT.

XI - 5 CLONAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
NEUROFISINA Y COPEPTIDO ASOCIADOS A LOS
PRECURSORES DE ISOTOCINA-VASOTOCINA DEL
TELEOSTEO Cyprinus carpio. (Cloning and Characterization
of Neurophysin and Copeptin associated to precursors of Isotocin-
Vasotocin in the teleost fish Cyprinus carpio). Flores, C., Muiioz,
D. y Figueroa, J. E. Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia. (E-mail: jfiguero@uach.cl)

Isotocina y Arginina-vasotocina son nonapéptidos, generados
como parte de la expresion de poliproteinas mayores que contie-
nen varios motivos. Postulamos que uno de ellos, el copeptido, es
relevante en la regulacién de la expresién de prolactina desde
rostral pars distalis de pituitaria de carpa.

Para clonar ambos genes de carpa y establecer su posible
interrelacion con prolactina, se derivé una region de consenso en
la Neurofisina a partir de la cual se sintetizaron oligonucledtidos
con los que se amplific un fragmento de 170 pb. Este fragmento
fue clonado y secuenciado para luego emplearlo como sonda.
Posteriormente, se rastreé una biblioteca gendmica de carpa,
construida en el vector Lambda Fix-II, a partir de lacual se aislaron
varios clones. El andlisis de la secuencia de un clon de Isotocina,
reveld la tipica organizacién estructural de estos genes asi como
también la alta conservacidn e identidad de secuencia en laregion
correspondiente alaneurofisina y menoren laregion del copeptido,
con respecto a otras especies de peces. A partir de la secuencia
aminoacidica derivada de la regién Neurofisina y del Copeptido
asociado aella, se sintetizaron péptidos de 16 aminodcidos, los que
fueron utilizados para generar anticuerpos policlonales para estos
dos motivos péptidicos. Se espera utilizar estos anticuerpos en la
purificacion y caracterizacién de Neurofisina-Copeptido.
Fondecyt 1990710
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X1 - 6 a-L-ARABINOFURANOSIDASA DE Penicillium
purpurogenum: SECUENCIACIONY CARACTERIZACION
DEL GEN. (o-L-arabinofuranosidase from Penicillium
purpurogenum: sequence and characterization of its gene) Carva-
llo, M., De Ioannes, P., Peirano, A., Schachter, K., Bull, P., y
Eyzaguirre, J. Laboratorio de Bioquimica, Departamento de Ge-
nética Molecular y Microbiologia, Pontificia Universidad Catéli-
ca de Chile.

El xilano es un heteropolisacarido constituido por una cadena de
xilosa sustituida por 4cidos orgdnicos y arabinosa. La
biodegradacién del xilano requiere la liberacién enzimética de los
residuos de arabinosa, realizada por la «-L-arabinofuranosidasa.
En nuestro laboratorio hemos purificado y caracterizado esta
enzima, secretada por el hongo filamentoso Penicillium
purpurogenum. En este trabajo se presenta la secuenciacién y
caracterizacion de su gen. A partir de la secuencia N-terminal se
disefaron oligonucleétidos degenerados para amplificar por PCR
el tercio inicial del gen, el cual fue secuenciado. El resto del gen
fue amplificado por RACE, a partir de RNA total de un cultivo del
hongo crecido en arabitol, sustrato que induce una alta expresién
de la enzima. Posteriormente, el gen fue amplificado a partir de
DNA genémico, por PCR. Se ha obtenido la secuencia completa
del ¢cDNA y aproximadamente un 95% del gen, sin que se haya
detectado la presencia de intrones. El gen tiene un marco abierto
de lectura de 1443 pares de bases, que codifica para una proteina
madura de 481 residuos. El alineamiento de ésta muestra alta
similitud con otras arabinofuranosidasas de hongos pertenecientes
a la familia 54 de las glicosil hidrolasas.

Financiado por FONDECYT 8990004 Lineas Complementarias y
DIPUC.

X1 -7 BIOGENESIS DEL COMPLEJO II DE LA CADENA
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN ARABIDOPSIS.
(Biogenesis of mitochondrial chain respiratory complex II in
Arabidopsis).. Figueroa, P., Leén, G., Elorza, A. y Jordana, X.
Departamento Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de
Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile.

El complejo II (succinato deshidrogenasa,SDH) de la mitocondria
contiene 4 subunidades: la flavoproteina (SDH1), la proteina
hierro-azufre (SDH2), y las proteinas integrales de membrana
SDH3 y SDH4. Se han identificado genes sdh2, sdh3 y sdh4
funcionales en el genoma mitocondrial de organismos inferiores.
En animales todas las subunidades SDH estan codificadas en el
nicleo, son sintetizadas en el citoplasma e importadas por la
mitocondria. La planta modelo Arabidopsis thaliana carece de
genes sdh funcionales en la mitocondria, lo cual sugiere que los
genes han sido transferidos al nicleo durante la evolucién.

En este trabajo mostramos que el genoma nuclear de Arabidopsis
contiene dos genes sdhl, tres genes sdh2, dos genes sdh3 y un
gen sdh4. Estos se transcriben y el nivel de mRNA difiere de un
tejido a otro, siendo mayor en flor. Las subunidades periféricas
son mds conservadas a nivel de secuencia primaria que las
subunidades integrales de membrana. Las subunidades SDH son
importadas in vitro en mitocondrias y sufren el procesamiento
proteolitico de su presecuencia de destinacién mitocondrial. El
gen sdh3 nuclear adquirid su sefial de destinacién organelar desde
un gen pre-existente que codifica para otra proteina mitocondrial,
probablemente mediante mecanismos de duplicacion y
recombinacién.

Financiado por FONDECYT Complementario 8980005, de
Doctorado 2970071, y ECOS-CONICYT C98BO1.

XI — 8 PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL
PRODUCTO DEL GEN W DEL BACTERIOFAGO A.
(Purification and characterization of the W gene product of the A
phage). Murialdo, H. Fundacién Ciencia para la Vida. Santiago-
Chile.

La morfogénesis del bacteriéfago A necesita los productos de tres
distintos caminos morfogenéticos: lareplicacién del ADN viral, el
ensamblaje de procabezas y la polimeracién de colas. Una vez que
¢l ADN hasido debidamente procesado y translocado al interior de
la procabeza, el vértice portal es sellado y la adicion de la cola
completa la particula viral. El producto del gen W, gpW, es
requerido para que cabezas y colas se adhieran. GpW es una
proteinabésica de 68 aminodcidos y es componente estructural del
virion.

En esta presentacion se describe la construccién de plasmidios que
sobreproducen gpW y su purificacién esencialmente hasta homo-
geneidad. La proteina es un monémero en solucién con un alto
contenido de a-hélice y estable a alta temperatura. El orden de la
reaccién en que interviene gpW, -la unién de cabezas y colas para
la formacién de bacteriétagos biolégicamente activos-, sugiere
que entre cuatro a seis moléculas de gpW participan en la reaccién
y son incorporadas a la estructura. FONDECYT 1980209.

XI — 9 REGULACION POR FOSFORILACION DE LA
UNION DEL RECEPTOR DE 1,25-DIHIDROXIVI-
TAMINA D3 AL PROMOTOR DEL GEN DE
OSTEOCALCINA DE RATA (The binding of the la,25-
dihydroxyvitamin D3 receptor to the rat osteocalcin promoter is
regulated by phosphorylation). Paredes. R., Gutiérrez, J.,
Imschenetzky, M. y Montecino, M. Departamento de Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Con-
cepcion.

El promotor del gen de osteocalcina (OC) contiene un elemento de
respuesta a vitamina D3 (OCVDRE), al cual se une el receptor de
1a,25-dihidroxivitamina D3 (VDR) como heterodimero con el
receptor del dcido 9-cis-retinoico (RXRa). Este sitio se superpone
una secuencia de unién para el factor de transcripcién YY1. VDR/
RXRa se une al VDRE en forma independendiente del ligando y
en un contexto no nucleosomal. Es asi como al remodelar estos
nucleosomas con el complejo SWI/SNF purificado, VDR/RXRa
es capaz de interaccionar. Ademds, hemos evaluado si la
fosforilacién de VDR por PKC, CK2 y ERK-1 modula su unién al
promotor de OC. Mediante ensayos de retardacién en gel utilizan-
do proteinas recombinantes, se observé que YY1 se une con baja
afinidad y en forma excluyente, respecto a VDR/RXRa. Al
fosforilar VDR in vitro con PKC se inhibe la unién al promotor, a
su vez que, al fosforilar RXRa con ERK 1 no hay efecto enlaunion
del heterodimero. Postulamos que existe una regulacién de la
unién de YY1 y VDR/RXRa al promotor de OC mediada por
fosforilacién y remodelacién nucleosomal, la cual permitiria la
unién del factor de transcripcién YY | en condiciones de represién
transcripcional.

FONDECYT1000361.
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XII-1 CAPACIDADES DEGRADATIVAS DE RALSTONIA
EUTROPHA JMP134Y JMP222 QUE CONTIENEN GENES
TFD QUE PERMITEN LA DEGRADACION DE
CLOROCATECOLES Y GENES XYL, QUE CODIFICAN
PARA TOLUATO 1,2-DIOXIGENASA. (Degradative
properties of R. eutropha strains IMP134 and IMP222 engineered
with chlorocatechol degradation #fd genes, and toluate 1,2-
dioxygenase xyl genes). Ledger,T.. Pérez-Pantoja,D., *Pieper,DH.,
& Gonzélez,B. Dept. Genética Molecular y Microbiologia. Facul-
tad de Ciencias Bioldgicas. P. Universidad Catélica de Chile,
Santiago. CHILE. * Div. of Microbiol. Natl. Res. Centre for
Biotechnology. GBF. GERMANY.

R. eutropha JMP134 (pJP4) crece en 3-clorobenzoato (3-CB),
utilizando dos médulos genéticos para la degradacién de
clorocatecoles: #fdC,D\E\F, y tfdDCE,Fy;. Esta bacteria no crece
en otros clorobenzoatos. Cuando se introdujo en el cromosoma de
R. eutropha JMP134 una copia del mini-operén xylS/xy/XYZL.,
que codifica para la toluato 1,2-dioxigenasa, de baja especificidad
de sustrato y la dihidroxibenzoato deshidrogenasa, permitiendo la
transformacién de 4-clorobenzoato (4-CB) a 4-clorocatecol, los
derivados resultantes crecieron eficientemente en 4-CB. Inespera-
damente, todos estos derivados fueron capaces de crecer en 3,5-
diclorobenzoato (3,5-DCB). Al introducir estos genes xyl en
derivados de R. eutropha IMP222, carentes de pJP4, que conte-
nian uno de los dos médulos #/d en plasmidios de mimero de copia
intermedio, los derivados fueron capaces de crecer en 4-CB, pero
s6lo aquellos que posefan el médulo #dy, crecieron en 3,5-DCB.
Estos resultados sugieren fuertemente que en R. eutropha existe
un regulador tipo XylS, que puede inducir los genes xyl en
presencia de 4-CB o de 3,5-DCB. Ademds, apoyan la idea que la
maleilacetato reductasa codicada en el médulo #fd,, (¢fdF,) y no en
el médulo #fd; (#fdF,), es la que juega un rol principal en la
degradacion de compuestos diclorados.

Financiado por FONDECYT 8990004 y una colaboraci6n entre
CONICYT y el BMBE/FZK, Karlsruhe, Alemania.

XII - 12 GENES PARA LA DEGRADACION DE 24,6-
TRICLOROFENOLEN RALSTONIA EUTROPHA JMP134.
(Genes for 2,4,6-trichlorophenol degradation in R. eutropha
IMP134). Matus.V., Sdnchez, M. A., & Gonzilez,B. Dept. Genética
Molecular y Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas. P.
Universidad Catélica de Chile, Santiago. CHILE.

R. eutropha JMP134 (pJP4) es una bacteria capaz de crecer en el
contaminante ambiental 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF). La via
degradativa clave, dilucidada en nuestro laboratorio, implica la
formacién del 6-clorohidroxiquinol como intermediario y requiere
las actividades enzimdticas 2,4,6-triclorofenol monooxigenasa
(2,4,6-TCF-MO) y maleilacetato reductasa (MAR) para llevar a
cabo las reacciones iniciales y finales, respectivamente. Basédndose
en secuencias de otros genes bacterianos del catabolismo de
triclorofenoles, se disefiaron partidores para PCR que permitieron
detectar la presencia de secuencias codificantes para ambas
enzimas en la cepa JIMP134 y también en la cepa IMP222, carente
del plasmidio pJP4. Con ello se demostrd la existencia de un tercer
gen codificante por MAR, distinto de los dos genes MAR (#fdF; y
tfdF,), presentes en el plasmidio. Eso sf, al comparar en las cepas
IMP134 y JMP222, las tasas de crecimiento y consumo de 2,4,6-
TCF, se observé una diferencia significativa a favor de la primera,
indicando la participacién de las funciones plasmidiales en esta
capacidad degradativa. Por otra parte, mediante cultivos de
aislamiento por enriquecimiento en 2,4,6-TCF de muestras de suelo,
se observé una seleccion de microorganismos, determinado por un
niimero menor de sefiales mas abundantes que arroja el andlisis
mediante polimorfismos de fragmentos de restriccién terminales
(T-RFLP), con partidores bacterianos para tDNA 16S. En estas
muestras se verificard la presencia de bacterias que porten secuencias
para 2,4,6-TCF-MO y MAR, usando los partidores desarrollados
para su deteccion en R. eutropha JMP134.

Financiado por los proyectos FONDECYT 8990004 y 2980041.

XII - 3 EFECTO DEL REORDENAMIENTO DE GENES
TFD EN EL CATABOLISMO DE CLOROAROMATICOS
EN RALSTONIA EUTROPHA JMP134. (Effect of the #fd gene
rearrangement in chloroaromatic catabolism in R. eutropha
JMP134). Clément, P, Manzano,M., Trefault,N. de la Iglesia,R.,
*Pieper, D., & Gonzdlez.B. Dept. Genética Molecular y
Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas. P. Universidad
Catélica de Chile, Santiago. CHILE. * Div. of Microbiol. Natl.
Res. Centre for Biotechnology. GBF. GERMANY.

R. eutropha JMP134 (pJP4) crece en contaminantes como el 2.4-
diclorofenoxiacetato (2,4-D} y el 3-clorobenzoato (3-CB). Los genes
catabolicos claves estdn ubicados en el pJP4, un plasmidio de 88
Kb, en dos médulos génicos (#fd, y tfd,) no idénticos y redundantes,
que se complementan entre si. Cuando el pJP4 se integra en el
cromosoma, la cepa derivada continda creciendo en 2,4-D, pero
deja de hacerlo en 3-CB. En cambio, cuando la cepa silvestre es
sometida a una presion selectiva con mayor concentracién de 3-
CB, se obtiene un derivado que crece mejor en 3-CB, pero deja de
crecer en 2,4-D. Se ha caracterizado cada uno de estos derivados.
La integracion cromosomal de pJP4 se produce a nivel de la
secuencia de insercién ISJP4, la que se duplica, dejando separados
por més de 90 kb, a los dos médulos génicos. Esta separacién y/o la
disminucién de mimero de copias de los genes plasmidiales,
producto de la integracién, hacen limitante la expresion de los genes
necesarios para crecer en 3-CB. En concordancia con lo anterior,
ambos médulos génicos se duplican, formando parte de una repeticion
invertida de cerca de 22 kb, en un derivado de pJP4 presente en la
cepa que crece a mayor concentracién de 3-CB. En la formacion de
esta larga repeticion invertida, producida posiblemente por un doble
entrecruzamiento entre dos moléculas de pJP4, se produce la delecién
de parte del plasmidio, lo que explica la pérdida de la capacidad para
crecer en 2,4-D, observado en este derivado.

Financiado por FONDECYT 8990004 y una colaboracion entre
CONICYT y el BMBF/FZK, Karlsruhe, Alemania.
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XII-4 EFECTO DE LA DOSIS GENICA DE LAS ENZIMAS
DE LA VIA DEGRADATIVA DE CLOROCATECOLES EN
RALSTONIA EUTROPHA JMP134. (Gene dosage effect of the
chlorocatechol pathway enzymes in R. eutropha IMP134). Pérez-
Pantoja.D., Saavedra,M., Ledger,Th. & Gonzilez,B. Dept.
Genética Molecular y Microbiologia. Facultad de Ciencias
Biolégicas. P. Universidad Catdlica de Chile, Santiago. Chile.

R. eutropha JMP134 (pJP4) crece en 3-clorobenzoato (3-CB). Los
clorocatecoles formados durante la degradacién de 3-CB son
transformados hasta f-cetoadipato mediante una via compuesta
de cuatro enzimas: clorocatecol 1,2-dioxigenasa, cloromuconato
cicloisomerasa, dienolactona hidrolasa y maleilacetato reductasa.
Los genes que codifican para estas enzimas se encuentran en el
plasmidio pJP4 organizados en dos operones homélogos,
denominados médulo 1 y médulo II, cada uno conteniendo el
conjunto de los cuatro genes. Cuando cada médulo fue
independientemente clonado bajo el control de su regulador en
un vector de niimero de copias intermedio, y estas construcciones
fueron introducidas en R. eutropha JMP222, carente del pJP4,
ambos derivados fueron capaces de crecer en 3-CB. Sin embargo,
cuando estos médulos fueron insertados en el cromosoma de la
cepa JMP222, los derivados fueron incapaces de crecer en 3-CB.
El andlisis de la expresion de las enzimas de cada médulo indicé
que las tres primeras enzimas del médulo Il eran menos activas
que las correspondientes del médulo I. En cambio, la cuarta enzima
del médulo II resulté mucho mas activa que la correspondiente
del médulo 1. Estos antecedentes hacen suponer que habria uno o
mads pasos limitantes en esta via metabdlica, los que son resueltos
mediante una mayor dosis génica. Esto se confirmé cuando cada
uno de los genes de las enzimas mas activas fue clonado por
separado bajo el control de su regulador, e introducido en miltiples
copias, en derivados de la cepa JMP222 que contenian una copia
cromosomal del médulo L.

Financiado por FONDECYT de Lineas Complementarias 8990004

XII — 5 ORGANIZACION Y EXPRESION TRANSCRIP-
CIONAL DE LOS GENES NECESARIOS PARA LA PRO-
DUCCION DE MICROCINA E492 ACTIVA (Expression and
transcripcional Organization of the genes necessary for the
production of active microcin E492) Corsini, G.* y Lagos, R.
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

La microcina E492 es un antibiético polipeptidico de M, 7000
producido y secretado por Klebsiella pneumoniae RYC492. A
diferencia de otras bacteriocinas, la microcina E492 se sintetizaen
forma activa sélo en fase exponencial de crecimiento, y esta
regulacién no esta asociada al factor sigma de fase estacionaria
(rpoS).

Los determinantes genéticos necesarios para la produccién de
microcina E492 activa fueron clonados, secuenciados y expresa-
dos de E. coli. Los genes mceA-B participan en la sintesis e
inmunidad de la microcina, los genes mcel-G-H en laexportacién
y los genes mceC-D-I-J estan implicados en la maduracién de la
microcina.

En este trabajo se determind la organizacién transcripcional de
estos genes, lacual estacompuesta por 7 unidades transcripcionales:
mceBA, mceC, mceD, mceE, mceF, mceHG y mceJIHG. Se
caracterizaron las secuencias promotoras de estas unidades
transcripcionales y se analizaron sus patrones de transcripcién en
distintas etapas de crecimiento y condiciones de cultivo. Se
determiné que los genes mceA-B-C-E-F-G-H se transcriben tanto
en fase exponencial como estacionaria de crecimiento. En cambio,
para los genes mceD-I-J, se observé una disminucién en su
expresion en fase estacionaria. La disminucién de la transcripcion
de estos genes, daria cuenta de la pérdida de produccién de
microcina activa en fase estacionaria.

FONDECYT 1991017 y 2000016. * Becario CONICYT.

XII-6 ESTUDIO GENETICO MOLECULAR DEL GENDE
FITOENO DESHIDROGENASA DE Xanthophyllomyces
dendrorhous. Molecular genetic study of the phytoene
deshydrogenase gene from X. dendrorhous.Leén.R.; Barahona,S.;
Sepulveda,D.; Quatrini,R.; Alcaino,J.; Martinez,C. y Cifuentes,V.
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. email:
vcifuent@uchile.cl

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura carotenogénica
que sintetiza astaxantina cuya ruta de biosintesis ha sido determi-
nada a partir del andlisis quimico de sus intermediarios. En este
trabajo se describe el aislamiento y caracterizacién del gen ATX3
que codifica la enzima fitoeno deshidrogenasa aislado de un
fragmento BamHI de 18,5 kb de la genoteca de la cepa silvestre.
Un sub fragmento de 3,6 kb fue secuenciado e indica que el gen
tiene un tamafio de 2,8 kb. El andlisis de su secuencia indica que
la regién codificante corresponde a una proteina de 582 aa y estd
interrumpida por 11 intrones. Se observan dos zonas conservadas
de unién a nucledtido y a fitoeno respectivamente y su perfil de
hidrofobicidad sugiere 7 regiones unién a membrana.
Adicionalmente, tiene homologia con fitoeno deshidrogenasas de
hongos y bacterias.

Andlisis de cariotipo electroforético e hibridacién de DNA asocia-
do a mapeo de restriccién sugieren que el gen se encuentra en un
fragmento Pst/ de aproximadamente 30 kb en copia tnica en el
genoma. La transformacién de la cepa silvestre con una delecién
del gen produce colonias pdlidas y la re-transformacién de los
clones palidos con la misma delecidn resulta en la generacién de
clones albinos. El andlisis por PCR de los clones transformantes
indica que los clones palidos son heterocigotos y los albinos son
homocigotos. Estos resultados dan evidencia que indica que X.
dendrorhous es un organismo naturalmente diploide.
Financiado por DID ENL 2000/17 U. de Chile.

XII - 7 EFECTO DE LA DEHIDROLEUCODINA SOBRE
EPIMASTIGOTES DE Trypanosoma cruzi EN CULTIVO.
(The effect of Dehydroleucodine on cultured epimastigotes of
Trypanosoma cruziy Jiménez Ortiz V.'2, Sosa M.A.!, Giordano
0.2, Galindo, M .3,Galanti N.? 'THEM, UNCuyo; 2ICBM- Facultad
de Medicina, U. de Chile; *Cat. Qca. Organica, UNSL.

La dehidroleucodina (DhL) es un principio activo extraido de la
planta Artemisia douglassiana, que responde a una estructura de
sesquiterpeno lactona. Basdndonos en laactividad antiprotozoaria
descrita para otros extractos naturales, hemos estudiado el efecto
de esta droga purificada, sobre cultivos de T. cruzi, agente causal
de la enfermedad de Chagas.

Epimastigotes de la cepa tulahuen fueron cultivados en medio
Diamond a 28° C y tratados con distintas concentraciones de DhLL
(1-20 ug/ml), A las 24 horas de tratamiento, concentraciones de
2,5y 5 ug/ml de DhL son efectivas para inhibir la proliferacién de
los epimastigotes. A concentraciones superiores a 5 ug/ml, DhL
induce la muerte de los parésitos, observindose cambios
morfoldgicos importantes tales como alteracién de la forma,
vacuolizacién citoplasmatica y picnosis nuclear y lisis celular.
El efecto antiproliferativo y la induccién de muerte celular, fueron
dependientes de la concentracién y el tiempo de exposicién a la
droga, y hemos determinado en forma precisa las dosis de DhL
para provocar la inhibicién de la proliferaciéon y/o la muerte
celular. Ademis se realizé un estudio detallado sobre la estabili-
dad de la droga en el medio de cultivo y confirmamos que el efecto
inhibitorio se debe a la accién de la DhL y no a la accién de los
solventes utilizados como vehiculo. Ensayos previos mediante
incorporacién de leucina tritiada indican que 1a DhL no afectaria
la sintesis proteica de T.cruzi .

Estos resultados indican que DhL podria ser utilizada como una
droga en el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Nos propo-
nemos estudiar el mecanismo de accién de DhL y el
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XII - 8 ASPECTOS CELULARES DE LA DIFERENCIA-
CIONPOST-LARVALDE Mesocestoides corti. (Cellular aspects
of the post-larval differentiation of M. corti). Espinoza, L; Ferrer,
S; Galindo, M. y Galanti, N.. Lab. de Biologia Molecular, Prog. de
Biologia Celular y Molecular, I.C.B.M., Facultad de Medicina,
Universidad. de Chile.

Mesocestoides corti, es un platelminto parasito perteneciente a la
clase Céstoda. En su ciclo de vida presenta dos formas
morfolégicamente diferenciables, una forma larval que parasita a
reptiles y roedores y una forma adulta que parasita a mamiferos
carnjvoros. En este parasito se conoce poco acerca de su diferen-
ciaciény desarrollo debido, en parte, asu condicién de endoparasito
obligado y a su complejo ciclo de vida. Para superar esta limita-
cién, hemos desarrollado un sistema de cultivo in vitro en el cual
inducimos el desarrollo de M. cortihasta el estado adulto, utilizan-
do un tratamiento con tripsina por 24 horas, en medio RPMI 1640
con suero fetal de bovino 20%. El estudio de las larvas asi tratadas,
se prolongé por 14 dias obteniendo muestras cada 24 horas.
Utilizando este protocolo obtenemos al 5° dia post-tratamiento
con la proteasa, larvas segmentadas y al 10° dia, gusanos adultos
con drganos reproductores, que caracterizan al estado. Con el fin
de caracterizar los cambios celulares producidos durante la dife-
renciacion del pardsito, se realizé un estudio morfolégico a través
de microscopia pticay electrénica de transmisién y de barrido. La
actividad proliferativa del parésito fue caracterizada mediante la
incorporacion y cuantificacién de timidina-H? en el ADN y me-
diante analisis autorradiografico en cortes histolégicos. Los datos
disponibles muestran una disminucion de laactividad proliferativa
del parasito al 5°dia post-tratamiento con tripsina, coincidente con
el dia en que se produce su segmentacién. Estos resultados
sugieren que ambos procesos estan, al menos, temporalmente
desacoplados durante el desarrollo del pardsito.

Este andlisis celular y molecular, nos ha permitido identificar
territorios celulares en el pardsito que estdn en activa proliféracién
y que pueden participar en la ulterior diferenciacién del mismo. E1
establecimiento de esta relacion nos permitira identificar los genes
que regulan estos procesos y posteriormente su localizacién in situ.
Financiado por Proyectos: Andes-Antorcha-Vitae, SAREC, DID-
U. Chile 101372

XII - 9 ROL DE LA SACAROSA SINTASA EN
CIANOBACTERIAS (Sucrose synthase role in cyanobacteria).
Curatti, L.}, Flores, E.*y Salerno, G.L.!- 'Centro de Investigacio-
nes Bioldgicas - FIBA - CC.1348, 7600 - Mar del Plata - Argen-
tina; 2 IBVyF-CSIC-Sevilla-Espafia - fibamdq @infovia.com.ar

El metabolismo de la sacarosa ha sido ampliamente estudiado en
plantas superiores, en contraste con lo que se conoce en
microorganismos. Recientemente, hemos reportado la purifica-
€ién y caracterizaci6n bioquimica de la sacarosa sintasa (SuS) de
Anabaena sp. PCC 7119 y posteriormente el aislamiento del gen
que la codifica (susA). A partir de distintas evidencias, se ha
adjudicado a SuS la sintesis de sacarosa durante la fijacién de
dinitrégeno en cianobacterias. En este trabajo se ha investigado el
rol de SuSA en Anabanea sp. PCC 7119. Tanto la actividad
enzimdtica, como los niveles de su proteina (determinado por
mmunoandlisis) y de sus transcriptos (por RT-PCR competitiva y
extension del cebador) fueron menores durante la fijacién de
dinitrgeno que en células creciendo en nitrégeno combinado. Se
aislaron mutantes por insercién (susA-) que son capaces de crecer
en condiciones diazotroficas a una tasa similar a la cepa original.
La cepa mutante presenta varias veces incrementados los niveles
de sacarosa. Estos resultados indican que SuSA no actda en la
sintesis sino en el clivaje de sacarosa, y queda por establecer si la
disminucion de la expresion de SuSA estd relacionada con la
fijacion de nitrégeno a través de la regulacién de los niveles de
sacarosa en células vegetativas.

Apoyado por ANPCyT, FIBA, UNMdP, CONICET

XII-10 AISLAMIENTO DE MUTANTES EN EL GEN tonB
QUE COMPLEMENTAN MUTACIONES EN EL GEN DE
INMUNIDAD A MICROCINA E492. (Isolation of mutants on
tonB gene that revert mutations on immunity gene to microcin
E492). *Baeza, M., Monasterio O. y Lagos R. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La microcina E492 es una bacteriocina cuyo mecanismo de accién
es por la formacion de canales i6énicos en la membrana
citoplasmatica de las bacterias sensibles, y que requiere de la
proteina TonB para su translocacién/insercién en lamembrana. La
cepa productora de esta microcina se protege de la autodestruccién
mediante la sintesis de una proteina de inmunidad (MceB), que es
integral de membrana. La accién protectora de esta, podria ser
mediante una interaccién con TonB, impidiendo la translocacién/
insercién de la microcina en la membrana, o por una interaccién
directa con la microcina E492 que neutraliza su accién.

Para dilucidar el mecanismo de MceB, se realizé mutagénesis in
vitro con hidroxilamina y se aislaron cuatro mutantes puntuales
que resultaron en una pérdida de la inmunidad. Las mutantes
presentaron un cambio conservado de un residuo de alanina por
una valina en la posicién 17 (1 mutante) y 77 (3 mutantes). De
acuerdo con la prediccidn topoldgica de MceB estos cambios
estarian ubicados en la primera y tercera hélice transmembrana
respectivamente. La naturaleza de los cambios nos sugiere una
interaccion especifica, por lo que se investigé la posibilidad de
encontrar mufantes compensatorias en TonB. Se aislaron 16
mutantes en TonB que recuperan la inmunidad. La caracterizacién
de estas mutantes nos permitird definir la posible interaccién de
TonB con MceB.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1991017 y 2990028. *Be-
cario CONICYT
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XIII - BIOMEDICINA

XIII - 1 ESTUDIO CLINICO-GENETICO MOLECULAR
DE LA FIBROSIS QUISTICA EN LA V REGION, CHILE
(Molecular genetics and clinical study of cystic fibrosis in the V
region, Chile). Molina. G.l; Gonzilez, F. ; Cave, R.z; Deglin, M.3;
Millinarski, A.°, CarvalloP.*. 'Laboratorio de Biologfa y Genética
Molecular, *Laboratorio de Inmunolo gia, 3Dc:panmento de Pedia-
tria, Universidad de Valparaiso; * Laboratorio de Genética
Molecular Humana, Pontificia Universidad Catélica de Chile.
Socio Patrocinante Dra. Pilar Carvallo.

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria letal mds
frecuente en poblaciones caucidsicas. En Chile, se ha estimado una
incidencia de 1:4000 recién nacidos, basdndose en la composicién
étnica. El diagnéstico se efecttia por una concentracién de cloro en el
sudor > 60 Meq/L. Es cansada por mutaciones en el gen CFTR, siendo
ta més comtin AF508. En poblaciones étmicamente similar a la nuestra,
AF508 es la mutacién mas frecuente seguida por G542X. Previamente
se habia reportado en pacientes chilenos, una frecuencia de AF508
de 29.2 %. Nuestro objetivo es la deteccion de las mutaciones presentes
en CFTR, en 14 pacientes con un diagnostico clinico concluyente de
FQ. Los 14 pacientes presentan cuadros respiratorios recurrentes,
acompafiado mayoritariamente por mala absorcion y electrolitos en
sudor alterados. En 11 pacientes, se encontraron valores normales de
inmunoglobulinas séricas, linfocitos totales, CD3", y B. Las
mutaciones AF508, G542X y N1303K fueron analizadas mediante
RFLP-PCR. Se detectd la mutacion AF508 en 5 cromosomas y la
mutacién G542X en 2. Esta es la primera vez que se detecta la
mutacién G542X en la poblacién chilena.

Proyecto Apertus.

XIIT - 2 ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN DEL
RECEPTOR DE HORMONA DE CRECIMIENTO, EN
PACIENTES CON INSENSIBILIDAD PARCIAL A LA
HORMONA. (Molecular study on the growth hormone receptor
gene in patients with partial GH insensitivity) 1Sjoberg. M.,
'Espinosa, C., 'Dagnino, A., *Salazar, T., *Cassorla, F., *Mericq, V.,
!Carvallo, P. ‘Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catélica de Chile,
2IDIMLI, Universidad de Chile, Santiago.

Defectos en la hormona de crecimiento (GH), o su receptor (GHr)
constituyen algunas de las causas conocidas de la talla baja severa,
como es el caso del sindrome de insensibilidad a GH (IGH o sindrome
de Laron). El sindrome IGH o de Laron es causado por mutaciones,
que se presentan comtnmente en forma homocigota en el gen GHr.
Diversos nifios presentan una talla baja no patoldgica, llamada
idiopética, que podria estar causada por alteraciones menores en la
GH o sureceptor. En este trabajo se analizé de la secuencia codificante
del gen GHR en 26 pacientes chilenos, con talla baja idiopdtica, con
el fin de analizar la presencia de mutaciones. Se extrajo DNA
gendémico de cada paciente, y se amplificaron por PCR los exones 2
al 10 del gen GHr. Cada uno de los fragmentos amplificados fueron
analizados por la técnica de SSCP, y posteriormente secuenciados.
Se detectaron dos cambios polimérficos, uno correspondiente a una
transicién de A-G en la tercera posicién del codén 168, en el exdn 6,
presente en 6 pacientes. El segundo corresponde a una transversién
C-Aenla primera posicién del cod6n 526, en el exén 10, encontrada
en 13 pacientes. Ademds se encontré una mutacién presente en un
paciente y en su padre en forma heterocigota, que corresponde a una
transicién C-T en la primera posicién del codén 161, en el exén 6. La
mutacién genera un cambio aminoacidico de arginina por cisteina en
una regién del dominio extracelular del receptor que presenta 7
cisteinas. Interesantemente esta mutacion fue descrita previamente
en pacientes con IGH, en forma homocigota, y ahora se encuentra en
forma heterocigota en un paciente con insensibilidad parcial a GH.
(Fondecyt 197-0276)

XIII - 3 RELACION ENTRE NGF Y SU RECEPTOR DE
BAJA AFINIDAD (p7SNGFR) CON LA GENERACION DE
QUISTES OVARICOS (The relationship between NGF and its
low affinity receptor (p75NGFR) with the generation of cystic
ovaries) Avalos AM, Lara HE, Fiedler, JL. Laboratorio de
Neurobioquimica. Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular. Universidad de Chile.

El sindrome de ovario poliquistico (PCOS) afecta a la mujer
frecuentemente y estd asociado con alteraciones endocrinas y
anovulacion. La administracién de valerato de estradiol (EV) en
ratas produce una condicién de ovario poliquistico similar al PCOS
humano. En este modelo ocurre un aumento en la sintesis y
liberacién de noradrenalina desde los terminales nerviosos
simpdticos que inervan el ovario y también se producen cambios
en los niveles ovdricos del factor de crecimiento nervioso (NGF)
y de su receptor p75NGFR, los que podrian mediar la generacién
de quistes ovaricos.

El objetivo de este estudio fue verificar, en ratas denervadas con
guanetidina (GD), si el EV es capaz de inducir cambios en el
contenido de NGF y en la expresién de p7SNGFR que podrian
relacionarse con la formacién de quistes en ausencia de inervacion
simpatica. Encontramos que el tratamiento con GD aument6 el
contenido de NGF, sin modificar la expresién de p75SNGFR. El
tratamiento con EV disminuyé el contenido de NGF y aumenté
significativamente la expresién de p75NGFR. El tratamiento con
GD y EV produjo resultados similares al EV. En conclusién, el
efecto de]l EV prima por sobre el efecto de laGD y estaria asociado
con un aumento temprano en la expresién de p75SNGFR, lo cual
regulariala disminucién del NGF y podria comandar la formacién
de quistes ovdricos en ausencia de inervacién simpdtica.
Fondecyt 199-0771, DID Sal 002/2

XIIT — 4 ACTIVIDAD METALOPROTEINASICA ANOR-
MAL EN PACIENTES CON PARAPARESIA ESPASTICA
TROPICAL (Abnormal metaloproteinase activity in patients
with tropical spastic paraparesis). Vasquez!'F, Collados' L, Kettlun'
AM, Garcia' L, Salgado S', Cartier? L, Valenzuela' MA. ' Depto
Bioquimica y Biologia Molecular. Fac. Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas. Univ. Chile; ?Depto Ciencias Neurol6gicas, Fac.
Medicina. Univ. Chile.

La modificacién proteolitica de la superficie neuronal por actividad
metaloproteindsica de matriz extracelular (MMP) seria relevante
en la regeneracién neuronal. La paraparesia espéstica tropical
(PET) asociada al retrovirus HTLV-1, muestra la degeneracién
axomielinica en los haces corticoespinales de la médula espinal,
vinculada con la infeccién de los linfocitos T.

El objetivo del presente trabajo fue comparar el tipo de actividad
MMP presente en el liquido céfalorraquideo (LCR) de pacientes
con PET (23 casos) con controles (23 casos). Esto se realizé
mediante zimograffa para las MMP-2 y MMP-9 e “immuno dot”
para MMP-3. El posible dafio de la barrera hematoencefalica se
detectd cuantificando la alblimina humana mediante electroforesis
capilar. A su vez los cambios relativos de los TIMPs (inhibidores
tisulares de las MMPs) se determinaron mediante “immunowestern
blot”.

En el LCR de todos los individuos estudiados se detect6 MMP-2,
en cambio sélo en pacientes con PET se observé MMP-9, la que
mostré diferencias en la intensidad entre pacientes. La presencia
de MMP-3 en los pacientes con PET fue mds evidente, en cambio
fue dificilmente detectada en los controles. También se observé
un aumento de los niveles de los TIMPs comparado con los valores
promedios de los controles.

Financiado por Fondecyt 1000-874.



REUNION IBEROAMERICANA DE BIOQUIMICA, BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOLOGIA CELULAR 7 7

XIIt ~ 5 ALELOTIPIFICACION A TRAVES DE TODO EL
GENOMA EN CANCER DE LA VESICULA BILIAR (CVB)
(Genome-wide allelotyping analysis in gallbladder carcinoma).
Wistuba I, Tang M, Maitra A, Alvarez H, Troncoso P, Pimentel F,
Gazdar A. Deptos. de A. Patoldgica y Cirugia, Facultad de
Medicina, P. Univ. Catélica de Chile; Hamon Center, UT-
Southwestern Medical Center, Dallas, Texas, USA. (FONDECYT
1990489).

E1 CVB es una de las neoplasias con més alta mortalidad en Chile.
Existe escasa informacién acerca de las alteraciones genéticas
involucradas en su patogenia. La identificacion de genes supresores
de tumores (GST) relevantes en una neoplasia incluye el estudio
de deleciones de las regiones cromosomales que los contienen,
conocido como an lisis de pérdida de heterocigocidad (PH) o
alelotipificacién. Nuestro objetivo fue determinar el patrén de PH
en CVB a través de la alelotipificacién de todo el genoma humano
para identificar GST potencialmebte importantes en su patogenia.
Se realizé alelotipificacién de ADN extraido de tejido
microdisecado de 24 CVB mediante amplificacién por PCR de
170 marcadores microsatélites localizados en todos los brazos
cromosomales autosémicos no acrocéntricos y el cromosoma X.
Se determind una alta tasa de PH en CVB, expresada por el indice
de fraccién de pérdida de alelo (promedio 43%). Trece brazos
cromosomales (3p, 6q, 7q, 8p, 9p, 9q, 11q, 12q, 17p, 18q, 19p,
Xq, 22q) presentaron una muy alta frecuencia (>60%) de PH. Se
identificaron a lo menos 22 regiones cromosomales (“hot-spots™)
con frecuencia de PH >50%, algunas de las cuales contienen GST
potenciales o conocidos. Nuestros resultados proveen informacién
acerca de las regiones cromosomales (“‘hot-spots”) que pueden
contener GST potencialmente relevantes en la patogenia del CVB.
La determinacién del papel de estos genes en CVB es fundamental
para el conocimiento de su patogenia y el disefio de futuras
estrategias en la deteccion precoz y en eventuales terapias génicas
en esta neoplasia.

XIII - 6 PROBABLE MECANISMO CONDUCENTE ALA
OBLITERACION DEL ACUEDUCTO CEREBRAL EN EL
RATON MUTANTE hyh QUE DESARROLLA HIDRO-
CEFALIA CONGENITA. (Probable mecanism leading to the
obliteration of the cerebral aqueduct in the mutant mouse hyh
developing congenital hydrocephalus). Wagner, C., Rodriguez,
EM., Rodriguez, S.

La hidrocefalia congénita humana y de otras especies mamiferas
puede ser del tipo comunicante 0 no comunicante. Esta tltima se
caracteriza por la obstruccién de conductos cerebrales estrechos,
como el acueducto de Silvio (AS). Se ha postulado que la
obliteracion del AS es la causa primaria de la hidrocefalia
congénita. Se ha observado que en ratones hidrocefilicos de la
cepa hyh recién nacidos coexiste una hidrocefalia moderada con
un AS caudal comunicante. Esto indica que la obliteracién del AS
caudal no es causa primaria de hidrocefalia. Ademas, en crias
hidrocefalicas de PN-5 se observé obliteracién del AS caudal.
Estos hallazgos nos llevaron a realizar un estudio morfolégico en
crias de ratones heterocigotos entre los dias PN-2 y PN-4, para
detectar el momento en que se produce la obliteracién del AS
caudal y obtener evidencias que clarifiquen el mecanismo
involucrado en ella. Se observé que las crias hidrocefélicas de
todas las edades estudiadas, presentaron denudamiento
ependimario en zonas bien delimitadas. Un animal PN-4 present6
hidrocefalia moderada coexistente con un AS caundal comunicante,
pero con denudamiento epéndimario de sus paredes. Este hallazgo
indica que el denudamiento ependimario es un evento que precede
ala obliteracion del AS caudal. Ninguna de las crias hyh presentd
fibra de Reissner en el AS, a diferencia de sus hermanas normales.
Esto sugiere que una alteracién del complejo 6rgano subcomisural-
fibra de Reissner coexiste con el denudamiento ependimario del
AS o lo precede.

Proyecto FONDECYT-1000435.

XIII — 7 CAMBIOS GENETICOS TEMPRANOS EN PIEL
HUMANA NORMAL CON EXPOSICION SOLAR
CRONICA (Early genetic changes in normal human skin with
chronic sun exposure). Brown, N., Carvallo, C., Graumann, R.,
Gonzélez, S., Molgd, M., Alvarez, M., y Ziegler, A. Programa de
Céncer, P. Universidad Catdlica de Chile (Patrocinante: P.
Carvallo)

En céncer de piel no-melanocitico, 23% de los carcinomas de
células escamosas (CCE) y 31% de las queratosis actinicas
premalignas (QA), presentan pérdida de heterocigosidad en el
cromosoma 3p. La mutacién del gen supresor de tumores p53 es
frecuente en ambas lesiones (>60%) y constituye un cambio
genético temprano. Para estudiar las alteraciones tempranas que
llevan al desarrollo de CCE y QA, analizamos 33 pares de biopsias
de piel humana normal tomadas de una zona expuesta y de una
protegida del sol, respectivamente. El andlisis de pérdida de
heterocigosidad revelé deleciones sélo en piel expuesta: 5/23
(22%) muestras tuvieron pérdida en 3pter-p24.2, y 2/15 (13%) en
3p24.2-p22. Se midio6 la actividad de telomerasa en extractos de
cada biopsia por la posible existencia de un gen represor en 3p.
No hubo una diferencia significativa entre la actividad en pieles
expuestas y no expuestas, ni una correlacién entre actividad y
pérdidas cromosomales en 3p. Finalmente, la sobreexpresion de
P53 en los tejidos fue 3 veces mds frecuente en piel expuesta que
en piel no expuesta, concordante con una mayor frecuencia de
mutacién de pS3. Los datos sugieren que en cancer de piel no-
melanocitico las pérdidas cromosomales en 3p son un evento
temprano que puede preceder la mutacién de p53. Fondecyt
1980926.

X111 - 8 CELULAS PRODUCTORAS DE MMPs EN GLAN-
DULAS LABIALES DE PACIENTES CON SINDROME DE
SJOGREN Y SU ACCION PROTEOLITICA SOBRE MO-
LECULAS DEMEC. (Detection of metalloproteinases producing
cells in labial glands of patients with Sjégren’s syndrome and its
proteolytic action on ECM). Pérez. P.; Alliende, C.; Goicovich, E.;
Aguilera, S.; Leyton, C. y Gonzélez, MJ. Programa de Biologia
Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina Universidad de
Chile, clinica INDISA.

El sindrome de Sjogren (SS) es una exocrinopatia que afecta a las
glandulas salivales (GS). Estas presentan infiltracién linfocitaria,
autoanticuerpos y pérdida de funcionalidad. Tradicionalmente, se
ha considerado al infiltrado inflamatorio responsable de la des-
truccién del parénquima glandular. Sin embargo, ratones NOD,
que desarrollan esta patologia, cuando se cruzan con ratones scid,
la progenie exhibe dafio glandular en ausencia de infiltrado infla-
matorio. Ademds, presentan altos niveles de MMPs, enzimas que
participan en el remodelamiento de la MEC. En GS de pacientes
con SS encontramos niveles elevados de actividad gelatinolitica
de MMP-9 y niveles bajos de MMP-2, sugiriéndo que estas
enzimas podrian estar involucradas en el dafio glandular observa-
do en el SS. Considerando estos antecedentes decidimos investi-
gar las células que producen MMPs y confirmar la capacidad de
homogeneizados glandulares de pacientes para degradar molécu-
las de MEC. Con este propdsito, en biopsias de pacientes con SS
e individuos controles se detectaron por inmunohistoquimica las
MMPs 2, 3 y 9; y se realizaron ensayos de degradacién para
colageno IV, laminina y fibronectina. Las tres enzimas se detecta-
ron exclusivamente en células acinares y ductales, En pacientes se
observé marcada inmunoreactividad para MMP-3 y 9, mientras
MMP-2 mostré baja intensidad en ambos grupos, correlaciondndose
con la actividad gelatinolitica. Los ensayos de degradacién de
sustrato revelaron una elevada actividad protedsica en los
homogeneizados de pacientes para las moléculas estudiadas.
Estos resultados sugieren que MMPs presentes en acinos y ductos
degradarian la ldmina basal. gatillando la destruccién del
parénquima glandular.

Parcialmente financiado por laboratorios Tecnofarma y Chile.
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XIII-9 DESORGANIZACION DE LA LAMINA BASALDE
ACINOS Y DUCTOS DE GLANDULAS LABIALES DE
PACIENTES CON SINDROME DE SJOGREN
(Disorganization of the basal lamina in acini and ducts of labial
glands of patients with Sjogren’s syndrome). Molina, C.; Aguilera,
S.; Ferndndez J.; Olea N. Alliende, C.; Leyton, C.; Pinto, R. y
Gonzélez, MJ. Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM,
Facultad de Medicina, Facultad de Ciencias Universidad de Chile
y Clinica INDISA.

Para la integridad estructural y funcional de los epitelios es
fundamental la interaccién de la célula epitelial con la ldmina
basal. En el sindrome de Sjogren las gldndulas salivales experi-
mentan una pérdida progresiva del parénquima glandular. Traba-
jos previos de nuestro laboratorio han demostrado que los
homogeneizados de las glindulas salivales de estos pacientes
presentan un incremento importante en la actividad gelatinolitica
de MMP-9, enzima que degrada coldgeno IV, componente de
ldmina basal.

En este trabajo evaluamos si la destruccién del parénquima
glandular estd correlacionada a alteraciones en su ldmina basal.
Para esto se utilizaron biopsias de pacientes con sindrome de
Sjogren y de individuos controles, por métodos inmuno-
histoquimicos se detect6 la presencia y distribucion de coldgeno
IV y laminina. Ademds las muestras se analizaron por microscopia
electrénica.

En los individuos controles la lamina basal se present6 como una
linea de inmunoreactividad intensa y de limites definidos alrede-
dor de acinos y ductos. En los pacientes con sindrome de Sjogren
se observaron alteraciones en la intensidad y distribucién de
inmunoreactividad para colageno IV y laminina. Estos cambios se
presentaron solamente en acinos y ductos y no afectaron la lamina
basal de otras estructuras, esto sugiere que se trata de un proceso
degradativo localizado. Las alteraciones en la ldmina basal no se
correlacionaron con la presencia de infiltrados inflamatorios. E1
andlisis de la microscopia electrénica mostrd una desorganizacién
importante de la ldmina basal y en algunas zonas esta estructura
estaba completamente ausente, confirmando los hallazgos
inmunohistoquimicos.

Estos resultados junto a aquellos obtenidos por otros autores en
modelos experimentales permiten postular que un dafio inicial en
la interaccion célula exocrina-limina basal podria desencadenar
una cascada de eventos que gatille en parte la pérdida en la
homeostasis glandular.

Parcialmente financiado por DID-053 1998, U de Chile, Labs.
Chile y Tecnofarma.

XIII - 10 DESTINACION ANORMAL DE PROTEINAS DE
MEMBRANA PEROXISOMAL EN CELULAS HUMANAS
MUTANTES EN LA BIOGENESIS PEROXISOMAL.
(Abnormal targeting of peroxisomal membrane proteins in human
peroxisomal biogenesis mutant cells) Toro, A., Araya, C., Perez,
C. Venegas, A., Koenig, C. y Santos. M. J. Departamento de
Biologia Celular y Molecular, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

Las afecciones a la biogénesis peroxisomal (ABP) corresponden
a un grupo de enfermedades genéticamente heterogéneas, que
producen miltiples defectos en la funcién peroxisomal. A nivel
morfoldgico, la gran mayoria de las lineas celulares derivadas de
pacientes con ABP, presentan fantasmas peroxisomales (FPs), en
lugar de peroxisomas normales. Estos FPs se caracterizan por
poseer la capacidad de importar proteinas de membrana
peroxisomal (PMPs), pero no proteinas de matriz (Santos et al.
Science 239: 1536-1538 (1988). Sin embargo, estudios recientes
han reportado la ausencia de FPs en algunos pacientes con ABP.
Ello reviste gran interés, ya que ello podria ayudar a descifrar
etapas de la biogénesis de PMPs.

Aqui describimos 2 lineas celulares de pacientes con ABP que
presentan ausencia de FPs. En ellas, el nivel de las proteinas
PMP70 y PMP22, era normal, concentrdndose en la fraccion
organelar. Sorprendentemente, los fibroblastos de estos pacientes
presentaron la PMP53, localizadas erréneamente en las
mitocondrias. Ademds, estas lineas celulares pertenecen a nuevos
grupos de complementacién genética y complementan entre si.
Proponemos un modelo para explicar cémo éstas 2 lineas celulares,
con distintos genes afectados, presentan PMPs erréneamente en
las mitocondrias.

Financiamiento FONDECYT 1980978.
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XIV - EXPRESION GENICA'Y
TRANSDUCCION DE SENALES

XIV - 1 CaMK Y MAPK PARTICIPAN EN LA EXPRESION
DE PROTEINAS SINAPTICAS (CaMK and MAPK are
involved in the synaptic protein’s expression). Mendoza L., Garcia
C.J., Awad Y., Garcia-Olivares J., Tonk E. y Cérdenas A.M.
Laboratorio de Farmacologia, Escuela de Medicina y Centro de
Neurociencia de Valparaiso, Universidad de Valparaiso, Chile.
Financiado por Fondecyt 1991018 y Centro de Neurociencia de
Valparaiso. Patrocinio: Dr. Gustavo Gonzdlez.

Examinamos las vias de transduccion de sefiales involucradas en
lainduccién de la expresién de la proteina presindptica SNAP-25,
utilizando inhibidores selectivos de proteinkinasas. Laincubacién
de células cromafines en un medio enriquecido en K* (38 mM)
durante 48h aument6 2.2+0.3% (n=12) la expresion de SNAP-25.
Esta elevacion en los niveles de la proteina fue reducida por los
inhibidores de la calmodulinkinasa (CaMK), KN62 (10uM) y
KN93 (10 uM) en un 70+9% (n=7) y en un 88%£11% (n=5),
respectivamente. KN92 (10uM), andlogo inactivode KN93, inhibié
en un 29+5% (n=3). Los inhibidores de la proteinkinasa activada
por mitégenos (MAPK), PD98059 (50uM) y U0126 (10uM),
también inhibieron el aumento en la expresién de SNAP-25,
bloqueando por un 45£11% (n=5) y 59+16% (n=4), respectiva-
mente. Laincubacién de las células en presencia de KN93 (10uM)
mdas U0126 (10uM), inhibi6 en un 89+£11% (n=4). El aumento en
los niveles de SNAP-25 inducido por despolarizacién no fue
afectado por H-89 (inhibidor de la proteinkinasa A) ni por Go-
6976 (inhibidor de la proteinkinasa C). Estos resultados sugieren
que tanto CaMK como MAPK estan involucradas en lainduccién
de la expresién de SNAP-25.

XIV - 2 ACTIVACION DE ERK-2 Y FAK EN
CARDIOMIOCITOS SOMETIDOS A ESTIRAMIENTO
MECANICO O TRATADOS CON AGONISTAS HIPER-
TROFICOS. (Activationof ERK-2 or FAK instrain- and hypertrophic
agonists- treated ventricular myocytes in culture). Meléndez J, Cam-
pos X, Gédlvez A, Lavandero S. Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Fac. Cs. Quimicas y Farmacéuticas, U. de Chile.

Las proteinas kinasas ERK-2 (Extracellular Regulated-Kinase-2) y
FAK (Focal Adhesion Kinase) son transductores claves en la hiper-
trofia cardiaca inducida por estimulos quimicos y/o mecdnicos. En
este trabajo se evalu6 el curso temporal de la activacién de ERK-2 a
cortoy mediano plazo y surelacién con la hipertrofiacardiaca in vitro.
Ademis, se determiné si FAK experimenta transactivaciéon por
agonistas hipertréficos en cardiomiocitos en cultivo. Cardiomiocitos
neonatos de rata fueron tratados entre 0-120 min. y/o por 24-72h con
angiotensina I (AIl, 1mM), fenilefrina (10 uM), factor de crecimien-
to andlogo a insulina tipo [ (IGF-I, 100 nM), sometidos a estiramiento
estatico multiaxial (12%) o tratados con un anticuerpo anti f$1-
integrina (100 pg/ml). Tanto para ERK-2 como para FAK, se deter-
minéel gradode fosforilacion por IWB. Pararelacionar estos cambios
con el proceso hipertréfico, se determinaron los niveles proteicos de
B-MHC. Los resultados mostraron que ERK-2 fue fosforilada tem-
pranamente (5 min.) por todos los estimulos siendo inhibida parcial-
mente porcitocalasina-D. Se observé laactivacién sostenida de ERK -
2alas 24y 48 h. La expresién de B-MHC aument6 con IGF-1 a las
24h y para el resto de los estimulos a las 48h. La activacién de ERK-
2(24h)fueinhibida por PD-98059(PD, inhibidor de MEK) paratodos
los estimulos, excepto para el estiramiento. La expresién de §-MHC
(24h) fue atenuada sélo en las células tratadas con PD e IGF-I. La
accién de genisteina (G, inhibidor de tirosina-kinasas) sélo se observé
en presencia de IGF-I, All y el anticuerpo anti (§ 1-integrina, siendo la
expresion de 3-MHC atenuada s6lo en los miocitos tratados con G e
IGF-1. Todos los estimulos mostraron activacién de FAK aunque en
magnitudes y tiempos distintos.

Seconcluye queel estiramiento mecinicomultiaxial, y otros agonistas
hipertréficos, comparten vias transduccionales comunes durante el
establecimiento de la hipertrofia cardiaca.

Fondecyt 2960046 ; 1980908

XIV-3ANALISISMEDIANTE MICROARRAYS DE EXPRE-
SION GENICA DIFERENCIAL EN EXPLANTES DE RETI-
NA FETAL HUMANA CULTIVADOS CONDHA. (Microarray
analysis of differentially expressed genes in human fetal explants
cultured with DHA) Martinez. J.I., Uauy R, Rojas C.V. INTA,
Universidad de Chile. (Patrocinio: Martinez, J)

La deficiencia dietaria de DHA en neonatos produce disminucién en
la agudeza visual y alteraciones electro- retinograficas en los
fotorreceptores bastones. El DHA y otros dcidos grasos polinsaturados
modulan la expresién de genes del metabolismo lipidico, de glucosa,
del proceso inflamatorio y otros. Este trabajo se ha enfocado a
determinar el efecto de DHA sobre la expresién génica en explantes
de retina fetal humana. A partir de los mRNAs extraidos de explantes
cultivados con o sin DHA se sintetiz6 cDNAs marcados con distin-
tos fluoréforos, que fueron hibridados a los “DNA-microarrays”. La
expresion génica diferencial fue determinada de la intensidad relativa
de los fluoréforos en cada gen del microarray.El nivel de los transcritos
cambié en 19% de los 2400 genes analizados, de los cuales el 80%
incrementd su expresion en presencia de DHA. Entre los tltimos, se
encuentran aquellos que codifican enzimas del metabolismo lipidico
(B-oxidacién, elongacién, desaturacion de dcidos grasos y sintesis de
colesterol). Entre otros, también aumentaron los transcritos relacio-
nados con sintesis de protaglandinas (inhibidor de la PLA2,
leukotrieno A-4 hidrolasa, hidroperoxido glutation peroxidasa) y los
genes de transduccidn sefiales MEK-ERK ( Erk 1, Elk-1).

Los muiltiples cambios de expresién génica podrian explicar los efectos
del déficit de DHA en la funcién visual.

Financiamiento: Citedra Presidencial 1996




T —

80 REUNION IBEROAMERICANA DE BIOQUIMICA, BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOLOGIA CELULAR

XIV - 4 DIFERENCIACION DE LA LINEA NEURAL B12
MEDIADA POR ACTIVADORES DE PPAR GAMMA;
SINERGISMO CON ACIDO RETINOICO. (B12 Neural cell
line differentiation by PPAR gamma activators; synergism of
Retinoic acid). Roth A., Leisewitz A., Inestrosa N.C. y. Bronfman
M. Unidad de Bioquimica Celular y Genética, Fac. de
Cs.Biolégicas. Pontificia Universidad Catélica de Chile.

El Sistema Nervioso Central (SNC) presenta un alto contenido de
lipidos y una gran variedad de estructuras lipidicas complejas, por
lo que es de gran interés caracterizar sus mecanismos de regula-
cién en el CNS y la susceptibilidad a modificaciones por factores
exogenos.

Los factores de transcripcién activados por dcidos grasos PPAR
(peroxisome proliferator acitvated receptor, o,8,y) son una
subfamila de receptores nucleares activados por ligandos (inclu-
yendo drogas de uso médico y contaminantes ambientales), que
forman hetero-dimeros con el receptor de dcidoretinoico y regulan
la transcripcion de genes involucrados en el metabolismo lipidico.
La linea neural B12 pertenece al linaje oligodendrocitico ya que
expresaf3-Galactocerebrésido, CNPase y MOSP; ademas presentan
las tres isoformas de PPAR. Activadores de PPARY (troglitazona y
PGJ2) generan arresto de la proliferacién y diferenciacién
morfoldgica de dichas células. El ciprofibrato, activador débil de
PPARY es sinergistico con dcido Retinoico, diferenciando las célu-
las B12 a concentraciones 1000 veces menores a las necesarias para
obtener el mismo efecto por cualquiera de estas vias independientes.
Ademis, la activacién de PPAR a por ciprofibrato genera una
aumento de expresion de Acyl-Coa Oxidasa, enzima limitante en la
f-oxidacién peroxisomal. Estos resultados demuestran un rol inte-
resante y diferencial de los PPARs en una linea neural emparentada
con los oligodendrocitos, encargados de la sintesis de la estructura
lipidica més importante del SNC: La vaina de Mielina.
Agradecimientos: Fondecyt:2980023 y 1990155, Fondapy MIFAP.

XIV - 5 AUMENTO DE LA COMUNICACION
INTERCELULAR MEDIADO POR ACIDO RETINOICO
SE CORRELACIONA CON CAMBIOS EN
PROLIFERACION Y APOPTOSIS EN CELULAS MCF-7.
(Enhanced gap junctional intercellular communication by retinoic
acid correlates with cell growth and cell death changes in MCF-7
cells). Séez, C.G., Montoya, M.I. y Alvarez, M. G. Programa de
Céncer. P. Universidad Cat6lica de Chile. (Patrocinio: Dr. José
Chianale).

Como agentes quimiopreventivos, los retinoides inhiben el
crecimiento y promueven la diferenciacién celular siendo su
mecanismo de accién adn investigado. Un crecimiento disminuido
y un estado de mayor diferenciacion celular ha sido, por otro lado,
correlacionado con un aumento de la comunicacion intercelular
(CI) por Uniones en Hendidura (UHs). Estudiamos el efecto del
4cido all-trans retinoico (AR) sobre la CI por UHs, en células
humanas de cancer mamario' (MCF-7), como uno de los posibles
mecanismos de su accién quimiopreventiva. Se analizé la CI
mediante microinyeccién de Amarillo de Lucifer y “scrape-
loading”, y la expresién de conexinas 43, 40 y 26 (proteinas
estructurales de las UHs) por inmunocitoquimica en células MCF-
7 tratadas con AR 10 M durante 6 dias. La proliferacién celular
se analiz6 por incorporacién de Bromo-deoxy-uridina y la muerte
celular por tincién con ioduro de propidio y degradacién de DNA.
AR aument6 la CI por UHs (35% +/- 5%) en células MCF-7
hasta 72 h de tratamiento e indujo una redistribucién de conexinas
43,40y 26 hacia la membrana de aposicion. En las células tratadas
con AR se observé una disminucion de la proliferacion celular y
un retardo en la apoptosis comparadas con las células control.
Los resultados sugieren que AR aumenta la CI por UHs en células
MCEF-7, lo que se correlaciona con cambios celulares relacionados
con proliferacién y apoptosis celular.

Fondecyt # 1990120.

XIV - 6 CARACTERIZACION DE LA QUINASA RELA-
CIONADA A LA CDC2P,CRK3,ENTRYPANOSOMA CRUZI
(Characterization of the Cdc2p-related kinase, CRK3, in T cruzi).
Santori MI, Laria S , Gomez EB, Muiioz MJ y Téllez Ifién MT.
INGEBI - CONICET y FCEyN, UBA. Buenos Aires, Argentina.

Las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) son elementos
esenciales en el control del ciclo celular eucariota. La actividad
de estas quinasas estd regulada por eventos de fosforilacion y
desfosforilacién, ast como por la asociacion a ciclinas e inhibidores
de CDKs. En distintos protozoarios se han descripto proteinas
relacionadas a la Cdc2p, Cdc2p-Related Kinases (CRKs), por
homologia de secuencia sin poder asignarles una funcién en el
control del ciclo celular.

Numerosas CRKs han sido descriptas en tripanosométidos, sin
embargo, no se ha establecido su funcién. En nuestro laboratorio
se han clonado dos quinasas relacionadas a la Cdc2p: TzCRK1 y
TzCRK3. Mediante la técnica del doble hibrido se identificaron
tres ciclinas asociadas a TzZCRK1, TzCYC4, 5 y 6.

Ensayos de Western blot empleando un antisuero policlonal,
revelaron la presencia de la TzCRK3 en distintas fracciones
subcelulares del parasito. En los distintos estadios del parasito se
observaron diferencias tanto en el patrén de migracion como en la
localizacién subcelular de la quinasa. A partir del suero total
especifico, se purificaron IgGs. Estas fueron usadas en ensayos de
inmunoprecipitacién de extractos solubles de epimastigotes. Los
complejos inmunoprecipitados presentaron actividad de quinasa
de histona HI. Los inhibidores especificos de CDKs, Olomucina,
Flavopiridol y Roscovitina, anularon la actividad quinasa
inmunoprecipitada.

Dos de las tres ciclinas identificadas para TZCRK1, CYC4 y 5,
fueron capaces de asociarse ademads, con TzZCRK3. Esto sugeriria
que ambas quinasas pertenecen a la familia de las CDKs.
Financiado por UBA, FONCyT, CONICET y OMS.

XIV — 7 ROL DE LA FOSFATIDILINOSITOL 3-KINASA
(PI3-K) EN LA RESPUESTAANTIAPOPTOTICA DELIGF-
1 EN EL CARDIOMIOCITO (Role of PI3-K on the IGF-1
antiapoptotic response in cardiomyocytes). Eltit JM, Morales MP,
Lavandero S. Depto. Bioquimica y Biologia Molecular, Fac.
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Hemos demostrado en el cardiomiocito que: a) el estrés
hiperosmético produce apoptosis, siendo prevenida por el factor
de crecimiento andlogo a insulina tipo-1 (IGF-1) (BBRC 70:1029,
2000) y b) la activacién del receptor para IGF-1 (RIGF-1) estimula
las actividades de PI3-K y de proteina kinasa B (PKB), sustrato
fisiolégico de PI3-K. Por ello, en este trabajo se evalud la
participacién de la PI3-K en la accién antiapoptética del IGF-1
en cultivos de cardiomiocitos de rata expuestos a sorbitol (0,3 M)
por 24 h.

Los resultados mostraron que la fragmentacién del DNA (evalua-
da por electroforesis en gel de agarosa y por la técnicade TUNEL)
y niveles de la proteina proapoptética bel-xs aumentaron, respecto
a los controles, en 470, 64 y 310%, respectivamente, en los
cardiomiocitos expuestos a sorbitol. IGF-1 (100 nM) atenué
todos estos pardmetros de apoptosis. Sin embargo, LY-294002, un
inhibidor especifico para PI3-K a 10 y 50 pM, revirtié por
completo la accién protectora del IGF-1 en los cultivos de
cardiomiocitos. Por dltimo, LY (10 y 50 uM), disminuyé en un 56
y 100%, respectivamente, la fosforilacién de PKB dependiente de
IGF-1.

Se concluye que PI3-K constituye parte del sistema transduccional
del RIGF-1 que participa en la regulacién de la apoptosis del
cardiomiocito estimulada por estrés hiperosmético.
FONDECYT 1980908
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XIV -8 FasL EN UTERO DE RATON INDUCE APOPTOSIS
DE LINFOCITOS T ACTIVADOS. (FasL in the mouse uterus
induces apoptosis of activated T cells). Varela-Nallar. L., Figueroa,
C., Gonzalez P., Céirdenas, H., Imarai, M. Departamento de
Ciencias Biol6gicas. Facultad de Quimica y Biologia. Universi-
dad de Santiago de Chile.

El tracto reproductor femenino puede ser invadido por diversos
microorganismos patégenos que inducen respuesta inmune local.
Los efectos inflamatorios pueden ser dafiinos para la funcién normal
de estos organos y pueden tener graves consecuencias como la
infertilidad. En este trabajo se planted que en el tracto reproductor
de ratonas en etapas normales del ciclo reproductivo, la respuesta
inmune local se regula en forma andloga a los sitios con privilegio
inmune, es decir, mediante la expresién constitutiva de FasL e
induccién de apoptosis linfocitaria. Se examind la presencia de la
protefna FasL en el dtero y oviducto mediante inmunoftuorescencia
indirecta y se determiné que FasL estd presente en el epitelio y
estroma uterino y oviductal. En elttero, FasL se encuentra también
en la serosa. Mediante Western blot se confirmé la presencia de la
proteina y a través de RT-PCR se detect$ el mRNA de FasL. Por
dltimo, utilizando los métodos de TUNEL y anexina V se determind
que FasL en las células de vtero induce apoptosis de linfocitos
activados. Estos resultados sugieren que la apoptosis linfocitaria
producida por la interaccién de Fas-FasL podria ser uno de los
mecanismos de regulacién de 1a respuesta inmune local en el tracto
reproductor femenino.

Financiamiento DICYT-USACH

XIV - 9 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION AGUDA Y
REPETIDA DE ANFETAMIINA SOBRE LOS NIVELES
DE mRNA DEL RECEPTOR OPIOIDE delta EN CERE-
BROS DE RATA. (Effects of acute and repeated amphetamine
administration on delta-opioid receptor mRNA levels inrat brain).
Magendzo. K y Bustos, G. Lab. de Farmacologia-Bioquimica,
Facultad de Cs. Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile.
(Patrocinio: Gysling, K).

La inyeccién aguda de drogas de abuso produce activacién
locomotora en animales de experimentacién. Cuando dichas
drogas son administradas de manera repetida e intermitente, la
intensidad de la respuesta locomotora aumenta progresivamente,
persistiendo incluso después de discontinuar la droga. Este
fenémeno, conocido como sensibilizacién conductual, provee de
un modelo para estudiar los cambios neuroadaptativos que
subyacen a la conducta adictiva.

El sistema dopaminérgico mesolimbico juega un papel fundamental
en las propiedades recompensantes de las drogas de abuso. Sin
embargo, los cambios neuronales producidos por las drogas de
abuso que se traducen en cambios conductuales persistentes no son
bien conocidos. Evidencias anatémicas, electrofisioldgicas,
bioquimicas y conductuales demuestran una estrecha interaccién
entre el sistema dopaminérgico y el sistema opioide. Por este motivo
nuestra hipétesis de trabajo es que cambios en la expresién de los
receptores opioides delta (DOR) se correlacionarian con el desarro-
llo de sensibilizacién conductual. Con este fin se establecié el
paradigma de sensibilizacién conductual en ratas Sprague-Dawley,
mediante la administracién repetida e intermitente de D-anfetamina
(1.5 mg/kg). Los animales sensibilizados fueron decapitados y los
cerebros fueron extraidos.y cortados utilizando un cridstato. Los
niveles de mRNA de DOR fueron cuantificados en regiones
mesolimbicas del cerebro mediante la técnica de hibridacién in situ
cuantitativa, utilizando sondas de cRNA marcadas condigoxigenina.
Nuestros resultados muestran una disminucion significativa de los
niveles del mRNA de DOR en el drea tegmental ventral (VTA) de
cerebros de ratas sensibilizadas a anfetamina comparado con los
animales controles.

Financiamiento FONDECYT 2990084 y 8970010

XIV - 10 ANALISIS MOLECULAR DE LA EXPRESION
GENICA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN UN
CULTIVO DE NEURONAS RCSN INCUBADAS CON
SALSOLINOL. POSIBLES IMPLICANCIAS EN LA
ETIOPATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON. (Molecular analysis of the expression of
antioxidant enzymes in a RCSN neuron culture incubated with
salsolinol. Possible implications in the etiopathogenesis of
Parkinson diseases). 'Dagnino-Subiabre, -A., 'Martinez, P., 'Paris,
I, *Caviedes R., *Caviedes P, 'Segura-Aguilar J. 'Programa de
Farmacologia Molecular y Clinica, 2Programa de Morfologia,
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El salsolinol es una neurotoxina endégena que se forma esponta-
neay enzimdticamente a partir de la dopamina. El salsolinol estd
presente en la sustancia nigra y se encuentra en alta concentracion
en fluidos cerebroespinales de pacientes con Parkinson. Esta
neurotoxina produce apoptosis en neuronas y estarfa involucrada
en la etiopatogénesis de la enfermedad de Parkinson. En este
estudio se analizo la expresién de los genes que codifican a las
enzimas antioxidantes catalasa, glutatién-peroxidasa, SOD1 y
DT-diaforasa en un cultivo de sustancia nigra de rata (RCSN) en
presencia salsolinol. Para esto se incubaron por 10 minutos las
células RCSN en 3 condiciones: salsolinol, dicumarol (uninhibidor
especifico de la enzima DT-diaforasa) y salsolinol mas dicumarol,
todos en concentraciones finales de 100 uM. El andlisis molecular
consistié en la extraccién de RNA total, transcripcién reversa y
PCR a diferentes nimeros de ciclos. Este andlisis revel6 que el
salsolinol en presencia o ausencia de dicumarol, regula negativa-
mente laexpresionde losmRNA de catalasa y glutatién-peroxidasa.
Estos resultados sugieren que al inhibirse el principal sistema de
detoxificacién del H,0,, este al acumularce podria servir de
sustrato a peroxidasas que oxidan el grupo catecol del salsolinol a
una orto-quinona, la cual puede ser reducida con 2 electrones por
la DT-diaforasa hasta una hidroquinona, siendo esta una via de
detoxificacién de la accién degenerativa del salsolinol.
Financiado por FONDECYT 1990622 y 1980906.
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XV - BIOLOGIA CELULAR

XV — 1 HISTONA H1 ES UN LIGANDO ENDOGENO DE
PROTEOGLICANES DE HEPARAN SULFATO EN LA
MATRIZ EXTRACELULAR QUE INDUCE LA PROLIFE-
RACIONDE CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS.
Henriquez JP., Fuentealba L. y Brandan E. Departamento de
Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas, P.
Universidad Catélica de Chile.

Durante la diferenciacién terminal del misculo esquelético, la
expresion de proteoglicanes de hepardn sulfato (PGHSs) —
componentes esenciales de la matriz extracelular (MEC)- estd
altamente regulada. Mds aun, hemos demostrado que ellos
cumplen una funcién critica en el gatillamiento del proceso. Con
el fin de indagar en nuevas funciones de los PGHSs durante la
miogénesis hemos estudiado la presencia de ligandos no descritos
para estas moléculas y su posible funcién. Mediante ensayos de
overlay con [*S]-heparina (andlogo de cadenas de HS)
identificamos un doblete de 33 y 30 kDa (p33/30) en fracciones
solubles en Tritén X100 y KCL. Ensayos de desplazamiento por
heparina y de marcacién con biotina en células intactas sugieren
que p33/30 se localiza extracelularmente donde incrementa a
medida que la diferenciacién muscular transcurre. A partir de
fracciones purificadas y por MALDI-MS y secuenciacién N-
terminal identificamos a p33/30 como histona H1. Esta histona
H1 extracelular colocaliza con PGHSs en la MEC pero no en la
superficie de los miotubos. La cuantificacién de fenomenos de
muerte celular durante la diferenciacién de las células C,C,,
sugiere que ellos no darfan cuenta de la localizacién extracelular
de histona H1. Ensayos de incorporacién de [*H]-timidina
mostraron que histona H1 promueve la proliferacién de mioblastos
C,C,,. Esta es la primera evidencia de un ligando endégeno de
PGHSs con funciones particulares durante el proceso de
miogénesis terminal.

(JPH: FONDECYT 2980049, 4000024; EB: FONDECYT 1990151,
FONDAP 13980001, MIFAB, Cétedra Presidencial en Ciencias).

XV -2 RAB22a ALTERA LA MORFOLOGIA Y FUNCION
DE LA VIA ENDOCITICA. (rab22a alters the morphology and
function of the endocytic pathway). Mesa, R. Salomén, C.
Roggero, M. Mayorga, L. IHEM, Fac. CS. Médicas, U. N. Cuyo
- CONICET, CC56, 5500 Mendoza. E-mail:
rmesa@fmed2.uncu.edu.ar

En los procesos de endocitosis y exocitosis, la fusién de
endomembranas cumple un papel fundamental. Entre las proteinas
que regulan esta fusién se encuentran las Rabs. Las Rabs son una
familia de proteinas reguladas por GTP y que alternan entre dos
estados; estado activo, cuando unen GTPy estado inactivo, cuando
hidrolizan GTP a GDP. Hay varias Rabs ya identificadas en
compartimientos bien definidos pero muchas otras Rabs tienen
funcién adn desconocida, entre ellas Rab22. La sobreexpresién
transciente de Rab22a en células CHO nos indica que
GFP.Rab22wt (tipo salvaje) se localiza en la periferia de pequeiias
y grandes vesiculas que colocalizan con endosomas tempranos y
tardios mientras que GFP.Rab22Q64L (mutante positiva) se
encuentra en la periferia de grandes vesiculas que colocaliza con
endosomas tempranos, endosomas tardios, lisosomas y
autofagosomas. Por el contrario, GFP.Rab22S19N (mutante
negativa) se distribuye en forma difusa con poca asociacién a
membranas. La endocitosis en fase fluida de HRP como la mediada
por receptores de transferrina fue inhibida por Rab22wt y la
mutante negativa, este efecto no fue observado con la mutante
positiva quien produjo la aparicién de vesiculas gigantes
conteniendo GFP.Rab22Q64L y marcadores de la via endocitica.
Nuestros resultados indican que rab22 participa activamente en
el transporte endocitico.

XV - 3 LOCALIZACION DE COXIELLA BURNETII EN
COMPARTIMIENTOS INTRACELULARES MARCADOS
CON PROTEINAS RAB?7. (Coxiella burnetii Localizes in a
Rab7-labeled Compartment)*Berén, W., #Rabinovitch, M y
*Colombo, MLI.. *Instituto de Histologia y Embriologia, Facultad
de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza,
Argentina, y # Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal
de Sao Paulo, Brasil.

Coxiella burnetii (CB), agente causal de la fiebre Q, es un microorga-
nismo que se replica en la célula huésped formando grandes vacuolas
con caracteristicas fagolisosomales. Poco se conoce sobre el trifico
intracelular de este microorganismo y sobre el mecanismo de super-
vivencia intracelular. Para caracterizar el compartimento donde resi-
de y multiplica este microorganismo, se infectaron células Hela
durante 48h con CB. Por microscopia dptica se observaron grandes
vacuolas conteniendo numerosos microorganismos (V-CB). Laforma-
cién de V-CB se inhibié, en forma reversible, en células tratadas con
vinblastina, un agente que despolimeriza microtiibulos. Estos resul-
tados sugieren que los microtiibulos son requeridos para la formacién
de las V-CB. Ya que varias GTPasas pequefias regulan el transporte
vesicular, estudiamos st Rab5 y Rab7, marcadores de endosomas
tempranos y tardios, respectivamente, interaccionan con las V-CB.
Células infectadas con CB, se infectaron con virus Sindbis
recombinantes para sobreexpresar proteinas GFP-Rabs. Andlisis por
microscopia de fluorescencia revel6 que CB reside en compartimien-
tos tardios de la via endocitica marcados con Rab7 cepa salvaje y con
la mutante Rab7-Q67L (deficiente en actividad GTPasa). Las V-CB
se marcaron también con la mutante Rab5Q79L (deficiente en
actividad GTPasa). Sin embargo no se observé colocalizacién con
Rabs5 cepa salvaje ni con la mutante dominante negativa RabSS34N.
Las V-CB fueron accesibles a Lysotracker, un marcador de compar-
timientos acidicos, y amonodasylcadaverina, un marcador especifico
de autofagolisosomas. Estos resultados sugieren que CB reside en un
compartimiento acidico con caracteristicas de endosomas tardios
interrelacionados con la via autofdgica.

XV — 4 CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE DE
ACIDO ASCORBICO EN NEURONAS CORTICALES
EMBRIONARIAS. (Characterization of ascorbic acid uptake in
embryonic cortical neurons). Castro, M.A. y Nualart F. Laboratorio
de Neurobiologia, Departamento de Histologia y Embriologia,
Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcidn,
Concepcién. (Patrocinio: Alejandro Reyes).

En muchos mamiferos, la sintesis de vitamina C ocurre en el higado,
portanto, tejidos que acumulan esta vitamina, como el tejido cerebral,
deben expresar transportadores de membrana que permitan su capta-
cién. Muchos tipos celulares incorporan la vitamina C en su forma
oxidada, acido dehidroascérbico, a través de los transportadores de
glucosa, mientras que otras c€lulas especializadas lo hacen a través de
transportadores de ascorbato y sodio (SVCT), que permiten laentrada
de vitamina C reducida al espacio intracelular. A pesar que existen
evidencias suficientes para sefialar que en distintos niveles del Siste-
ma Nervioso Central adulto se expresan estos transportadores, no se
ha caracterizado su expresion durante el desarrollo cerebral. En esta
oportunidad realizamos experimentos cinéticos para caracterizar la
captacién de ascorbato en neuronas embrionarias de ratén. Ademds,
empleamos estrategias para identificar molecularmente los transpor-
tadores de ascorbato por medio de RT-PCR y andlisis de secuencia.
En cultivos de neuronas embrionarias se observé transporte depen-
diente de sodio de vitamina C reducida. Este transporte fue saturable,
sensible a la temperatura y constituido por dos componentes de alta
afinidad, con valores aparentes de Km de 103 pM y menor que 8 uM,
respectivamente. Unodeloscomponentes seidentificé molecularmente
como SVCT?2. Por consiguiente, queda establecido que en estadios
tempranos del desarrollo cerebral, las células neuronales adquieren
capacidad antioxidativa, expresando transportadores de ascorbato y
sodio.

Financiado parcialmente por Proyecto FONDECYT 1980130
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XV - 5 SINAPTOTAGMINA VI PARTICIPA EN LA
REACCION ACROSOMAL (Synaptotagmin VI play a role in
the acrosome reaction) Michaut M, De Blas G, Tomes C, Yunes
R, Mayorga L. Lab. de Biologia Celular y Molecular. IHEM-
CONICET. Fac. Cs. Médicas. Univ. Nac. de Cuyo.

Las sinaptotagminas (STG) representan una familia de proteinas
de membrana con una amplia distribucién en tejido nervioso y
otros érganos. Estas proteinas estdn formadas por un tinico
dominio transmembrana y por una extensa regién citoplasmadtica
que contiene dos copias del dominio C2, que une calcio y
fosfolipidos. La STG mejor caracterizada, STG I, es esencial para
la exocitosis de vesiculas sindpticas, indicando un rol de STG en
la fusién de membranas calcio dependiente. La reaccién
acrosémica (RA) es un proceso exocitico regulado por calcio.
Utilizando el modelo de espermatozoides humanos
permeabilizados con estreptolisina-O, estudiamos el efecto del
dominio citoplasmatico de STG 1 y STG VI, obtenidos como
protefnas de fusién con GST, en la RA estimulada por calcio. El
resultado fue inhibitorio para ambos dominios, siendo més potente
la inhibici6én de STG VI (ED50 =2ug/ml) que la de STG I (ED50
= 20ug/ml). Andlisis por Western blott utilizando un anticuerpo
contra el dominio citoplasmatico de STG VI, detect6 la presencia
de una banda de 65 kDa en extractos de espermatozoides humanos.
El mismo anticuerpo también inhibié la RA estimulada por calcio.
Nuestro resultados indican que STG VI estd presente en
espermatozoides humanos e interviene en la exocitosis del
contenido acrosomal.

XV - 6 HFE REGULA NEGATIVAMENTE EL
TRANSPORTE APICAL DE HIERRO EN CELULAS
EPITELILALES CACO-2. (HFE negatively modulates apical
iron uptake by intestinal epithelial (Caco-2) cells)._Arredondo
M., Mura, C., Muiioz, P. y Nifiez, M.T. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias e Instituto Milenio de Estudios Avanzados
en Biologia Celular y Biotecnologia, Universidad de Chile.

La hemocromatosis hereditaria (HH) es una enfermedad autosomal
recesiva caracterizada por una elevada absorcién intestinal de
hierro que resulta en la progresiva recarga corporal de este. El
mecanismo celular por el que HFE, el producto normal del gen
de la HH regula la absorcién intestinal de hierro no es conocido.
Bajo la hipétesis que HFE debe regular algiin aspecto clave de la
absorcién intestinal de hierro, en este trabajo se caracterizé el
efecto de la sobrexpresién de HFE en células Caco-2 en la
absorcion de hierro. Encontramos que el efecto primario de la
sobrexpresion de HFE fue una marcada reduccién de la
incorporacién apical de hierro, la primera y més regulada etapa
de su absorcién, a pesar de un incremento en 8 veces de la masa
del transportador apical DMT1. Ya que HFE C282Y, el producto
de 1a mutacién de HFE encontrada en HH no alcanza la membrana
plasmdtica, este efecto inhibitorio de HFE debiera perderse en la
HH. De esta manera, la accién inhibitoria de HFE en la
incorporacién apical de hierro encontrada aqui, da una explicacién
molecular a la aumentada absorcién intestinal de hierro encontrada
en HH.

Financiado por proyecto FONDECYT 2990116, proyecto de
enlace del D.I.D, Universidad de Chile y por proyecto P99-031 al
Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologfa Celular y
Biotecnologia.

XV — 7 EXPRESION DE RECEPTORES PARA GM-CSF,
IL-3 E IL-5 EN CELULAS GERMINALES MASCULINAS
(Expression of GM-CSF, IL-3 and IL-5 receptors in male germ
cells) Werner, E., Brito, M., Zambrano, A., Espinoza, M., Pérez,
M., Rauch, M.C, y Concha, LI Instituto de Bioquimica, Facultad
de Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

El factor estimulador de colonias granulocito-macréfago (GM-
CSF), Interleuquina-3 (IL-3) e Interleuquiina-5 (IL-5) son
glicoproteinas que regulan importantes respuestas biolGgicas tales
como proliferacién, supervivencia y diferenciacién. Los receptores
de alta afinidad para estas citoquinas estdn compuestos de una
subunidad a especifica para cada ligando, y una subunidad
comun.

Los receptores para GM-CSF han sido identificados en la mayoria
de los tipos de células progenitoras mieloides y también en células
maduras. Los receptores para IL-3 estdn presentes en células
progenitoras hematopoiéticas primarias, eosinéfilos y baséfilos;
mientras que la expresién de receptores para IL-5 se ha demostra-
do principalmente en eosinéfilos.

GM-CSF e IL-3 estimulan un aumento de la captacién de glucosa
en células humanas del sistema inmune, lo cual confirma que GM-
CSF e IL-3 tienen efectos bioldgicos similares, compartiendo
ambos un patrén similar de expresién de sus receptores.

En nuestro laboratorio hemos demostrado la expresién de recep-
tores funcionalmente activos para GM-CSF en células no
hematopoiéticas, tales como células germinales masculinas. La
unién de GM-CSF a su receptor en espermatozoides de toro revela
que €stos tienen acerca de 105 sitios de alta afinidad con un Kd de
222 pMy aproximadamente 1100 sitios de baja afinidad conun Kd
de 10 nM.,. sefializando un aumento en la captacién de glucosa y
vitamina C. Adicionalmente, en estas mismas células hemos
evaluado la presencia de receptores para IL-3 e IL-5 y hemos
determinado que estas citoquinas compiten cruzadamente por el
transporte de glucosa.

FONDECYT 199.0094

XV 8 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ATPasa DE
MIOSINA II POR FOSFORILACION CON EMAP2
KINASA. (Inhibition of myosin I ATPase activity by
phosphorilation with EMAP2 kinase). Lépez, LA.IHEM, UNCuyo
cc56 5500 Mendoza. Argentina. email: llopez @fmed2.uncu.edu.ar.

Al ser fosforilada por EMAP2 kinasa (EMAPZ2k), la proteina
asociada a microtibulos MAP2 pierde la afinidad por los
microtibulos y de ese modo restablece el transporte mediado por
las proteinas motoras (1) .

Se analiz6 si EMAP2k participa regulando la actividad de otros
elementos del citoesqueleto. Se estudié si miosina II de misculo
liso (SMII), es subtrato de EMAP2k y si la fosforilacién altera la
capacidad de hidrolizar ATP in vitro.

EMAP2k fue aislada de microtibulos de cerebro de embrién de
polloy SMII de testiculo de rata. Se midié el grado de fosforilacién
de SMII utilizando ATP-P32 y analizando las proteinas en PAGE-
SDS (4%) y autorradiografia. Se compar6 la capacidad de SMIIy
SMII fosforilada (SMII-P) de hidrolizar ATP utilizando el medio
KCI-EDTA, ATP y midiendo el fosfato liberado por reaccién
colorimétrica.

Se comprobé que EMAP2k fosforila solo el isotipo SM2 de SMII
(2) y tal fosforilacién lleva a la reduccién en cinco veces la
actividad ATPasa de SMII-P. (SMII hidrolizé 1+ 0,02 uM ATP/
min/mg de proteina, mientras que SMII-P hidroliz6 0,2+ 0,01 nM
ATP/min/mg de proteina).

De estos resultados se desprende que EMAP2 kinasa podria estar
cumpliendo un papel importante en los mecanismos intracelulares
mediados por el sistema contractil actina-miosina.

(1)Luis A. Lépez and Michael Sheetz (1995) JBC 270:12511-517
(2) SMII es una mezcla de dos proteinas hexaméricas constituidas
por dos cadenas pesadas de 204 kDa (SM1) o de 200 kDa (SM2)
y dos pares de cadenas livianas de 16 y 20 kDa.
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XV 9 LA PLACA DEL SUELO IN VITRO SECRETA
COMPUESTOS SIMILARES O IDENTICOS A LAS
GLICOPROTEINAS CONSTITUTIVAS DE LA FIBRA DE
REISSNER. (Bovine floor plate explants secrete into the culture
medium a compound homologous to RF-Gly I secreted by the
subcommissural organ.). Guifiazu M.E., Richter H., Rodriguez
E.M . Instituto de Histoligia y Patologia. UACH.

La placa del suelo (PS) participa en la morfogénesis del Sistema
Nervioso Central. Recientemente algunos autores han propuesto
una relacién entre los productos secretados por el 6rgano
subcomisural (OSC) y la PS basados en métodos inmunolégicos
y de biologia molecular.

En el presente trabajo se analizaron explantes hasta de 30 dias de
cultivo mediante: microscopia Optica y electrénica;
inmunocitoquimica; Western Blot y RT-PCR. El medio
condicionado se analizé por Western Blot. Se utilizaron partidores
de PCR y anticuerpos anti-secuencia derivados de RF-Gly I en
conjunto con anticuerpos policlonales (AFRU) contra RF-Gly I y
otros componentes secretorios del OSC. Se obtuvieron los
siguientes resultados: 1) Hasta 15 dias de cultivo, las células de la
PS presentan caracteristicas de células secretoras e
inmunorreaccionan con los anticuerpos que reconocen RF-Gly 1
y AFRU. 2) RT-PCR de explantes de PS generan una sefial
equivalente a la del OSC de bovino irn situ. 3) Los medios
condicionados mostraron dos compuestos de 540 y 60 kDa, que
reaccionan con anticuerpos AFRU. Estas y otras evidencias
sugieren que las células de PS mantienen su capacidad de secrecién
in vitro, liberando un compuesto idéntico o altamente relacionado
con las glicoproteinas secretoras del OSC.

Proyecto FONDECYT 1000435.

XVI - FISIOLOGIA/BIOQUIMICA

XVI - 1 ACIDOS GRASOS DE FOSFOLIPIDOS EN
PLASMA Y ERITROCITOS DE LACTANTES DES-
NUTRIDOS ALIMENTADOS CON LECHE MATERNA O
FORMULAS. (Fatty acid profiles of plasma and erythrocyte
phospholipids in breast-fed or formula-fed malnourished nursing
infants). Marin M.C., Rey G.E., Rodrigo M.A., Alaniz M.J.T. de.
INIBIOLP (Fac. Cs Médicas-UNLP), Hospital de Nifios de La
Plata.

Los é4cidos grasos polinsaturados (AGP) derivados de los acidos
esenciales intervienen en la formacién y en el mantenimiento de
estructuras de membrana, en la sintesis de lipidos estructurales y
en el desarrollo neural. Se conocen anormalidades en funciones
neuroldgicas de lactantes alimentados con férmulas respecto a
lactantes alimentados con leche materna, y el efecto de la
desnutricién calérico-proteica sobre la composicién en AGP. Se
estudio6 el efecto de diferentes férmulas comerciales sobre la
composicién en dcidos grasos de los fosfolipidos de plasma y
eritrocitos, en tres grupos de lactantes desnutridos, dos recibieron
férmulas (una sélo aporta 4dcidos linoleico y a-linolénico, y la
otra tiene agregados AGP de mayor longitud de cadena) y el tercer
grupo, fue alimentado con leche materna. Se determiné la
composicién en dcidos grasos de fosfolipidos de plasma y
eritrocitos. Los resultados mostraron en lactantes alimentados con
férmulas mayor proporcién de dcidos saturados y monoetilénicos,
y menor porcentaje en el total de acidos polinsaturados, las
diferencias fueron mas marcadas en los que recibieron férmulas
sin suplemento de AGP. Se concluye que en lactantes desnutridos
el uso de férmulas enriquecidas en dcidos grasos polinsaturados
logra restaurar en parte, el perfil de 4cidos grasos de los
fosfolipidos de plasma y eritrocitos.

XVI - 2 EFECTO DEL HIERRO IN VITRO SOBRE LA
GENERACION DE OXIDO NITRICO HEPATICO EN
RATASEUTIROIDEAS EHIPERTIROIDEAS. (In vitro effect
of iron on the generation of nitric oxide by the liver of euthyroid
and hyperthyroid rats). Cornejo, P., Tapia, G., Videla, L. A.,
Ferndndez, V. Programa de Farmacologia Molecular y Clinica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Patrocinio: V.
Fernandez.

El éxido nitrico (#NO), radical libre generado por la 6xido nitrico
sintasa (NOS), al interactuar con el radical superéxido (O,7),
produce peroxinitrito, poderoso agente prooxidante De esta mane-
ra, eNO puede contribuir a la condicién de estrés oxidativo
hepético inducida por la administracién de hierro (Fe) o por el
hipertiroidismo. Estudios previos sefialan que la produccién de
*NO hepdtico es incrementada por la sobrecarga aguda de Fe y el
hipertiroidismo, como también por la interaccién de Fe y T;. Este
trabajo evalda cambios en la produccién de #NO (oxidacién de
oxihemoglobina a metahemoglobina por eNO) luego de la adicién
de Fe (1Ipmol/mg protefna) a muestras de citosol hepdtico obteni-
dos de (a) ratas eutirofdeas y (b) ratas hipertiroideas (0,1 mg/kg de
L-3, 3., 5-triiodotironina o T, en 2 dias consecutivos). La genera-
cién de ¢eNO aumenta tanto en muestras del grupo eutiroideo
(97%) como enlas del grupo hipertiroideo (173 %), reproduciendo
parcialmente los efectos in vivo del metal y sugiriendo una
activacién directa de laNOS hepética por Fe, efecto que contribui-
ria significativamente a la condicién prooxidativa inducida por Fe
y Ts.

Financiado por FONDECYT 1000887.
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XVI -3 METABOLISMO HEPATICO DE COLESTEROL
EN RATONES DEFICIENTES EN LA PROTEINA NPC-1
(Hepatic cholesterol metabolism in NPC-1 deficient Mice).
Mendoza, H., Amigo, L., Rigotti, A., Nervi, F., Zanlungo, S.
Departamento de Gastroenterologia, Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile.

El higado es un 6rgano clave en el metabolismo de colesterol y en
su eliminacion a través de la bilis. Aunque el colesterol captado
desde las lipoproteinas plasmaticas constituye la fuente principal
de colesterol secretado a la bilis, se desconoce la contribucién
relativa de las diferentes vias de catabolismo hepiético de colesterol
lipoproteicoala secrecién biliar. Dado que la proteina NPC1 juega
un rol clave en la via endocitica de captaciéon de colesterol
lipoproteico en el higado, el objetivo fue estudiar el metabolismo
de colesterol y la secrecién de lipidos biliares en el modelo murino
deficiente en NPC1 (NPC1(-/-)).Los ratones NPC1(-/-) se alimen-
taron por dos semanas con una dieta control o rica en colesterol, y
se midié el contenido hepdtico de colesterol y la secrecién de
lipidos biliares. Resultados: Usando ambas dietas el higado de los
ratones NPC1(-/-) contenia més colesterol que los controles. En
dieta control los ratones NPC1(-/-) mostraron una mayor secre-
cion biliar de colesterol con respecto a los controles. Sin embargo,
bajo una dietaricaen colesterol los ratones controles incrementaron
fa secrecién biliar de colesterol, mientras que los NPC1(-/-) no lo
hicieron. Conclusién: la expresién hepdtica de NPC1 es un factor
importante en la regulacién del metabolismo hepatico de colesterol
y la secrecién de lipidos biliares.

Financiado por Fondecyt 1000567.

XVI -4 LA SOBREEXPRESION DE “STEROL CARRIER
PROTEIN-2” ENELHIGADO MEDIANTE ADENOVIRUS
MODIFICA EL METABOLISMO DE LOS ACIDOS
GRASOS. (Adenovirus-mediated hepatic overexpression of sterol
carrier protein-2 leads to modifications in fatty acid metabolism).
Zanlungo. S., Amigo, L., Mendoza, H., Miquel, JF, Rigott, A.,
Nervi, F. Departamento de Gastroenterologia, Facultad de Medi-
cina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile.

Sterol carrier protein-2 (SCP-2) es una proteina que tiene la
capacidad de unir con alta afinidad distintos tipos de lipidos.
Aungque se ha demostrado que SCP-2 tiene un sitio de unién para
4cidos grasos no se sabe si participaen el transporte y metabolismo
de los mismos. Nuestro objetivo fue caracterizar la funcién de
SCP-2 en el metabolismo hepitico de acidos grasos in vivo. Se
obtuvo sobreexpresion hepatica de SCP-2 en ratones C57BL/6
con adenovirus recombinante SCP-2 (Ad.rSCP-2) y se compara-
ron con controles sin infectar y ratones infectados con un adenovirus
control (Ad.E1A). ‘

La sobreexpresién de SCP-2 disminuy6 en un 60% la neosintesis
hepiética de 4cidos grasos lo que se correlacioné con una
disminucién de un 75% en el contenido hepético de triglicéridos.
Consistente con la inhibicién de la sintesis de 4cidos grasos y
triglicéridos, en los ratones infectados con Ad.rSCP2 comparados
con los infectados con Ad.E1A., se redujo en un 63% la secrecién
hepética de triglicéridos asociados a VLDL y en un 50% los niveles
de los transcritos de ApoB, la apolipoproteina mds importante de
las VLDL.

Nuestros resultados indican que SCP-2 juega un rol importante en
el metabolismo de dcidos grasos y triglicéridos, y en la sintesis de
lipoproteinas hepaticas in vivo.

Financiado por proyectos Fondecyt 1000739 y 1000567.

XVI — 5 IMPORTANCIA DE LA ADRENAL SOBRE LA
REGULACION DE 11SS-HIDROXIESTEROIDE DEHI-
DROGENASA 2 (HSD2) RENAL EN DIFERENTES TIPOS
DE ESTRES AGUDO. (Rol of the adrenal on the regulation of
renal 116-hydroxysteroid dehydrogenase 2 during different types
of acute stress). Zallocchi, M, Igarreta, P.,Calvo, J.C., Lantos,
C.P. y Damasco, M.C. Programa de Regulacién Hormonal y
Metabélica. CONICET. UBA.

La 118-hidroxiesteroide dehidrogenasa 2 (HSD2) renal metaboliza
corticosterona(glucocorticoide activo) a 11-dehidrocorticosterona
(glucocorticoide inactivo), otorgando especificidad a aldosterona
por su receptor. En estudios previos demostramos que animales
sometidos a diferentes tipos de estrés, presentaban un aumento de
la Vmax de la HSD2 renal. En este trabajo estudiamos si la
glandula adrenal media este aumento. Cuatro grupos de ratas:
Adrenalectomizadas (ADX) basales, operacién simulada (Sham)
basales, ADX con estrés producido por canulacién de estémago
(ADX + sonda) o por sobrecarga con 10 ml de CIH 200mM (ADX
+ CIH). Para actividad incubamos microsomas renales 10 min a
37C con corticosterona tritiada y fria y NAD*. Para abundancia
utilizamos la técnica de Western-blot con la fraccién microsomal.
Resultados: Cinética enzimdtica: Vmax: Sham basales 10.2 +/-
0,8; ADX 7.9 +/-0,9; ADX + sonda 16.6 +/- 0.6*** y ADX + CIH
6.6 +/-1.1, pmoles/min/mg protefnas (***p < 0,001 versus ADX).
No se observaron modificaciones significativas en el Km. Abun-
dancia: No se observaron diferencias significativas entre los
grupos estudiados.

Conclusién: La adrenal mediaria la activacién de la HSD2 produ-
cida por la acidosis pero no la producida por el estrés de la
canulacién

XVI-6INHIBICION DE LA RESPIRACIONPORESTERES
DEL ACIDO 2,6-DIHIDROXI-4-CARBOXIFENO-
XTACETICO (DIHICARFACET) Y SUPAPEL ENLA RES-
TAURACION DE LA SENSIBILIDAD A DROGAS EN EL
CARCINOMA MULTIRRESISTENTE TA3-MTX-R
(inhibition of respiration by esters of 2,6-dihydroxy-4-
carboxyphenoxy-acetic acid and their roles as sensitivity restorers
to drugs on the multiresistant carcinoma TA3-MTX-R). Ferreira
1.. Griii6, B., Gajardo, P., Pavani, M., Guerrero, A., Repetto, Y.,
*Cordano, G., *Rivera, E., *Mufioz, S. y *Medina, J. Prog. de
Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina
y *Depto. de Quimica Orgénica, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile.

El 4cido galico es citotéxico selectivo sobre una gran variedad de
células cancerosas. Esta propiedad aumenta conla lipofilicidad de
la molécula. Por lo cual, a partir de él, se sintetizé el acido
DIHICARFACET, del cual se obtuvieron diésteres con alcoholes
de 3 y 4 atomos de C.

Se estudi6 sus efectos sobre 1a respiracién y el crecimiento celular
en cultivos del carcinoma TA3 y de la linea multirresistente TA3-
MTX-R. Larespiracién fue inhibida debido al bloqueo del flujo de
electrones, principalmente, a nivel del Complejo ITI de la cadena
respiratoria; con lo cual, la generacién del potencial de
transmenbrana fue interrumpida y la sintesis de ATP estarfa
también inhibida. El grado de inhibicién (ICsy: 0,1-0,5 mM), si
bien fue mayor al aumentar el tamafio del alcohol, fue muy similar
en ambos tumores. Estos hechos explicarian la disminucién del
crecimiento tumoral. Al ser combinados con 5-flioruracilo o
vinblastina, este efecto fue sinergista y la linea TA3-MTX-R fue
nuevamente sensible.

Financiamiento: FONDECYT N° 1981066
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XVI -7 LADESPOLIMERIZACION MICROTUBULAR Y
EL CALCIO CITOSOLICO MODIFICAN LA CAPTACION
DE PALMITATO Y LA BIOSINTESIS DE PALMI-
TOLEATO EN CELULAS HEP-G2, A TRAVES DE
DIFERENTES MECANISMOS. (Microtubular disrupting
agents and citosolic ‘calcium modify palmitate uptake and
palmitoleate biosynthesis in Hep-G2 cells through different
mechanism). Marra, C.A. y Alaniz, M.J.T. INIBIOLP (Inst.
Investig. Bioquimicas de La Plata). Cat. Bioquimica, Facultad de
Ciencias Médicas. Univ. Nac. de La Plata. 60 y 120. (1900) La
Plata. Argentina.

En trabajos previos demostramos que los despolimerizantes
microtubulares inhiben la captacién de 16:0 y su conversién en
16:1 y que la deficiencia de calcio en ratas produce disminucién de
la A9 desaturasa microsomal hepdtica. En este trabajo investiga-
mos si ambos fenémenos regulatorios (niveles de calcio y
polimerizacién tubular) comparten e] mismo mecanismo de ac-
cién. Encontramos que el tratamiento de células Hep-G2 con
Tonomicina ¢ A-23187 inhibi6 la captacion de palmitato. La
complejacién del calcio mediante BAPTA-AM 6 EGTA en célu-
las permeabilizadas con digitonina causé incremento de la capta-
cion de 16:0 e inhibi6 su conversién a 16:1. Asimismo aument6 la
actividad de acil-CoA sintetasa e inhibi6 la actividad de fosfolipasa
A,. La despolimerizacién tubular, por otra parte, provocd una
inhibicién tanto de la captacién de palmitato como su conversion
a 16:1, sin modificar los niveles de calcio citosélico (medidos por
Fura II-AM), no afect6 la actividad de acil CoA sintetasa e inhibié
la de fosfolipasa A,. Los resultados sugieren que la desorganiza-
cién del citoesqueleto afecta la captacién y transformacién de
palmitato por un mecanismo diferente al que desencadena la
alteracién del nivel de calcio citosdlico.

XVI - 8 LA SENAL DEL CALCIO REGULA LA
CAPTACION Y METABOLISMO DE PALMITATO EN
CELULAS HEP-G2. (Calcium-signaling pathway modulates
palmitate uptake and metabolism in Hep-G2 cells). Marra, C A y
Alaniz, M.J. T. INIBIOLP (Inst. Investigac. Bioquimicas de La
Plata). Cat. de Bioquimica, Facultad de Ciencias Médicas. Univ.
Nag. de la Plata, 60 y 120. (1900) La Plata. Argentina.

Se estudié el mecanismo de transduccién involucrado en la
captacién y desaturacién del palmitato en células Hep-G2
utilizando diferentes antagonistas de la ruta del calcio. El
pretratamiento de las células con un inhibidor de fosfolipasa-C
(neomicina) 6 con inhibidores de PK-C (staurosporina,
calphostina-C) no impidié el aumento de la captacion de calcio
provocado por ionomicina 6 A-23187. Este efecto desaparecié
por preincubacién con antagonistas de calcio/calmodulina
(trifluoperazina, W-7, calmidazolium 6 KN-62). Diferentes
tiempos de preincubacién con PMA no produjeron cambios
significativos. La respuesta a los ionéforos fue parcialmente
mimetizada por inhibicién de protein-fosfatasas con calyculina-
A y en menor medida con acido okadaico. En células al estado
basal, BAPTA, W-7 y KN-62 estimularon la captacion de palmitato
y la actividad de acil-CoA sintetasa, e inhibieron la actividad de
fosfolipasa A, y la biosintesis de palmitoleato. Los resultados
sugieren que la captacién y metabolismo del palmitato en células
Hep-G2 se encuentran controlados por una protein—quinasa calcio/
calmodulina-dependiente, de modo tal, que la supresién de su
actividad ténica incrementa la captacion e inhibe la conversién
del sustrato y su estimulacién disminuye la captacion sin causar
cambios en la desaturacion oxidativa.

XVI — 9 IMPORTANCIA DE LAS PROPIEDADES
REGULADORAS DE LA FOSFOFRUCTOQUINASA EN
LA GLICOLISIS Y GLUCONEOGENESIS. (The importance
of the regulatory properties of phosfofructokinase in glycolysis
and gluconeogenesis). Ortega**, F., Guixé®, V. y Cascante?, M.
(Facultat de Quimica, Universitat de Barcelona®; Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile®; Facultad de Ciencias, Universi-
dad de la Reptblica®, Uruguay).

Tradicionalmente, se supone que para el estudio de la regulacién
de una via metabdélica se necesita identificar la etapa limitante de
ésta para luego estudiar todas las posibles interacciones de la
enzima con los componentes de la via. En la glicélisis, este papel
ha asignado a la fosfofructoquinasa (PFK), dado su complejo
mecanismo cinético y a la gran cantidad de efectores que modulan
su actividad.

En E. coli existen dos isoenzimas de PFK: Pfk-1 presenta una
cinética sigmoidal para la fructosa-6-P e inhibicién alostérica por
ADP y PEP. Pfk-2 presenta cinética hiperbdlica para ambos
sustratos e inhibicién por MgATP a bajas concentraciones de
fructosa-6-P. Ademas disponemos de una mutante de Pfk-2,
llamada Pfk-2* que no presenta inhibicién por MgATP.
Actualmente conocemos las propiedades cinéticas de las distintas
formas de PFK, ademds de las velocidades de crecimiento en
distintas fuentes de carbono, y la concentracion intracelular de
algunos metabolitos para estas cepas isogénicas de E. coli que
poseen PFK con distintas propiedades reguladoras. En el presente
trabajo se utiliza un modelo computacional de simulacién
metabdlica y las herramientas del andlisis del control metabdlico
para estudiar los cambios en el control de la glicdlisis-
gluconeogénesis dependiente del perfil de isoenzimas de PFK.
(Financiado Proyecto Fondecyt 1981091 y AECI)

XVI- 10 UNA ESTRATEGIA GENERAL PARA ELDISENO
Y POSTERIOR ANALISIS DE GRANDES CAMBIOS
METABOLICOS (A general strategy for the design and
subsequent analysis of large metabolic changes). Acerenza. L.
Seccién Biofisica, Facultad de Ciencias, Universidad de la
Reptblica, Montevideo, Uruguay.

En el curso de la evolucién, la maquinaria bioquimica celular ha
desarrollado un conjunto de comportamientos tendientes a
contrarrestar una gran diversidad de desafios impuestos por el
entorno. La transicién entre dos modos de operacién,
desencadenada por un cambio ambiental, depende de la existencia
de mecanismos moleculares que producen grandes cambios en
concentraciones de metabolitos o-flujos. Algunos de estos
mecanismos actian “prendiendo” y “apagando” la actividad de
enzimas mediante ciclos de modificacién covalente. Estas
respuestas de tipo todo o nada no se pueden describir
adecuadamente mediante las estrategias de analisis y disefio del
control metabélico que han sido desarrolladas para pequefios
cambios.

En la presente contribucién mostramos como la aplicacién de un
procedimiento general de disefio y andlisis de grandes cambios
metabolicos permite disefiar una cascada monociclica que presenta
comportamiento todo o nada. La aplicacién de este método
requiere la consideracién de todas las restricciones (estructurales,
cinéticas y de disefio) involucradas en el problema. A partir de
estas restricciones se puede realizar un anlisis de las propiedades
de sensibilidad posibles en las condiciones de disefio impuestas.
En particular, la aplicacién de teoremas de sumacién vélidos para
grandes cambios metabdlicos permite demostrar que existe una
fuerte dependencia entre las respuestas producidas por el cambio
de algunos pardametros del sistema. Destaquemos finalmente que
algunas de las respuestas que son imposibles bajo ciertas
condiciones podrfan implementarse mediante la modificacion de
la estructura de la red o el empleo de leyes cinéticas mas flexibles
que enriquecen los patrones que pueden obtenerse.
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BIOLOGIA CELULAR

1 - ESTUDIO DE LA MAQUINARIA MOLECULAR QUE
REGULA ELRECICLAJE DESDE EL FAGOSOMA (Study
of molecular machinery involved in recycling from phagosomes)
Damiani, MT, Colombo M.I. - Laboratorio de Biologia Celular
y Molecular-THEM-CONICET FCM-UNCuyo-Mendoza-Argen-
tina.

La fagocitosis es el mecanismo utilizado por las células para
internalizar rdpida y especificamente particulas de gran tamaiio
(microorganismos). Los fagosomas tempranos son estructuras
dindmicas que intercambian material con otros compartimientos
tales como endosomas, el trans-Golgi y la membrana plasmatica
a través de eventos de fusién y de la formacion de vesiculas de
reciclaje. Los mecanismos moleculares involucrados en la for-
macién de vesiculas de reciclaje desde el compartimento
fagosomal no estdn claramente dilucidados. El tratamiento con
wortmanina, un inhibidor de la PI-3 kinasa disminuyé la
internalizacién y el reciclaje del marcador fagocitico. Resultados
similares se obtuvieron con Fluoruro de Aluminio, compuesto
que activa la forma GDP de proteinas G heterotriméricas, indi-
cando que moléculas involucradas en mecanismos de traduccién
de sefiales regularfan dicho proceso. La participacién del
citoesqueleto en el transporte de vesiculas de reciclaje se estudié
conagentes que interfieren con la polimerizacion de microtdbulos
(nocodazol, colchicina y vinblastina). El reciclaje desde el
fagosoma no fue significativamente modificado por la presencia
de estos inhibidores sugiriendo que los microttibulos no estarian
involucrados en este proceso. Estos resultados concuerdan con
reportes previos que sefialan que nocodazol, si bien altera la
distribucién intracelular de los endosomas no modifica el reciclaje
de transferrina, sugiriendo que el reciclaje desde el comparti-
miento endosomal y del fagosomal serfan regulados por una
maquinaria molecular semejante.

2 - CARACTERIZACION Y LOCALIZACION IN VIVO
DE RAB4 SALVAJE Y MUTANTES (Caracterization and in
vivolocalization of Rab4wtand mutants).Cordero.J. y Colombo,
M.I. THEM-CONICET , Facultad de Cs. Médicas, UN.C,
Mendoza. Argentina.

Rab4 es un miembro de la familia de proteinas Rab involucradas
en el transporte mediado por vesiculas. Trabajos previos indican
que Rab4 colocaliza con el receptor de transferrina en
compartimentos endociticos tempranos, regulando el reciclaje
de dicho receptor desde el compartimiento endosomal a la
membrana plasmatica. Se generaron lamutante activa, Rab4Q67L,
ylainactivaRab4S22N, como proteinas de fusién con la proteina
verde fluorescente (GFP) observando en células vivas su locali-
zacién por microscopia de fluorescencia. GFP-Rab4 cepa salvaje
se localizé en vesiculas cercanas a la membrana plasmatica y en
la regién perinuclear con alto grado de colocalizacién con el
marcador de endosomas tempranos dextrano-rodamina,
internalizado por endocitosis. Rab4Q67L se distribuyé mayor-
mente en la regién perinuclar y sélo se observé colocalizacién
con dextrano-rodamina en aquellas estructuras vesiculares cer-
canas al ndcleo. En cambio, la mutante Rab4S22N se concentrd
-en laregidn perinuclear con escasa colocalizacién con dextrano-
rodamina.

Por otro lado se estudi6 la funcién de Rab4 en la endocitosis y
reciclaje de transferrina en células TRV-b1 que sobreexpresan el
receptor de transferrina humano. La sobreexpresién de Rab4
cepasalvajey delamutante S22N inhibi6 el reciclaje de tranferrina
a la membrana plasmdtica respecto a las células control. En
cambio la mutante activa Q67L aumenté significativamente el
reciclaje del receptor de transferrina.

Estos resultados sugieren que la sobreexpresién de Rab4 altera
morfolégica y funcionalmente el centro de reciclaje perinuclear.

3 - ADP-RIBOSILACION DE RABS POR LA TOXINA
EXOS DE P. AERUGINOSA AFECTA LA ENDOCITOSIS
(ADP-ribosylation of Rab5 by ExoS of P. aeruginosa Affects
Endocytosis) ! Barbieri, A. ' Sha, Q. > Bette-Bobillo, P. ! Stahl,
P.D. y?Vidal, M.. ! Cell Biology and Physiology, Washington
University School of Medicine, St. Louis, MO, USA 2 CNRS,
Université Montpellier II, Montpellier, France.

Pseudomonas aeruginosa exoenzyme S (ExoS) is an ADP-
ribosyltransferase that modifies low-molecular weight GTPases.
Ras ADP-ribosylation by ExoS has been shown to occur in vitro
and in vivo, leading to inhibition of Ras signal transduction.
Initial experiments showed that several members of the Rab
family are also modified by ExoS. Rab proteins are crucial
regulators of intracellular vesicle traffic. Here we studied the
effect of Rab5 ADP-ribosylation by ExoS onits cellular function,
i.e. regulation of early endocytic events. Co-culture of CHO cells
with P. geruginosa induced a marked decrease in horseradish
peroxidase (HRP) uptake compared to non-infected cells, while
co-culture with a P. aeruginosa mutant strain that fails to
produce ExoS did not lead to any change in HRP uptake.
Microinjection of recombinant ExoS into Xenopus oocytes
induced strong inhibition of basal HRP uptake by oocytes.
Moreover, co-injection of recombinant ExoS with Rab5 abolished
the typical stimulation of HRP uptake obtained after the GTPase
microinjection. Cytosols prepared from injected oocytes were
used in an endosome-endosome fusion assay. Cytosol from
ExoS microinjected ococytes was ineffective in promoting
endosome-endosome fusion. However, in these conditions, the
addition of Rab5 to the assay led to fusion recovery. Finally,
EEA1 binding to immobilized Rab5 fused with glutathione S-
transferase was highly diminished after GTPase ADP-ribosylation
by ExoS, and EEA1 association with endocytic vesicles was
significantly decreased in the presence of the bacterial enzyme.

4 - REQUERIMIENTO DE CALCIO PARA LA
EXOCITOSIS ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES
HUMANOS PERMEABILIZADOS (Calcium requirement in
acrosomal exocytosis in permeabilized human spermatozoa) De
Blas G, Michaut M y Mayorga L. Lab. de Biologfa Celular y
Molecular. IHEM-CONI-CET. Fac. de Ciencias Médicas. Univ.
Nac. de Cuyo.

Durante la reaccién acrosémica, paso fundamental en la fecun-
dacién en mamiferos, la membrana plasmatica del espermato-
zoide se fusiona en miiltiples puntos con la membrana acrosomal
externa, con posterior vesiculizacién y exposicién del conteni-
do acrosomal. Esta exocitosis regulada puede desencadenarse
provocando un aumento de calcio citoplasmético con el agrega-
do de ionéforos especificos. En espermatozoides
permeabilizados hemos observado que concentraciones
micromolares de calcio libre inducen la exocitosis del granulo
acrosémico. Bario y estroncio provocaron también la exocitosis,
pero a concentraciones préximas a | mM. La reaccién es tam-
bién inducida por el agregado de Rab3A recombinante activado
(una GTPasa monomérica presente en el acrosoma). En este il-
timo caso no se requiere el agregado de calcio. Rab3A indujo
secrecién acrosomal adn en la presencia de 10 mM EGTA o §
mM BAPTA sugiriendo que calcio no es requerido luego de la
activacién de Rab3A. Sin embargo, agregado del ionéforo
A23187, que permitié la salida del calcio contenido en el
acrosoma, inhibié completamente la exocitosis inducida por
Rab3A. Estos resultados sugieren que calcio es requerido lue-
go de la activacién de Rab3A, y que probablemente el mismo
sea aportado localmente desde el acrosoma por la apertura de
canales ubicados en la membrana de este granulo secretorio.
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5 - IDENTIFICACION DE UNA PROTEINA RECONOCI-
DAPOR AUTOANTICUERPOS INDUCIDOS POR EL VI-
RUS DE LA HEPATITIS MURINA (MHV) (Identification
of a protein recognized by antibodies induced by mouse hepati-
tis virus (MHV) ). Mathieu PA*, Gémez KA*, Coutelier J-P* ,
Retegui LA. *IQUIFIB (UBA-CONICET), Facultad de Farma-
cia y Bioquimica, Buenos Aires, y #Unit of Experimental Medi-
cine. Université Catholique de Louvain, Brussels, Belgium.

Se ha demostrado que la infeccién de ratones con el MHV-AS59
afecta la respuesta inmune, ya que el virus induce
hipergamaglobulinemia, con  predominancia de
inmunoglobulinas (Ig) de la subclase IgG2a, y aumenta una res-
puesta autoinmne preestablecida. Experimentos de western-blot
indicaron que en los sueros de ratones CBA/Ht y BALB/c infec-
tados con el MHV-AS59 existian autoanticuerpos (autoAb) que
reconocian una proteina de aproximadamente 40kDa presente
en higado y rifién. La proteina fue purificada e identificada como
la fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH), la tdltima enzima
involucrada en el catabolismo de tirosina. A pesar de la presen-
cia de los autoAb, los ratones no manifestaron sintomas de
tirosinemia, ya que los niveles plasmdticos de aminoécidos fue-
ron similares en los animales controles e infectados.

Se determiné que los autoAb anti-FAH correspondian a dife-
rentes subclases de Ig, y que su presencia no se correlacionaba
con una concentracion elevada de Ig sérica, lo cual permite des-
cartar la activacién policlonal inespecifica de células B como
responsable del proceso autoinmune. Ademds, experimentos de
competicién en el western-blot indicaron que los autoAb esta-
ban dirigidos contra un epitope criptico de la proteina.

Se concluye que la induccién de autoinmunidad se deberia a la
similitud entre la FAH y alguna de las proteinas virales.

6 - EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE INTERFERON-
a2b Y FLAVONOIDES EN UNA LINEA DE CELULAS
TUMORALES (Antiproliferative effect of interferon-a2b and
flavonoids on a human tumour cell line) Blank . V.; Poli, C.;
Marder, M.; Roguin, L. IQUIFIB (UBA-CONICET), Facultad
de Farmacia y Bioquimica. Buenos Aires, Argentina.

Los interferones (IFN) constituyen una familia de proteinas que
se caracterizan por ejercer actividades antiviral, antiproliferativa
e inmunomodulatoria. En un trabajo previo mostramos que el
IFN-a.2b inhibe la proliferacion de una linea de células prove-
nientes de un carcinoma cervical humano (WISH). Puesto que
también se ha demostrado la accién antimitogénica de algunos
flavonoides sobre el crecimiento de células tumorales, decidi-
mos evaluar el efecto de un conjunto de flavonoides naturales y
sintéticos sobre el crecimiento de células WISH, en presencia y
ausencia de IFN-a2b. De 24 flavonoides ensayados, los dos de-
rivados sintéticos mas efectivos fueron la 2 -nitroflavona y la
27,6-dinitroflavona, con DES0 aprox. 3 pM, mientras que el
flavonoide natural crisina mostré una DE50 50 uM. Cuando la
accién de cada uno de estos compuestos se evalué en presencia
de una concentracién subdptima de IFN-a.2b, se obtuvo una
mayor actividad antiproliferativa equivalente a la suma de los
efectos de los componentes individuales. Sin embargo, ninguno
de los flavonoides inhibié la unién de ['*I]IFN-a2b a recepto-
res de células WISH, sugiriendo que actian por un mecanismo
distinto al utilizado por el IFN.

Los resultados obtenidos demuestran una mayor eficiencia bio-
l6gica de los flavonoides en combinacién con el IFN-a2b, y
sugieren que la presencia de un grupo NO, en la posicién 2°
serfa importante para ejercer un efecto citostatico.

7-ESTUDIO DELA INTERACCION DEL FACTORESTI-
MULANTE DE COLONIAS DE GRANULOCITOS CON
SUSRECEPTORES MEDIANTEEL USO DE ANTICUER-
POS MONOCLONALES (Monoclonal antibodies as probes to
study the interaction of the granulocyte colony stimulating factor
to its receptors) Marino*, V.; Sterin-Prync?, A.; Roguin*, L.
*IQUIFIB (UBA-CONICET), Facultad de Farmacia y
Bioquimica y *BIOSIDUS S.A. Buenos Aires, Argentina.

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es
una glicoproteina de 174 aminodcidos que estimula la prolifera-
cién y diferenciacién de precursores neutréfilos. Con el propé-
sito de caracterizar su interaccién con receptores, se utilizaron
dos anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-hG-CSF, denomi-
nados 6E3 y 8C2. Ensayos de ELISA de competici6n indicaron
que los dos mAbs reconocieron al hG-CSF nativo, aunque sélo
el mAb 8C2 detect6 a la proteina reducida y bloqueada. Mien-
tras el mAb 6E3 inhibié la proliferacion inducida por hG-CSF
de células NFS-60 (leucemia mieloide murina), el mAb 8C2 no
produjo ningtn efecto. Ademds, s6lo el ['*I]mAb 8C2 recono-
cié al hG-CSF previamente unido a receptores de membranas
celulares. Para identificar los epitopes reconocidos por los mAbs,
se realizaron digestiones proteoliticas del hG-CSF con distintas
endoproteinasas: Arg-C, Glu-C, quimotripsina y tripsina. La
inmunorreactividad de los péptidos obtenidos se analizé por
Western Blot. La secuencia de aminoécidos de algunos de estos
fragmentos se determiné por degradacién de Edman. Los resul-
tados indicaron que el mAb 6E3 reconoci6é un epitope
conformacional localizado en la regién 1-122/123 del hG-CSF
y probablemente involucrado en el dominio de unién a recepto-
res. Por otro lado, el mAb 8C2 estarfa dirigido contra un epitope
lineal, comprendido entre los aminodcidos 41-58 de la citoquina,
que queda expuesto luego de la unién del hG-CSF a sus recep-
tores.

8 - UBICACION RELATIVA DE LOS SITIOS A LOS QUE
SE UNEN DIFERENTES HORMONAS LACTOGENICAS
EN EL RECEPTOR DE PROLACTINA (PRLR). (Relative
localization of the prolactin receptor binding sites to different
lactogenic hormones) Longhi S., Blank V., Roguin L., Cristodero
M., Retegui L. IQUIFIB (UBA-CONICET) Facultad de Farma-
cia y Bioquimica. Buenos Aires. Argentina.

Han sido determinados los aminoécidos involucrados en la unién
de la hormona de crecimiento humana (hGH) al PRLR, mien-
tras que los dominios de unién de otras hormonas lactogénicas,
tales como la prolactina ovina (0PRL) y el lactégeno placentario
humano (hPL), ain no han sido identificados. Como la hGH, la
oPRL y el hPL compiten entre si por la unién al PRLR, se ha
propuesto que se unen al mismo sitio del receptor, aunque este
hecho no ha sido demostrado.

El objetivo de este trabajo fue determinar si el/los sitio/s del
receptor al que se unen la oPRL y el hPL coinciden total o par-
cialmente con el de la hGH. Para ello utilizamos membranas
que expresan el PRLR (células Nb2 e higado de rata) y, como
reactivo biolégico, un anticuerpo monoclonal (Mab R7B4) que
reconoce un epitope del PRLR parcialmente solapado con el
sitio de unién de la hGH.

El Mab R7B4 inhibi6 la unién de la '*I-hGH a microsomas de
higado de rata, pero no afect6 la de la ’I-oPRL y la del '»I-
hPL, lo cual sugiere que el sitio al que se unen estas dos hormo-
nas coincide sélo en parte con el correspondiente a la hGH. Por
otro lado, el Mab inhibi6 de la misma forma la unién de la hGH
y de la oPRL a los receptores presentes en las células Nb2, pero
no afect6 la del hPL, lo cual indica que en estos receptores los
sitios de unién de lahGH y de la oPRL serian idénticos y distin-
tos al del hPL.
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9 - CAPACIDAD DE GLICOCONJUGADOS CON ACTI-
VIDAD DE GRUPO SANGUINEO A PARA ACTUAR
COMO RECEPTORES DE LA TOXINA LABIL AL CA-
LOR DE E. COLI EN CELULAS HT-29. (Ability of
glycoconjugates with A blood group activity to act as E. coli
heat-labile toxin receptors). Galvan E.M., Monferran C.G.
CIQUIBIC. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Na-
cional de Cérdoba. Argentina.

La toxina 14bil al calor de Escherichia coli (LT-I) y la toxina
colérica (TC) comparten un alto grado de homologia estructural,
funcional e inmunolégica. Aunque el gangliésido GM1 es con-
siderado el receptor de ambas toxinas, LT-I parece utilizar
ademas receptores no reconocidos por TC. Resultados previos
obtenidos en conejo sugieren que glicoconjugados con actividad
de grupo sanguineo ABH estdn involucrados en la respuesta
secretoria inducida por LT-I in vivo. En el presente trabajo se
estudi6 la participacion de glicoconjugados con actividad de
grupo sanguineo A como receptores de LT-I en la linea celular
de adenocarcinoma HT-29, cuando GM1 fue bloqueado por la
subunidad B de TC. La unién de LT-I alas células fue especifica
y pudo ser bloqueada, en forma dependiente de la dosis, con
anticuerpos monoclonales anti-A y lectina Helix pomatia. Asi-
mismo, LT-I fue capaz de producir un incremento en los niveles
de AMPc celular atin en presencia de subunidad B de TC y este
efecto pudo ser inhibido por ligandos del antigeno A. Se inves-
tig6 la naturaleza de los glicoconjugados con actividad antigénica
Ay se observo que esta actividad estaba presente sélo en algunos
glicolipidos. Estos resultados sugieren que glicolipidos con
actividad de grupo sanguineo A pueden ser receptores funciona-
les de LT-I, no reconocidos por TC, en células HT-29.

Subsidiado por: CONICOR, CONICET, FONCyT, SECyT-UNC.

10 - EXPRESION DE GLICOSILTRANSFERASAS DE
GLICOLIPIDOS EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE
(Expression of glycolipid glycosil-transferases in Saccharomyces
cerevisiae), Valdez-Taubas J. y Maccioni, H.J.LF.Dpto. Quimica
Bioldgica (CIQUIBIC-CONICET) Fac. Ciencias Quimicas, Univ.
Nac. de Cérdoba.

Los dominios transmembrana de proteinas residentes del Golgi,
son capaces de conferir dicha localizacién a proteinas reporteras.
Sin embargo, la ausencia de homologia entre estos dominios no
ha permitido definir residuos especificos para la retencién. Para
definir determinantes de retencién de glicosiltransferasas de
glicolipidos de eucariotas superiores en el Golgi, intentamos
expresarlas heterolégamente en S. cerevisiae con vistas a aplicar
estrategias genéticas de seleccién de mutantes. Hemos construi-
do vectores centroméricos que dirigen la expresién de o«-2,8
sialiltransferasa de pollo (GD3 sintasa) y de la $-1,3
galactosiltransferasa de ratén (GM1 sintasa) o de fusiones que
comprenden el tallo citoplasmético y el segmento transmembrana
de GMI sintasa, GD3 sintasa y 1,4 N-acetilgalactosaminil-
transferasa humana (GM2 sintasa) al extremo N-terminal de la
GFP (Green fluorescent protein). Mediante microscopia de
fluorescencia, la fusién GD3 sintasa-GFP, mostré una débil
sefial de fluorescencia con una distribucién compatible con
localizacién en endomembranas. Para el caso de la GM1 sintasa-
GFP, utilizando vectores multicopia y optimizando los sitios de
iniciacién de la traduccién para su utilizacién por S. cerevisiae,
hemos incrementado el nivel de expresién, detectando un patrén
de fluorescencia punteado, caracteristico del aparato de Golgi.
Los resultados indican que, las sefales que dirigen a estas
proteinas dentro de la via secretoria y determinan su localizacién
en el sistema de endomembranas en eucariotas superiores, serian
funcionales en levadura.

11 - GLUTATION Y VARIACION INDIVIDUAL DE LA
CRIOPRESERVACION DE SEMEN OVINO. (glutathione
and individual variation in ram semen cryopreservation). Medina.
V.H.; Aisen, E.G.; Quintana, M.M.; Vera Bertoldi, D.V.; Morello,
H.; de la Sota', R.L.; Venturino, A. Facultad de Ciencias Agra-
rias, Universidad Nacional del Comahue, Cinco Saltos, Rio
Negro y 'Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacio-
nal de La Plata Argentina. aventu@uncoma.edu.ar

Elsemen ovino presenta variaciones entre individuos a la conge-
lacién y descongelacién en lo que respecta a su calidad para la
inseminacién artificial, habiéndose observado efectos importan-
tes por el tipo de diluyente empleado. Evaluamos aqui los niveles
de glutatién en eyaculados provenientes de diferentes carneros,
y el efecto de la congelacién en dos tipos de diluyentes.

Se seleccionaron seis carneros Merino Australiano de buena
calidad de eyaculado, determinada por microscopia 6ptica, con-
gelando el semen en un diluyente isoténico y otro hiperténico (+
trealosa 100 mOsm) bajo N, Iiquido. Se determinaron dos grupos
de carneros con distinta congelabilidad por evaluacién micros-
copica. Se midi6 glutatién por las técnicas de reciclado y tioles
dctdo solubles. El glutatién en semen fresco presenté medidas
semejantes en todos los machos (~2 nmol/10% cél p>0.05). Al
descongelado, el glutatién espermético mostré una tendencia a
disminuir en muestras de cameros con problemas de
congelabilidad en el diluyente isoténico. Se determiné una
importante cantidad de glutation liberado al medio, establecién-
dose diferencias significativas entre ambos grupos (20 vs. 25
nmol/10% cél p<0.05). Las muestras congeladas en el medio
hipertdnico presentaron un contenido de glutatién ligeramente
mayor.

Los resultados indicarfan una relacién estrecha entre la presencia
de tioles reductores en el semen ovino y unabuena congelabilidad,
aligual que las mejorias observadas en muestras congeladas con
el diluyente hipertdnico.

12 - DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTI-
OXIDANTE DE CRIOPROTECTORES DE SEMEN OVI-
NO (Determination of the antioxidant capacity in ram semen
extenders). Quintana*, M.M.; Medina, V.; Aisen, E.; Morello*,
H. y Venturino, A. Facultad de Ciencias Agrarias y Carrera de
Medicina*, Universidad Nacional del Comahue.
mquinta@uncoma.edu.ar

Los espermatozoides de mamiferos son altamente sensibles al
dafio peroxidativo, afectando al acrosoma y produciendo una
elevada pérdida de la motilidad celular. Las técnicas de conge-
lacién y descongelacién de semen pueden aumentar la presen-
cia de especies reactivas de oxigeno, afectando el proceso de
maduracién espermdtica. En nuestro laboratorio hemos desa-
rrollado diluyentes crioprotectores hiperténicos en base a
trealosa, mejorando la calidad al descongelado del semen ovi-
no.

Evaluamos comparativamente la capacidad antioxidante de tres
diluyentes (base isoténico de Salamon (B1), hiperténico 110
mOsm trealosa (B2) y trealosa + EDTA 2.5 mM (B3)), a través
de la determinacion de peréxidos lipidicos. Adaptamos la téc-
nica de TBARS a la presencia de pigmentos de la yema de hue-
vo presente en los diluyentes. Hallamos diferencias significati-
vas en la proteccién antioxidante de los diluyentes per se, sien-
do la produccién de perdxidos en lipidos de yema en B2 un 25%
menor que en B1 y 20% menor que B3. El tratamiento con 4ci-
do ascérbico como pro-oxidante, o mediante la reaccién de
Fenton (Fe?* y H,0,) mantuvo las diferencias absolutas entre
los diluyentes. La evaluacién de la capacidad antioxidante de
los tres diluyentes en semen de Merino australiano indicé una
tendencia de menor produccién de peréxidos en B2 al
postdescongelado con respecto a B1(0.40 vs 0.46 nmol/10% cel.).
Mayores diferencias a favor de B2 se obtuvieron a 3 hs
postdescongelado en la raza Pampinta.

La mayor capacidad crioprotectora de B2, determinada por la
evaluacién microscépica del semen ovino, estaria relacionada
con una mejor accién antioxidante.
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13 - EXPRESION DIFERENCIAL DE UNA
GLICOPROTEINA DE OVIDUCTO DE BUFO
ARENARUM (Differential expression of an oviductal
glycoprotein from Bufo arenarum) Martelotto, L., Cabrera, R.,
Arranz, S. y Cabada, M. - Divisién Biologia del Desarrollo, IBR-
CONICET. Universidad Nacional de Rosario. Argentina.

L-HGP es una glicoproteina de cubierta gelatinosa de ovocitos
de Bufo arenarum que se.sintetiza y es secretada a la luz del
oviducto a medida que éstos recorren este conducto antes de ser
fecundados. Ensayos in-vitro demostraron que L-HGP previene
la ruptura del acrosoma de espermatozoides homélogos permi-
tiendo que reaccionen en las cercanfas de la cubierta vitelina.
Hemos determinado, por western blot, que L-HGP esta presente
tanto en extractos como en secreciones de distintas porciones del
oviducto y no en otros érganos o tejidos. Por otra parte, L-HGP
sintetizada en la primera porcién del oviducto posee una diferen-
cia en su peso molecular con respecto al resto sugiriendo que la
protefna que estd en contacto con la cubierta vitelina posee
dominios distintos. La deglicosilacién de L-HGP purificada a
partir de secreciones de las distintas porciones mostré en todos
los casos una doble banda en SDS-PAGE pero de movilidades
diferentes en la primera porcién. Estudios de inmunohistoquimica
convalidaron los estudios realizados por western-blot y mostra-
ron que aiin en oviductos no estimulados L-HGP esté presente en
laregion apical de las células secretoras. La secuenciacion de dos
péptidos internos permitié realizar una bisqueda por homologia
en bancos de datos. La homologia mayor encontrada es con una
fosfoinositol  polifosfato fosfatasa putativa de
Schizosaccharomyces pombe.

14 - LA REGULACION DEL [Ca*], EN ENTEROCITOS
POR 178-ESTRADIOL IMPLICA VIAS DE INFLUJO
DIFERENTES A LASDEL 1,25(0H),D, Y LA PARTICIPA-
CION DE PROTEINAS DE MEMBRANA RELACIONA-
DAS CON EL ER (Regulation of [Ca?'], in enterocytes by 178-
estradiol involves influx pathways different than 1,25(0OH),D,
and the participation of ER-related membrane proteins). Picotto
G., Rossi A., Russo de Boland, A. y Boland, R. Dpto. de
Biologfa, Bioquimicay Farmacia. Universidad Nacional del Sur.
San Juan 670, Bahia Blanca 8000, Argentina.

Previamente demostramos que el 176-estradiol, andlogamente al
1,25(0H),D,, incrementa rdpidamente la concentracién de cal-
cio intracelular ([Ca®']}) en enterocitos de rata, estimulando
seglin un perfil bif4sico las vias de liberacién de Ca® de depési-
tos intracelulares y de influjo del catién del medio extracelular.
En el presente estudio el andlisis espectrofluorimétrico de los
cambios en [Ca**],inducidos por ambos esteroides en presencia
de inhibidores selectivos (neomicina, U-73122, nitrendipina,
EGTA, La*, Ni**) y en el quenching de fluorescencia de Fura 2
por ingreso de Mn*', revel6 que el 178-estradiol, a diferencia del
1,25(0H),D,, ademas de activar canales sensibles a
dihidropiridinas, aumenta el influjo de Ca’* via canales SOC
(acoplados a la deplecién de los reservorios intracelulares). De
acuerdo con estas observaciones, la adicién simultinea o
secuencial de las dos hormonasa los enterocitos mostré acciones
aditivas (+60%) sobre la fase de influjo. El andlisis por Western
blot utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
receptor cldsico de estradiol (ER) demostré la presencia de
proteinas inmunoreactivas en membranas microsomales con
peso molecular correspondientes al ER (67 kDa) y otras de
menor tamafio (57-11 kDa). El uso de derivados de 17B-estradiol
ligados covalentemente a BSA indujo un incremento de [Ca*]i
similar al de lahormonalibre, 1o que sugiere la partipacién de una
o més de estas macromoléculas en los efectos no genémicos
inducidos por el estrégeno en enterocitos de rata.

15 - INCORPORACION DE UN POLIMERO AUTO-
CLIVABLE EN RESPUESTA A LA ACIDEZ A UN TRANS-
PORTADOR LIPOSOMAL DE DROGAS. (Incorporation of
a self-cleavable polymer -responsive acidity- to a liposomal drug
carrier). Venier, M.C., Morilla M.J., Montanari A. y Romero E..
Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional
de Quilmes (UNQ), Saenz Pefia 180, Bernal 1876, Buenos Ai-
res, Argentina. elromero@ungq.edu.ar

Describiremos parte de la optimizacién de la estructura de un
transportador liposomal de drogas destinado a fusionarse con
células tumorales, gatillado por el descenso de pH propio del
interior de los tumores sélidos. La estrategia comprende la
derivatizacién de un extremo no reductor del dcido (2(8
polisidlico (APS), para unirlo covalentemente a fosfatidileta-
nolamina por medio de una técnica modificada para evitar la
autodegradacién del APS, en el medio -cido de las aminaciones
reductivas tradicionales. Los pasos de derivatizacién y conju-
gacién fueron las siguientes: 1) APS +104Na(generacion de un
aldehido en el extremo terminal del APS=AL-APS, 2) + NaAsO2
(eliminacién del exceso de I04Na, 3) ALP-APS + DPPE +
(CH30)3NaBH (conjugacién por aminacién reductiva a pH 7,4:
APS-PDDE, 4) aislamiento y deteccién del conjugado por
elucigin en columna C18 y corrida en geles de tricina 16°T3°C,
5) cosolubilizacién de APS-DPPE, eggPC y colesterol para ge-
nerar liposomas derivatizados, 6) comparacién de la relacién
proteinas plasmdticas adsorbidas/lIpidos de membrana entre
liposomas derivatizados y sin derivatizar. Los resultados indi-
caron que: a) es posible derivatizar APS por aminacién reductiva
modificada sin reducir sustancialmente su longitud ((10 KD) y
b) los liposomas derivatizados poseen una relacion protelna
plasmaticas adsorbidas/lipidos tan baja como la de los peguilados
(Stealth():(10 g/mol, lo que hace a estas vesiculas aptas para
extravasar hacia masas tumorales sélidas.

16 - EL 1,25(0OH),D; INDUCE LA TRANSLOCACION A
MEMBRANA DEL VDR EN CELULAS MUSCULARES
ESQUELETICAS (1,25(0OH)D, induces translocation to the
membrane of the VDR in skeletal muscle cells). D.A. Capiati*Z,
M.T. Tellez Ifién'y R. Boland*. * Depto. de Biologia, Bioquimica
y Farmacia, Universidad Nacional del Sur. Bahia Blanca, Argen-
tina. T Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y
Biologia Molecular, CONICET. Buenos Aires, Argentina.

El 1,25(0OH),-vitamina D [1,25(OH),D,] ejerce su accién a
través de un mecanismo nuclear mediado por receptor (VDR),
similar al de otras hormonas esteroideas, y un modo de accién
rapido, no-genémico, que conduce a la activacion de vias de
transduccién de sefiales al igual que hormonas peptidicas. Esto
ultimo sugiere la existencia de un receptor para el 1,25(OH),D,
en la membrana plasmadtica, que aun no ha sido identificado. El
miusculo esquelético es blanco de las acciones genémicas y no
genémicas del 1,25(0OH),D,. En el presente trabajo, se trataron
cultivos de células musculares esqueléticas de embrién de pollo
con 1 nM 1,25(0OH),D, durante tiempos cortos (1-10 min),
seguido de fraccionamiento subcelular. Cada una de las fraccio-
nes obtenidas se analizé por Western blot utilizando un anticuer-
po monoclonal dirigido contra el VDR. Se observé que la
hormona induce la translocacién del VDR desde el niicleo a la
fraccién de membranas. Esta relocalizacién es bloqueada por
genistefna (100 pM), herbimicina (5 pM) y colchicina (1-50
uM), implicando la participacién de quinasas de tirosina y el
transporte a través de microtibulos en el mecanismo de
translocacién del receptor. Por otra parte, el tratamiento con
1,25(0OH),D, aumenta la fraccién de VDR fosforilado en resi-
duos tirosina en la fraccién nuclear, sugiriendo la activacién de
una quinasa de tirosina nuclear. Estos resultados constituyen la
primera evidencia de la presencia del VDR en membrana y son
importantes para comprender el mecanismo de accién no-
genémico del 1,25(0OH),D; (v.g. interaccion VDR-TRP en la
regulacién del influjo SOC por la hormona; Santillan et al.,
SAIBBM, 2000).
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17-EVIDENCIAS INMUNOQUIMICAS Y MOLECULARES
DE UNA PROTEINA LIGADORA DE 1a,25(0H),-VITAMI-
NA D; EN SOLANUM GLAUCOPHYLLUM. (Molecular and

* inmunochemical evidence on the existence of a 1a.,25(0H),D,
binding protein in Solanum glaucophyllum). Milanesi, L., Monje, P.
y Boland, R. Depto. de Biologfa, Bioquimica y Farmacia. Univer-
sidad Nacional del Sur. (8000) Bahia Blanca, Argentina.

Se han detectado derivados de vitamina D, en varias plantas
superiores, entre las cuales la especie Solanum glaucophyllum
(S.g.) tiene la capacidad de sintetizar cantidades apreciables de
la,25(0H), D,. Se desconoce la funcién que cumple el metabolito
en los sistemas vegetales. En las células blanco de los vertebrados
el 1a,25(0OH),D, se liga a su receptor intracelular especifico
(VDR), el complejo se transloca al nucleo donde se une a secuen-
cias especificas del ADN regulando la expresién génica. Con el
objeto de investigar la presencia en S.g. de una proteina con
caracteristicas semejantes al VDR se realizaron ensayos de ligado
competitivo en suspensiones celulares utilizando
[H*]10.,25(0H),D, como radioligando; el ligado no especifico se
determind en presencia de un exceso de 1a,25(0OH),D,, detectan-
dose un 43% de desplazamiento que correspondié al ligado
especifico. Estudios de inmunoblot empleando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el dominio de unién al ADN del VDR
y un anticuerpo policlonal dirigido contra el extremo C-terminal
del VDR revelaron tres bandas inmunoreactivas de 72 kDa, 58
kDa y 43 kDa en extractos proteicos totales de los distintos
6rganos y cultivos de callos de S.g. Cuando se utilizé un buffer de
alta fuerza i6nica para la extraccién proteica se logré aumentar
notablemente las sefiales obtenidas con ambos anticuerpos lo que
sugiere que dichas proteinas estdn asociadas a una estructura
celular. Estos resultados también se observaron en otras tres
solanaceas (L. esculentum , N. glauca y N. tabacum). Se disefiaron
primers para amplificar la regién de ligado al ADN; los mismos
fueron usados en ensayos de PCR a partir de ¢cDNA de callos
obteniéndose dos bandas del tamafio esperado.

18 - 1,25(OH),-VITAMINA D, ESTIMULA EN OSTEQ-
BLASTOS EL INFLUJO SOC MEDIADO POR PROTEI-
NAS TRP3 (1,25-(OH),-vitamin D, stimulates in osteoblasts
SOC influx mediated by TRP3 proteins). Baldi C., Vazquez G.
y Boland R. Laboratorio de Quimica Biolégica, Dpto. de Biolo-
gia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur, San
Juan 670 (8000) Bahia Blanca, Argentina.

En osteoblastos 1a,25-dihidroxi-vitamina-D, (1,25-D,) induce una
respuesta rapida y bifdsicaen Ca™ intracelular ([Ca**l) que implica
activacién de PLC, liberacién de Ca®* de depdsitos IP;-sensibles e
influjo del catién desde el medio externo a través de canales voltaje-
dependientes. En varios tipos celulares la deplecién de Ca?* de
depositos internos resulta en la activacién de canales de Ca** de
membrana denominados SOC, constituidos, a menos en parte, por
proteinas TRP. En este trabajo se presentan estudios funcionales y
moleculares realizados a fin de establecer si canales SOC contribu-
yen al influjo de Ca** dependiente de 1,25-D; en osteoblastos. El
tratamiento de células osteoblésticas de rata (ROS 17/2,8) con 1,25-
D, en medio libre de Ca?* indujo un aumento rédpido y transiente en
[Ca*], correspondiente a la fase IP;-dependiente de la respuesta al
esteroide; la readicién de Ca® al medio resulté en un incremento
rapido de [Ca**], evidenciando la existencia de influjo tipo SOC;
dicho influjo fue permeable a Mn* (SOC,, ), insensible a nifedipina
y verapamil y bloqueado por Gd**. Mediante RT-PCR se amplifica-
ron fragmentos de 220 bp y 440 bp con una homologia superior al
90% respectoalaproteina TRP3 humana. Encélulas microinyectadas
con un pool de oligonucledtidos antisentido dirigidos contra el
RNAm de TRP3 humano, se redujo significativamente (60%) el
influjo SOC,,, dependiente de 1,25-D, respecto a células control. En
invertebrados TRP forma complejos multiproteicos interactuando
con la proteina adaptadora INAD. Por RT-PCR se obtuvo un
fragmento homélogo a INAD humana. Estos resultados indican la
existencia de una proteina TRP3 involucrada en influjo SOC
modulado por 1,25-D; en osteoblastos y sugieren que la misma
podria encontrarse asociada a un homélogo de INAD formando
estructuras supramoleculares de sefializacion.

19-PROTEINAS TRP QUE FORMAN COMPLEJOS CON
ELRECEPTORDE VITAMINA D MEDIAN EL INFLUJO
SOC INDUCIDO POR 1,25(0OH),-VITAMINA D, EN CE-
LULAS MUSCULARES (TRP proteins which associate with
the vitamin D receptor mediate SOC influx induced by 1,25(OH),-
vitamin D, in muscle cells). Santilldn G., Vazquez G. y Boland
R. Laboratorio de Quimica Bioldgica, Dpto. de Biologia,
Bioquimicay Farmacia, Universidad Nacional del Sur, San Juan
670 (8000) Bah{a Blanca, Argentina.

En células musculares esqueléticas de ave (Gallus gallus) el 1a,25-
dihidroxi-vitamina-D, (1,25-D,) estimula la entrada de Ca* a tra-
vés de canales dependientes de voltaje y canales operados por
movilizacién de Ca® de dep6sitos internos (canales SOC). Exis-
ten evidencias indicando que los canales SOC de mamiferos es-
tdn constituidos, al menos en parte, por proteinas de la familia
TRP. Su regulacién involucra complejos supramoleculares de se-
falizacién. Se investigé la participacin de protefnas TRP y su
asociacién al VDR (Vitamin D Receptor) en la modulacién del
influjo SOC por 1,25-D, en cultivos de células musculares de pollo.
El immunoblotting de proteinas de lisados celulares empleando
un anticuerpo especifico contra una secuencia peptidica altamen-
te conservada en la familia TRP, mostré una unica banda de 76
kDa, la cual coinmunoprecipité con el VDR bajo condiciones no
denaturalizantes, sugiriendo una asociacién entre ambas protei-
nas. Paralelamente, la microinyeccién de células con un
oligonucleétido antisentido dirigido contra una regi6n altamente
conservada del mRNA de TRP de mamiferos cuyo producto de
traduccién contiene la secuencia de aminoécidos correspondien-
te al epitope del anticuerpo empleado en el immunoblotting, re-
dujo significativamente (60%) el influjo SOC dependiente de 1,25-
D, respecto a células microinyectadas con oligonucleétidos
“sense” y “scrambled”. Mediante RT-PCR utilizando primers con
ambigiiedades disefiados sobre la base de secuencias de
nucleétidos altamente conservadas en TRP de mamiferos, se am-
plificaron fragmentos de 220 bp y 450 bp, cuya secuenciacién
mostré una alta homologia (>95%) con proteinas TRP. Estos re-
sultados no sélo demuestran la participacién funcional de protei-
nas TRP en el influjo SOC inducido por 1,25-D, en células mus-
culares de ave, sino que constituyen ademés la primer evidencia
molecular sugiriendo la existencia de estas protefnas en mdsculo
esquelético y su asociacién al VDR.

20 - INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR
MEDIANTE LA MODULACION DE LOS NIVELES DE
PEROXIDO DE HIDROGENO (Inhibition of cell proliferation
by modulating hydrogen peroxide levels). Policastro, L., Molinari,
B., Larcher, F.*, Durdn, H. Comisién Nacional de Energia
Atémica, Buenos Aires, Argentina y *Centro de Investigaciones
Energéticas y Medioambientales, Madrid, Espaiia.

En trabajos previos hemos demostrado un desbalance en el
sistema antioxidante en funcién del grado de malignidad en
lineas celulares tumorales de ratén y la inhibicién de la prolife-
racién compensando este desbalance mediante la disminucién
exégena de los niveles de H,0,. El objetivo de este trabajo es
estudiar la regulacion de la proliferacién por H,0, en células
normales y tumorales de diferentes origenes tisulares y de
diferentes especies y evaluar si la modulacién de los niveles de
H,0, inhibe el crecimiento tumoral in vivo en modelos experi-
mentales. Se determind la produccién de H,0, mediante el
ensayo de escopoletina y se demostré un aumento significativo
de los niveles de H,0, en funcién de la malignidad, siendo la
produccién 4 veces mayor en las células tumorales humanas con
respecto a su contraparte normal. Se evalug la proliferacién en
células tratadas con catalasa y se demostré una significativa
inhibicién dependiente de la dosis. En los animales con tumores
experimentales tratados durante un mes con catalasa se demostré
una inhibicién total del crecimiento de los tumores. Se puede
concluir que el H,0, participa de un mecanismo general que
controla la actividad proliferativa de las células. Por otro lado,
estos resultados abren la posibilidad de evaluar la utilizacién de
compuestos capaces de disminuir los niveles intracelulares de
perdxido de hidrégeno, como terapias antioxidantes.
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21 - DEFICIENCIA DE VITAMINA A Y PROTEINAS
EXTRACELULARES EN HIGADO Y RINON DE RATA
(Vitamin A deficiency and extracellular proteins in liver and
kidney of rat) Pérez Aguilar R., Anzulovich* A.C., Oliveros* L.,
Giménez* M.S., Sanchez S. Departamento de Biologia del
Desarrollo - INSIBIO - UNT. *Departamento de Bioquimica y
Ciencias Biolégicas - UNSL.

La deficiencia de vitamina A afecta procesos fisiolégicos en las
células interfiriendo con la proliferacidn y la diferenciacién.
Ratas deficientes en vitamina A presentan desorganizacién de la
histoarquitectura hepética. La matriz extracelular, estructura
molecular dindmica y compleja, participa en el mantenimiento
de la arquitectura tisular, en el funcionamiento de los tejidos y en
la regulacion de procesos celulares.

Se analiza la expresion de Fibronectina (FN) y Laminina (LM),
protefnas de matriz extracelular en higado y rifién de ratas Wistar
hembras adultas separadas en dos grupos, uno con dieta control,
con vitamina A (+) y otro sin vitamina A (-). Western inmunoblot
de extractos de higado y rifién revelan una mayor expresion de
FN y LM en animales vitamina A (-). Esto coincide con los
estudios inmunohistoquimicos. En higado de animales A (-) se
observé una mayor expresién de FN en los espacios
perisinusoidales, estroma del drea portal y alrededor de la vena
central, comparado con animales A (+). La inmunodeteccién de
LM evidencié un incremento de expresién en el espacio
perisinusoidal, sin diferencias en las membranas basales
vasculares y ductales.

En rifiones de animales A (-) se observé un incremento en la
expresion de FN y LM en membranas basales.

Los resultados sugieren que la deficiencia de vitamina A modi-
fica la expresién de las proteinas Fibronectina y Laminina en
higado y rifién.

22 - CAMBIOS EN LA BIRREFRINGENCIA Y
ULTRAESTRUCTURA DEL OVULODE ERIZODE MAR
CENTRIFUGADO Y FERTILIZADO. (Changes in
birrefringence and fine structure of the sea urchin egg centrifuged
and fertilized). Burgos, M.H., Goda, M. y Inoue, S. IHEM-
CONICET. Fac. Ciencias Médicas, U.N.Cuyo, Mendoza, Ar-
gentina y MBL. Woods Hole, Ma. USA

Ovulos del erizo de mar (Arbacia punctulata) suspendidos en
agua de mar y sometidos a centrifugacion por varios minutos de
4000 a 6000 RPM se estratifican en varias capas. Del polo
centripeto (al tope) al polo centrifugo (al fondo) se reconocen
una capa de grasa, una zona clara que contiene el micleo, una
capa de mitocondrias, una capa abundante de grinulos
citoplasmicos y en el fondo los granulos con pigmento.
Cuando estos 6vulos estratificados por la centrifugacién son
observados en el microscopio centrifugo polarizador una cortina
de material birrefringente se observa por debajo de la capa de
grasa en la parte alta de la zona clara rodeando al niicleo. Esta
birrefringencia aumenta con la velocidad de centrifugacién y el
tiempo.

Cuando los 6vulos estratificados por la centrifugacién son fer-
tilizados la birrefringencia desaparece en segundos.

Para evaluar la causa de este cambio se estudiaron los 6vulos con
el microscopio electrénico.

Las secciones finas de los 6vulos estratificados y no fertilizados
fijados en glutaraldehido con sucrosa revelaron que la zona
birrefringente estaba ocupada por bandas de reticulo
endopldsmico alineadas paralelas al eje de la centrifugacion.

"En los évulos estratificados y fijados 5 min después de la

fertilizacién y desaparicién de la birrefringencia el reticulo
endoplasmico aparece fragmentado en pequefias vesiculas
colapsadas.

Estas observaciones sugieren que la birrefringencia se deberia al
estado y distribucién del reticulo endopldsmico.

23 - INTERACCIONES CELULA FOLICULAR -
OVOCITO MEDIADAS POR GAP-JUNCTIONS DURAN-
TE LA OVOGENESIS DE ANFIBIOS (Follicular cell-oocyte
interactions via gap junctions during amphibian oogenesis)
Villecco E., Genta S., Sdnchez Riera A., Sdnchez S. Departa-
mento de Biologia del Desarrollo. INSIBIO.Conicet -UNT

La comunicacién celular via gap-junctions juega roles impor-
tantes en variados procesos celulares (homeostasia, morfogénesis,
diferenciacidn, crecimiento) a través del pasaje de iones, segun-
dos mensajeros, metabolitos.

En el presente trabajo se analizan las interacciones mediadas por
gap-junctions en foliculos ovaricos del anfibio Bufo arenarum,
durante la previtelogénesis, vitelogénesis y maduracién. En
estas etapas tienen lugar procesos claves para el crecimiento y la
diferenciacién de los ovocitos, en los cuales se requiere una
accién coordinada de los componentes del foliculo ovarico. Se
observé por MET la presencia de uniones gap heterologas en
todos los periodos de la ovogenesis. Mediante pruebas funciona-
les con el colorante Lucifer Yellow, se determiné que la funcio-
nalidad de las uniones varia durante el ciclo sexual anual, siendo
funcionantes durante el periodo reproductor (primavera-verano)
a diferencia del perfodo invernal. Se determind la presencia de
conexinas Cx43 y Cx32 en los diferentes tipos de foliculos.
Ensayos “in vitro” e “in vivo” muestran que FSH y 17 estradiol
inducen la funcionalidad de las gap junctions, postuldndose su
participacion en la vitelogénesis.

El bloqueo de dichas uniones por anticuerpos anti-Cx43 y anti-
Cx32 producen maduracién del ovocito, efecto contrarrestado
por lainyeccién de cAMP. Se propone a este segundo mensajero
como la molécula reguladora del arresto de la meiosis en los
anfibios.

24 - CONSTRUCCION DEL scFV-5.01 REACTIVO CON
LA TETRASPANINA CD63 (Production of scFv-5.01, reactive
with Tetraspanin CD63) Mantegazza. A.*; Barrio, M.¥; Bover,
L.*; Moutel, S*; Gruel, N.*; Teillaud, J.L.*; Mordoh, J.* * Insti-
tuto Leloir, IIB-BA, Fundacién Campomar; *Laboratoire de
Biotechnologie des Anticorps, Unité INSERM 255, Institut
Curie’.

El AMC FC-5.01 reconoce al Ag CD63, Tetraspanina presente
en lisosomas, endosomas y en la superficie de células de
melanoma, plaquetas activadas, monocitos y células dendriticas
(CD). El complejo de superficie FC-5.01-CD63, es rapidamente
internalizado hacia vesiculas intracelulares. Debido a la mayor
penetracion intratumoral, menor inmunogenicidad y gran versa-
tilidad para la construccién de moléculas quiméricas, se constru-
y6 una molécula recombinante scFv-5.01. Para ello se clonaron
y ensamblaron las porciones variables de la cadena pesada (VH)
y la cadena liviana (VL) del anticuerpo parental, separadas por
un péptido espaciador (GGGGS);, en el pldsmido de expresién
bacteriana pSW1. Esta construccién incluye también dos se-
cuencias marcadoras (c-myc y his,) en el extremo 3° de VL, que
facilitan su reconocimiento en los ensayos in vitro y su purifica-
cién (IMAC).

Se seleccioné un clon productor y tras la induccién con IPTG se
obtuvo scFv-5.01 en la fraccién peripldsmica. La reactividad
con CD63 se ensay6é mediante Western blots sobre plaquetas e
inmunofluorescencia (FACS) y microscopia confocal sobre cé-
lulas de melanoma y CD. scFv-5.01 reconoce al Ag CD63 tanto
en membrana plasmdtica como en endosomas perinucleares y
lisosomas, observandose un patrén de reconocimiento semejan-
te al del AMC FC-5.01.

Agradecemos a la Dra. Pastorino y al Lic. Michele Bianchini.
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25 - INCORPORACION DEL EPITOPE OPSONIZABLE
a-GAL A MEMBRANAS DE CELULAS TUMORALES.
(Incorporation of opsonizable epitope a-gal to tumor cell
membranes). Barrio, M.M.'; Goldszmid, S.R. '?; Wainstok, R.2
; Mordoh, J.! Ambos autores contribuyeron igualmente 'Institu-
to Leloir IIB-BA Fundacién Campomar,?Dpto. Qca. Biolégica
FCEyN,UBA

Las vacunas antitumorales autélogas son usualmente poco efica-
ces por la baja inmunogenicidad de los antigenos asociados a
tumor e insuficiente captacion de las células tumorales (CT) por
células presentadoras de antigeno (APC). Para incrementar di-
cha captacion se podrian opsonizar las CT con IgG especificas
para permitir la unién a receptores FC en APC. En el hombre el
1% de las IgGs circulantes lo constituyen anticuerpos (Ac) anti-
Gal. Dichos Ac reconocen el epitope gala 1-3galB 1-4GlcNAc-R
(ot-gal) presente en mamiferos no primates y otros organismos,
pero ausente en el hombre (falta de o 1-3galactosiltransferasa).
Para incorporar a-gal a CT, opsonizarlas con Ac anti-Gal y
cargar APC in vitro, se fusionaron glébulos rojos de conejo
(GRc) (fuente de a-gal), con células IIB-MEL-J, B16F1 y MCF-
7. Se analizé la incorporacién de a-gal a las membranas con
lectina BSI-FITC, y la opsonizacién con suero humano (FACS).
La relacién CT:GRc 1:20-1:30 resulté éptima, con >50% de
células con a.-gal en “parches” de membrana o GRc fusionados
enteros (microscopia confocal). Los hibridos fueron
eficientemente opsonizados con suero humano, hecho que favo-
recid la captacion de los mismos en cocultivos con APC. Estas
evidencias indicarfan que la incorporacién del epitope a-gal
podriaser explotado para la generacién de vacunas antitumorales.
Agradecemos a F. Fraga y M. Bianchini

26 - EL CONTENIDO Y LA ACTIVIDAD DE CATALASA
DE HIGADO DE RATON DISMINUYEN DURANTE LA
PRIVACION DIETARIA DE PROTEINAS. (Both activity and
content of mouse liver catalase decrease during dietary protein
depletion). Ronchi VP, Conde RD, Sanllorenti PM. Instituto de
Investigaciones Biol6gicas, FCEN, UNMdP. CC 1245, 7600 Mar
del Plata, Argentina. pronchi@mdp.edu.ar. Patrocinios: UNMDP
y CONICET.

Anteriormente hemos examinado la regulacién del contenido
de proteinas hepéticas relacionadas con el estrés oxidativo du-
rante el suministro de dietas aproteicas o suplementadas con
aminodcidos. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto
de la privacion dietaria de proteinas y aminodcidos sobre el con-
tenido y la actividad de la enzima catalasa (CAT). Para ello,
grupos de ratones (cepa balb-c), fueron alimentados durante cin-
co dias con dietas: normal (23% caseina), sin proteinas o dietas
suplementadas con diferentes aminoécidos. Luego se determi-
né la actividad y el contenido (mediante “western-blot”) de CAT
en el citosol hepético. El suministro de una dieta aproteica cau-
s6 una disminucién del 90% en el contenido y actividad de CAT,
en ambos sexos. Este efecto fue atenuado parcialmente al admi-
nistrar dietas sin protefnas suplementadas con aminodcidos esen-
ciales, metionina, treonina o cistefna. Con el objeto de incluir a
la CAT dentro del mapa bidimensional de proteinas afectadas
por la dieta sin proteinas, se realizaron “western-blots” de geles
2D correspondientes a citosoles de animales normales y alimen-
tados con la dieta sin proteinas. Se detectaron cuatro “spots” de
CAT cuyos Mr abarcaron el rango 56.200-56.400 y sus pl resul-
taron ligeramente superiores a los descriptos (7.0,7.1,7.3, 7.7).
Si bien la catalasa integraria el conjunto de proteinas vincula-
das con el estrés oxidativo cuyo contenido es regulado por la
dieta aproteica, el efecto causado sobre ella por los aminoéacidos
esenciales, metionina, treonina y cistefna es diferente al que pro-
vocan sobre las glutation transferasas y la anhidrasa carbénica
1.

27 - EXPRESION DE LA RECOMBINASA CRE EN NEU-
RONAS CATECOLAMINERGICAS DE RATONES
TRANSGENICOS (Expression of Cre Recombinase in
Catecholaminergic Neurons of Transgenic Mice) Gelman DM,
Noain D, Falzone TL, Avale ME, Cerddn MG y Rubinstein M.
INGEBI, CONICET - Depto. Ciencias Biolégicas, Fac. Cs.
Exactas y Nat., Universidad de Buenos Aires.

La dopamina y la noradrenalina son dos neurotransmisores que
participan en el control central de funciones tan variadas como la
actividad locomotora, 1a ingesta, ¢l ciclo suefio/vigilia, la atencién,
la motivacién y el desarrollo de procesos cognitivos. Ambas
catecolaminas son sintetizadas a partir de la conversién inicial de
tirosina a L-DOPA por la enzima tirosina hidroxilasa (TH). Para
caracterizar la funcién especifica de proteinas presentes en neuro-
nas catecolaminérgicas como los transportadores de dopamina y
de noradrenalina, el transportador vesicular de monaminas, la
monoaminooxidasa A y B y la propia TH se han generado distintos
ratones mutantes portadores de alelos nulos. Otras proteinas que se
expresan ubicuamente, como el Nurrl y la parkina, y que parecen
cumplir un papel clave en el desarrollo y la diferenciacién de neu-
ronas catecolaminérgicas sélo puden ser estudiados en ratones donde
las mutaciones nulas estdn restringidas espacialmente a estas neu-
ronas y no al resto de las células del organismo. Con este objetivo
generamos ratones transgénicos que expresan la recombinasa Cre
bajo el control transcripcional del promotor de TH. El anlisis
inmunhistoldgico realizado en secciones sagitales y coronales de
ratones transgénicos reveld la presencia de un alto niimero de célu-
las con miicleos positivos para Cre en la sustantia nigra, drea
tegmental ventral, locus coeruleus y diversos nticleos hipotaldmicos
donde se expresa normalmente TH. La utilizacién de dos
cromégenos diferentes permitié corroborar la colocalizacién de
immunorreactividad de Cre y TH en estos niicleos. Para determinar
si los ratones TH-Cre expresan una recombinasa funcional los cru-
zamos con otra cepa de ratones transgénicos portadores un gen lacZ
floxeado seguido de un gen bacteriano de fosfatasa alcalina (AP)
bajo el control transcripcional del promotor de CMV. Los ratones
doble transgénicos deberfan expresar lacZ en todas sus células ex-
cepto en donde se expresa Cre que deberfan ser positivas para AP.
El 4nalisis de estos animales estd en progreso y los resultados serdn
presentados.

28 - OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE EN CELU-
LAS DE MUSCULO LISO VASCULAR DE RATAS DU-
RANTE EL DESARROLLO DE HIPERTENSION.
(Inducible nitric oxide synthase in rat vascular smooth muscle
cells during the development of hypertension). Cruzado, M.;
Castro C.; Risler N.; Riittler M.; Miatello R.. Laboratorio de
Cultivo Celular, F.C.Médicas, U.N.Cuyo, Mendoza, Argentina.
Proyecto 06/J114 SECYT UN Cuyo.

El objetivo fue evaluar el nivel de actividad de la éxido nitrico
sintasa inducible (iINOS) en c¢élulas cultivadas de miisculo liso
vascular (¢cMLV) aérticas de ratas espontdmente hipertensas en el
estadio precoz del ascenso de la presién arterial (pSHR) (4
semanas; PA:137£3mmHg) y en estadio de hipertensidn estable-
cida (SHR) (12 semanas; PA:183+3mmHg), y sus respectivos
controles normotensos (pW; PA:1163:3mmHg; p<0.01 y W; PA:
11423 mmHg; p<0.001), n=6 todos los grupos. En cultivos de
cMLYV obtenidas de aorta tordcica por digestién enzimatica, entre
pasajes 4 a 8, se indujo la expresién de iNOS con LPS 10 :g/mL al
medio de cultivo, MEM F-12 con suero fetal bovino (SFB) al 0.1%
por 24h. Se determiné la concentracién de nitritos (Griess - :mol/
:gprot) en el medio de cultivo y la actividad de iNOS (Bredt) en el
lisado de células por conversion de [*H]-L-arginina en [*H]-
citrulina (dpm/:gprot/min) Los datos (mediatSEM) se contrasta-
ron por ANOVA y post-test de Bonferroni (* p<0.01, ** p<0.001
vs pW o W, n=6 en todos los grupos).

Resultados  pW pSHR w SHR
Nitritos 440£59 197£17* 627156 174£10%*
INOS 510454 109+31%% 53737 357+60*

Los cambios en la generacién de 6xido nitrico por la iNOS de
c¢cMLV aparecen desde la etapa precoz del desarrollo de la
hipertensién y podrian participar en la génesis de la alteracién
vascular asociada a esta patologia.
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29 - LOS RECEPTORES A MANOSA-6-FOSFATO EN
HIGADO DE RATA VARIAN DURANTE EL DESARRO-
LLOPERINATAL (Mannose 6-phosphate receptorsinrat liver
change during perinatal development). Romano. P., Lépez, A.,
Belmonte, S., Sosa, M.A. IHEM-CONICET, Fac. Cs. Médicas.
UNCuyo. Mendoza. Argentina.

Los receptores a manosa-6-fosfato (MPRs) participan en el
transporte de hidrolasas dcidas a lisosomas y en la recaptura de
enzimas secretadas. Dos tipos de receptores han sido descriptos:
el catién independiente (CI-MPR) y el cation dependiente, (CD-
MPR). Aunque la expresion de los MPRs varfa espacial y
temporalmente durante la embriogénesis no se conoce si las
relaciones de éstos para un mismo 6rgano varfan durante el
desarrollo. Nos propusimos cuantificar los MPRs en higado de
rata a distintas edades (fetos de 18 dias, recién nacidos, 5, 10y
20 dfas de edad y adultos) por inmunoblotting y por ensayos
“binding”, usando un ligando que contiene manosa-6-fosfato
(M6P) (B-glucuronidasa, 8-GLU, prepucial derata). Protefnas de
membranas de higado fueron analizadas por SDS-PAGEy trans-
feridas a membranas de nitrocelulosa. Las bandas del CI o CD-
MPR fueron detectadas con los correspondientes anticuerpos.
Paralos ensayos “binding” se incubaron cantidades crecientes de
B-GLU con membranas, en presencia o ausencia de iones
bivalentes y de M6P.Por “Western blot” se observé que el CI-
MPR decrece progresivamente en higado desde fetos hasta
valores no detectables a los 22 dias y animales adultos. El1 CD-
MPR fue detectable en fetos pero disminuye drasticamente al
nacer. Luego este receptor aumenta significativamente a los 11
dias, y desde alli decrece progresivamente hacialaedad adulta.La
relacién de % de CI-MPR/CD-MPR varia entre 40/60 (5 dias),
20/80 (10-20 dias) y 65/35 (adultos) segiin la cuantificacién por
ensayos “binding”.

Concluimos que ambos receptores varian diferencialmente du-
rante el desarrollo perinatal. Esto podria estar asociado a funcio-
nes especificas de cada receptor en las etapas del desarrollo.

30 - SENSIBLIZACION A LA APOPTOSIS INDUCIDA
POR TNF-a VIA ESTRES OSMOTICO. (Sensibilization of
TNF- a -induced apoptosis via osmotic stress). Franco L., Coso
0., Costas M.. Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular,
FCEN-UBA, Buenos Aires, Argentina.

El factor de necrosis tumoral-o (TNF-t) es una citoquina
inflamatoria que dispara una sefial doble, activando una cascada
pro-apoptética y el factor de transcripcion NF-kB, que controla
laexpresién de genes anti-apoptdticos. Enla mayoria de los tipos
celulares, esta induccién de 1a apoptosis requiere de una sensibi-
lizacién de la célula blanco, mediante el uso de inhibidores de la
transcripcion o traduccién. Con el objeto de determinar los
mecanismos involucrados en la accién apoptética mediada por
TNF-a, se estudié: a) efecto del estrés producido por NaCl y su
posible rol sensibilizador a la accién de TNF-a; b) quinasas
involucradas en la cascada apoptética; ¢) rol de NF-xB en este
mecanismo. Células Hela preincubadas con NaCl (100 mM)
mostraron una respuesta apoptética sensible a TNF-a (50-0 ng/
ml) respecto de células tratadas sélo con TNF-a (naturalmente
insensibles al mismo). Esta dosis de NaCl estimuld la actividad
de p-38 quinasa. El rol de NF-«xB en esta cascada se determiné
midiendo su actividad transcripcional en células Hela. Se obser-
v6 que el TNF-o aumentd la actividad kB-Luc, mientras que la
dexametasona la inhibid, sin observarse efectos sobre la super-
vivencia en ambas condiciones. Estos resultados sugieren que la
sensibilizacién a la muerte por TNF-o, no implica sélo el
bloqueo de la sintesis de novo de proteinas blanco de NF-«B sino
que ademds, la activacion de quinasas que responden a estrés.

31 - ESTUDIO DE MARCADORES CARACTERISTICOS
Y SENSIBILIDAD A SHIGATOXINA EN LA LINEA
MURINA DE ENDOTELIO RENAL, RECA-4.
(Characteristic markers determination and Shigatoxin sensitivity
in the murine renal endothelial line, RECA-4). Gazzaniga S.,
Gonzdlez L., Wainstok de Calmanovici R. Dpto. Quimica Bio-
16gica, Facultad de Cs. Exactas y Naturales, UBA

Las células endoteliales (CE) presentan gran heterogeneidad
funcional y morfolégica segin el tejido al que pertenecen.
Hemos reportado previamente (SAIB,1999) el establecimiento
de unalineade CE, RECA-4, aislada a partir de rifién murino con
morfologia tipicamente ‘cobblestone’. Conserva la expresién de
las moléculas de adhesién CD31, presenta altos niveles de ICAM
y VCAM (siendo éste ultimo inducible).

Continuando con su caracterizacién, se determiné que son ca-
paces de captar LDL acetilado, son positivas para el factor de
von Willebrand y negativas para la presencia de o-actina de
musculo liso, descartdndose asi su posible origen mesangial.
Existen referencias en cuanto a que la Shigatoxina (Stx) estaria
asociada al progreso del Sindrome Urémico-Hemolitico. Estas
y otras semejantes junto a la presencia de endotoxinas circulan-
tes podrian empeorar el cuadro, dafiando las CE glomerulares.
RECA-4 confluentes fueron sensibles a Stx-1 en présencia de
LPS. Ultraestructuralmente presentan una caracteristica morfo-
logia endotelial con pocas mitocondrias perinucleares, REG y
REL hiperactivos y gran trafico vesicular pero con ausencia de
cuerpos de Weibel Pallade. Se observan superficies de contacto
célula-célula en cantidad y con gran proximidad entre las mem-
branas (< a 30 nm).

Agradecemos a los Dres. Bolondi (microscopia) e Isturiz (Stx-1).
Este trabajo fue subsidiado por Universidad de Bs.As.
(UBACYT).

32 - PATRONES DIFERENTES DE POLIPEPTIDOS
SALIVALES INDUCIDOS EN DOS CEPAS CONGENICAS
(COMPLEJO H-2) DE RATONES (Different patterns of
induced salivary polypeptides in two congenic (H-2 complex)
mouse strains). Kemmerling U.* y Lépez Solis R.O. ICBM-
Facultad de Medicina, U. de Chile y Fac. Ciencias de la Salud, U.
de Talca

La induccién de hipertrofia de las glandulas salivales por
estimulacién crénica con isoproterenol (IPR) se acompafia de una
reprogramacion de la expresién génica tejido-especifica. Esta se
relaciona preferentemente con la expresién de novo de un grupo
de polipéptidos que pertenecerian a la familia de proteinas salivales
ricas en prolina. Los polipéptidos han sido detectados tanto en
homogenizados glandulares como en la saliva de ratones
individuales pertenecientes a una sola cepa (A/Sn). No se ha
definido si tales polipéptidos son de cardcter variante o invariante
en la especie ratén. Dos cepas de ratones congénicas para el
complejo H-2 (A/Sn y A.SW) presentaron patrones distintos de
polipéptidos salivales inducidos por IPR (IISP). El carécter puro
para el fenotipo IISP que presentaron las cepas estudiadas y la
deteccién de los polipéptidos en la saliva permitieron efectuar
estudios genéticos. En cruzamientos dirigidos entre las cepas A/
Sn y A.SW se observé coexpresion de los IISP de las cepas
parentales en la generacién F1. Los retrocruzamientos de ratones
F1 con ambas cepas parentales generaron descendencia de los
fenotipos F1 y parental respectivo en una relacién aproximada
1:1. En la generacién F2 se observé tres fenotipos IISP,
correspondientes a las cepas A/Sn y A.SW y al hibrido F1 con un
claro predominio de este tltimo. No se han detectado
recombinantes. Estos resultados indicarfan para el locus IISP
variabilidad genética, expresiéon codominante y sea, un muy
estrecho ligamiento génico entre varios genes o la presencia en
cada cepa de un solo gen que codifica el grupo de polipéptidos
IISP.

*Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, U. de Chile
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33 - LA PLACA DEL PISO DE BOVINO SINTETIZA (Y
LIBERA?) UN PRECURSOR GLICOPROTEICO SIMILAR
AL PRECURSOR DE RF-Gly I SECRETADO POR EL
ORGANO SUBCOMISURAL. (The bovine floor plate
synthesize (and release?) a precursor glycoprotein similar to the
precursor of RF-Gly I secreted by the subcommissural organ.)
Murioz RI, Yulis CR, Rodriguez EM. Instituto de Histologia y
Patologia.Universidad Austral de Chile.

En bovinos las células de la placa del piso (pp) del tronco cerebral
secretan un material que reacciona con anticuerpos dirigidos contra
glicoproteinas secretorias del 6rgano subcomisural (osc), una
diferenciacién del extremo cefélico de la placa del techo. En
este trabajo, se estudio mediante inmunoblott los productos
secretorios de la pp que reaccionan con estos anticuerpos (AFRU)
y se compard su patrén de inmunorreactividad con el presentado
por la secrecién del osc adulto y fetal. Se obtuvieron evidencias
que en ambas estructuras esta presente un compuesto de alto
peso molecular (540 kDa), que es reactivo al AFRU. Sin embargo
RF-Gly 1 (450 kDa) como producto procesado, no ha sido
detectado en la pp. En cambio se detecta un compuesto
inmunoreactivo de 200 kDa. Esto sugiere que el procesamiento
del precursor de 540 kDa es diferente en el osc y en la pp. Estudios
de unién de lectinas estdn en marcha para clarificar este punto.
El estudio ultrestructural de la pp sugiere una alta actividad
secretoria para proteinas de exportacién. A nivel de procesos
basales y en los polos apicales, lugares en donde estas células
estarian liberando su secrecion, se observaron formaciones
tubulares y vesiculas secretorias que parecen originarse directa-
mente del RER. Esta relacién RER-granulos secretorios y la
ausencia del producto procesado de 450 kDa sugieren la posibili-
dad que el precursor de 540 kDa sea secretado. Otras evidencias
obtenidas en el laboratorio apoyan esta posibilidad.
Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1000435.

34 - INTERACCION DE CELULAS NK HUMANAS CON
SALMONELLA TYPHI. (Interaction of human NK cells with
Salmonella typhi). Maldonado, C., Navarro, P., Contreras, 1.,
Blanco,L.P.,Miranda, D. & Puente, J. Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular. Facultad de Ciencias Quimicas y Farma-
céuticas. Universidad de Chile.

Tanto bacterias como productos bacterianos pueden modular la
funcionalidad de las células NK (CNK) humanas. En el presente
trabajo se estudio la interaccion de S. typhi Ty2 WT y de mutantes
en el Ag O del LPS, sobre la activacién de células NK purificadas.
Las CNK se purificaron desde sangre peritérica mediante métodos
inmunomagnéticos. Las bacterias utilizadas fueron S. typhi (cepa
silvestre), MEIO28 (rugosa profunda) y MEI126 (rugosa parcial)
fijadas en glutaraldehido. La etapa de activacién se analiz6 por
fosforilacion de proteinas en tirosina de las CNK post-contacto
bacteriano mediante “Western blot” en presencia y ausencia de
inhibidores de proteina quinasas: genisteina, inhibidor de protei-
nas tirosina quinasas y bisindolil-maleimida I, inhibidor de protei-
na quinasas C. La citotoxicidad se determiné por la liberacién de
ICr utilizando células K-562 como células blanco y las citoquinas
por ELISA. De acuerdo a nuestros resultados, las CNK responden
frente a todas las bacterias analizadas con un masivo aumento de
las proteinas fosforiladas, especialmente de MM entre 50 y 60
kDa, el cual es parcialmente inhibido por los dos inhibidores
utilizados, inhibidores también de la citotoxicidad, pero sin cam-
bios en la secrecion de IFN-y y TNF-o. Si bien los resultados de
fosforilacién de proteinas apoyan una interaccién directa
bacteria:célula NK, no es claro atn este efecto sobre la funciona-
lidad celular.
Proyecto Fondecyt 197-0226 y ENL-2000/16 DID-U.Chile.

35- INHIBICION POR PENTOXIFILINA DEL SISTEMA T
DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS AROMATICOS
(Pentoxifylline inhibition of the aromatic amino acid transporter
system T). Sandoval M., Ortega, M., Pincheira, M., Castro, M.A.
Vera, J.C'y Reyes, A.M. Instituto de Bioquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdiviay 'Departamento
de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
de Concepcién, Concepcidn. email: areyes@uach.cl

El sistema T de eritrocitos humanos muestra especificidad abso-
luta para el transporte de aminoécidos aromdticos (Rosenberg ez
al. Biochim. Biophys. Acta §98, 375-384, 1980). Sin embargo, sus
propiedades cinéticas y regulatorias no se han estudiado en detalle
porque no se conocen inhibidores especificos que permitan dife-
renciarlo funcionalmente de otros sistemas con la capacidad para
transportar amino4cidos aromaticos.

Nosotros estudiamos el efecto de metilxantinas sobre el sistema T
de eritrocitos humanos. Pentoxifilina y cafeina inhibieron la
entrada de L-tript6fano a las células, con valores de K| aparentes
de 0,3 y 30 mM respectivamente, mientras que teofilina no inhibid.
En ensayos de intercambio en equilibrio y en condiciones cero-
trans, pentoxifilina inhibié de forma no competitiva la entrada y
salida de L-triptéfano, sugiriendo que el sistema T une pentoxifilina
en un sitio diferente al sitio de unién del sustrato. Pentoxifilina fue
al menos 30 veces menos eficiente para inhibir la entrada de L-
leucina a través del sistema L de transporte de aminodcidos. Asi,
nuestros datos indican que pentoxifilina puede ser utilizado como
un inhibidor especifico y eficiente del sistema T de transporte de
aminoacidos aromaticos.

(Financiado por proyectos FONDECYT 1981018 y 1990333).

36 - LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA NO PER-
MITEN EL TRANSPORTE DE NICOTINAMIDA (Glucose
transporters do not mediate nicotinamide transport). Bustamante
E., Ortega, M., Vera, J.C.1y Reyes, A M. Instituto de Bioquimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia y
Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biolgi-
cas, Universidad de Concepcién, Concepcién. Email:
areyes@uach.cl

Sofue et al. (Biochem. J. 288; 669-674, 1992) describieron que, en
vesiculas reconstituidas y en eritrocitos humanos intactos, el
transporte de D-glucosa es inhibido competitivamente por
nicotinamida. Dado que nicotinamida es estructuralmente muy
diferente a los monosacdridos, ellos sugieren que ¢l transportador
GLUT 1 es probablemente multifuncional y juega un papel directo
en el transporte de nicotinamida en eritrocitos humanos.
Nosotros estudiamos el transporte de nicotinamida en eritrocitos
humanos intactos, en células HL-60, y en vesiculas selladas de
membranas de eritrocitos humanos, de orientacién normal e
invertida. En estos sistemas, el transporte de nicotinamida es
saturable, con un Kieu.g, cercano a 6 mM, y no es afectado por
sustratos (D-glucosa, 2-desoxiglucosa, 3-O-metilglucosa) o
inhibidores (citocalasina B, floretina, genisteina, miricetina) de
GLUT!1. Por otra parte, aunque nicotinamida desplazé de manera
competitiva la citocalasina B unida a GLUT1 en membranas de
eritrocitos humanos, fue incapaz de prevenir la inhibicién produ-
cida por citocalasina B en ensayos de transporte de hexosas en
células intactas.

Nuestros datos confirman que nicotinamida se une in vitro al
transportador de glucosa GLUT 1, pero no apoyan el concepto que
GLUT1 mediaria el transporte facilitado de nicotinamida in vivo.
(Financiado por proyectos FONDECYT 1981018 y 1990333).
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37 - EFECTO NO GENOMICO DE ALDOSTERONA EN
LA NAYK*ATPASA DE TEJIDO VASCULAR. (non genomic
effect of aldosterone on Na*,K*-ATPasa in vascular tissue).
Hitschfeld,C.; Alzamora, R. y Marusic E. T.. Laboratorio de
Fisiologia Celular y Molecular, Facultad de Medicina, Universidad
de Los Andes.(Patrocinio: A. Morello)

Es conocido que aldosterona tiene un efecto gendmico en el
transporte de sodio y potasio en tejidos epiteliales que involucra
diversos canales i6nicos y enzimas. De éstas la que presenta un rol
regulatorio primordial en la homeostasis es la Na*, K*-ATPasa.
Recientemente se han descrito efectos rdpidos de aldosterona
sobre el calcio citosélico y el intercambiador Na*/H*. El objetivo
del presente trabajo fue investigar si la aldosterona ejercia efectos
no genémicos sobre la Na*,K*-ATPasa del tejido vascular. La
actividad de la Na*,K*-ATPasa se midi6 por captacién de *Rb*/K*
sensible a ouabaina en anillos adrticos de rata.

Los resultados indican que aldosterona (10 nM) disminuye la
actividad de la enzima con un efecto maximo a los 20 min,
controles: 143.8+5,4 aldosterona:88,2+2,8 nmol K*/min/g de teji-
do (p<0.001, n=20); retornando la actividad ATPésica a los
valores controles a los 120 min. El efecto inhibitorio fue bloquea-
do por espironolactona (10 uM), antagonista clasico del receptor
mineralocorticoideo. Actinomicina D(5uM) y Cicloheximida
(100uM) no modificaron el efecto observado a los 20 min.
Rapamicina(15uM),un estabilizador del complejc ligando-recep-
tor suprimi6 el efecto de aldosterona, lo mismo ocurre con
Colchicina(100uM), la que impide el transporte de vesiculas en el
citoesqueleto.

Estos resultados indican que aldosterona, en una primera etapa,
inhibe actividad de la Na*,K*-ATPasa en vasos sanguineos a través
de un mecanismo no genémico en el que estaria involucrado algin
componente del receptor citosélico. Probablemente aldosterona
induce la internalizacién de alguna isoforma de la enzima. (MED
007/2000 UANDES)

38 - NA*, K*-ATPASA EN TEJIDO VASCULAR HUMANO:
IDENTIFICACION DE LAS ISOFORMAS Y EFECTO DE
ALDOSTERONA EN LA ACTIVIDAD (Na*, K*-ATPase
isoforms identification in vascular human tissue and regulation
by aldosterone) Cabello, C.; Gonzalez, M.; Marusic E. T.
Laboratorio de Fisiologia Celular y Molecular, Facultad de
Medicina, Universidad de Los Andes. (Patrocinio: J. Puente).

La Na*, K*-ATPasa es una proteina integral de membrana
constituida principalmente por la subunidad catalitica alfa (ar) y
la subunidad de anclaje beta (), encontrdndose en algunos tejidos
una tercera subunidad denominada gamma (y) cuya funcién no
estd clara. Se han identificado tres isoformas o y tres isoformas
B, cuyo patrén de expresién es dependiente de especie, tejido y
etapa de desarrolo del individuo.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue identificar las
isoformas de la bomba de sodio existentes en arterias humanas
adulta y fetal. Ademis se investigé el efecto de aldosterona en la
actividad de la Na*, K*-ATPasa.

Mediante TR-PCR se logré identificar la presencia de los mARN
especificos de las isoformas o, ¢, 03, B, ¥ P; en arteria uterina.
En arteria coriénica no se encontr6 ;. Las isoformas B,y y estdn
ausentes en ambos tejidos.

El efecto de aldosterona en la actividad de la bomba de Na se
midié por captacién de *Rb*/K* sensible a ouabaina. Los
resultados muestran que aldosterona (10 nM) aumenta la actividad
de labomba de Naen 74,7 £3.8 % (n = 13, P<0.0001) respecto al
grupo control a las 18 hrs en explantes de anillos arteriales.
Ademas, mediante Northern blot se observé que aldosterona afect6
la expresién de a.;.

Los resultados indican que la expresidon de isoformas de Na*, K*-
ATPasa es dependiente de la etapa de desarrollo en el muisculo
liso vascular humano, y que el efecto de aldosterona sobre la
bomba de Na es similar a lo descrito en tejidos epiteliales, en los
cuales la accion de la hormona conlleva un aumento en la expresion
de la isoforma «oo,.

FARMACOLOGIA

39 - PERFIL INFLAMATORIO EN MACROFAGOS EX-
PUESTOS AL CADMIO BAJO CONDICIONES NO
CITOTOXICAS. (Inflammatory pattern of exposed
macrophages to cadmium on non-cytotoxic conditions.) Ramirez
DC. & Gimenez, MS.Laboratorio de Bioquimica Molecular-
Proyecto 8104 - CONICET. Universidad Nacional de San Luis.
5700 - San Luis - Argentina. E-mail: dramirez@unsl.edu.ar/
mgimenez @unsl.edu.ar.

Cadmio es un metal pesado que afecta la fisiologia y metabolis-
mo de los seres vivos mediante su capacidad para inducir estrés
oxidativo. Su relacién con el proceso inflamatorio, observado
en pacientes cronicamente expuestos, y su significado biolégi-
co son escasamente conocidos. Se estudio el efecto de la expo-
sicién al cadmio (in vitro) bajo condiciones no citotéxicas (CNC,
dosis < 20uM Cd*2, durante 18 hs de cultivo) sobre el perfil
inflamatorio de los macréfagos peritoneales residentes de ratén
(MPR). Se observé una disminucién en la captacién de acido
araquidonico (AA) la cual es restaurada en células pre-incuba-
das durante 6 hs con glutatién reducido. La exposicién al cadmio
bajo CNC induce liberacién de AA y la sintesis de la principales
especies reactivas del oxigeno (ERO, anién superéxido y
perdxido de hidrégeno). Ademads la exposicién al cadmio pro-
dujo efectos diferenciales sobre estos pardmetros inducidos por
agonistas de la liberacién de AA en MPR: a) antagoniza el efec-
to de lipopolisacarido bacteriano y b) sinergiza el efecto de 4ci-
do okadaico y zimosan opsonizado. Ademds, bajo CNC se de-
muestra la relacién dosis-respuesta y el paralelismo entre el ni-
vel de lipoperoxidacién (TBARS), liberacién de AA, induccién
de la expresién de la isoforma inducible de la ciclooxigenasa
tipo -2 y sintesis de PGE,. La exposicién al cadmio bajo CNC
incrementa la biodisponibilidad celular de AA mediados por
cambios redox e induce un perfil inflamatorio en MPR.

40 - EFECTOS DE CADMIO SOBRE EL BALANCE
REDOX EN MACROFAGOS. ESTUDIOS IN VITRO
(Cadmium effects on redox balance in macrophages. In vitro
studies). Ramirez, DC. & Gimenez, MS. Laboratorio de
Bioquimica Molecular- Proyecto 8104 - CONICET. Universi-
dad Nacional de San Luis. 5700 - San Luis - Argentina, E-mail:
dramirez @unsl.edu.ar/ mgimenez @unsl.edu.ar.

En el presente trabajo se evalda el efecto de exposiciones al
cadmio bajo condiciones no citotéxicas (CNC) y citotdxicas (CC)
sobre el balance redox y sus principales consecuencias sobre
los macrofagos peritoneales residentes (MPR) de ratén. Bajo
CNC (<20uM Cd*%, 18 hs de incubacién) se observé: a) un in-
cremento (P<0.05) dosis dependiente en la produccidn de espe-
cies reactivas del oxigeno (ERO, anién superéxido, perdxido de
hidrégeno y radical hidroxilo); b) un incremento en el conteni-
do de glutation (GSH) y metalotioneinas (MT); c¢) la actividad
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, manganeso-superéxido
dismutasa y selenio-glutatién peroxidasa incrementd mientras
que el resto de las enzimas antioxidantes no fueron modifica-
das; d) incrementd el nivel de lipoperoxidacién (TBARS); €)
induccién del dafio apoptético dosis dependiente del DNA (TU-
NEL); f) no afecto el sistema de reparacién del DNA (Ensayo
cometa); g) inhibi6 la actividad ATPasa; h) incrementd la inten-
sidad del estallido respiratorio inducido por zimosan opsonizado
en MPR. Bajo CC cadmio inhibe el metabolismo oxidativo de
los MPR, inhibe toda actividad de los sistemas de defensa
antioxidante celular, depleciona GSH, incrementa MT, inhibe
los mecanismos de reparacion del DNA e incrementa la muerte
celular por necrosis en los MPR. Los resultados sugieren que
cadmio altera la homeostasis redox celular de forma diferencial
segun las condiciones de exposicién, manifestado por dafio en
componentes de membrana y del material genético. Ademds, el
proceso de apoptosis ocurre solo en exposiciones bajo CNC.
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41 - CITOTOXICIDAD E INDUCCION DE APOPTOSIS
POR TOXINAS EXTRACELULARES DE CLOSTRIDIUM
SEPTICUM EN LINFOCITOS Y MACROFAGOS DE RA-
TON. (Citotoxicity and apoptosis induction for extracellular
toxins of Clostridum septicum in mouse lymphocyte and
macrophage) Salinas, C; Gutierrez, M; Ramirez.D;Mattar,A;
CortifiasT y Stefanini de Guzman A. Area Microbiologia Uni-
versidad Nacional de San Luis. Chacabuco y Pedernera 5700 San
Luis, ARGENTINA ticor@unsl.edu.ar

Clostridum septicumes agente causal de la gangrenano traumética
que afecta tanto al hombre como a diversos animales, con un alto
indice de mortalidad. Produce una exotoxina con actividad
hemolitica, formadora de poro . Evidencias recientes demues-
tran que estas toxinas son capaces de producir alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas en células blancos consistentes con
apoptosis. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
citototéxico en linfocitos y macréfagos de ratén y la presencia
de mecanismo apoptético en sobrenadantes de C. septicum
ATCC 3606. Los sobrenadantes fueron obtenidos en sistema
batch, en condiciones anaerébicas, en fase logaritmica tardia. .
La viabilidad celular fue cuantificada mediante reduccion del
reactivo MTT . Se determiné apoptosis por electroforesis en
geles de agarosa al 1.8 % previa extraccion de DNA. El efecto de
la concentracién se estudié empleando sobrenadantes concentra-
dos y diluidos (1:1 hasta dilucién 1:500). .Los sobrenandantes
de C. septicumresultaron cinco veces mds téxicos para macréfagos
que para linfocitos . El nivel de apoptosis estuvo relacionada a
la concentracién del sobrenadante, que se evidencié por un
incremento directamente proporcional a la concentracién del
mismo. Ademads los resultados obtenidos muestran un aumento
sostenido de la apoptosis en funcidn del tiempo.

42 - ESTUDIO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE
SOBRENADANTES DE CLOSTRIDIUM CHAUVOEI..
(Study of proteolytic activity of Clostridium chauvoei
supernatants) Gutierrez. M. Salinas,C. Mattar,M. Cortifias, T y
Stefanini de Guzman A Area Microbiologia. Universidad . Na-
cional de San Luis. Chacabuco y Pedernera San Luis 5700 AR-
GENTINA maxgut@unsl.edu.ar

Clostridum chauvei es el agente causal de la mancha enfermedad
mortal que afecta al ganado bovino y ovino. Este microorganis-
mo posee un mecanismo invasivo asistido por varias exotoxinas
que ademads presentan una alta capacidad inmunoprotectora. Se
ha informado que diversas proteasas pueden participar en la
patogénesis de microorganismos que presentan un modelo
invasivo . Con el objeto de determinar actividad proteolitica
extracelular de C. chauvoei se realizaron estudios empleando
sobrenadantes del cultivo de la cepa C. chauvoei ATCC 10092,
obtenidos en sistema batch bajo condiciones anaerébicas, en fase
logaritmica tardia. La actividad caseinolitica fue determinada a
diferentes pH y concentraciones de CaCl, ,empleando azocaseina
como sustrato. La maxima actividad enzimatica (8.000 U1y fue
obtenida a pH 7.4 ,a una concentracién de 8 mM de CaCl, . Se
analizaron los perfiles de proteasas extracelulares en minigeles
de poliacrilamida copolimerizados con gelatina, visualizando la
actividad mediante zonas claras.. Se identificaron cinco bandas
en condiciones desnaturalizantes, en unrango de PM aparente de
200 a 70 kDa, siendo las de menor peso molecular la de mayor
intensidad y en condiciones desnaturalizantes y reductoras( -
mercaptoetanol) conservaron su actividad las de mayor peso
molecular. Este es el primer informe donde se determina la
presencia de proteasas extracelulares en sobrenadantes de C.
chauvoei.

43 - FLAVONOIDES Y EL SNC. ESTUDIOS DE MODE-
LADO MOLECULAR Y ANALISIS QSAR. (Flavonoids
and the CNS. Molecular modeling studies and QSAR analysis).
Marder, M.;*Estid, G.;* Bruno Blanch, L.;* Viola, H.;* Wasowski,
C.;* Medina, J. H.;¢ Paladini, A. C.* *Instituto de Quimica y
Fisicoquimica Bioldgicas, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires-CONICET, Argentina;
"CEQUINOR-Departamento de Quimica y *Quimica Medicinal,
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata,
La Plata, Argentina; ‘Instituto de Biologia Celular y
Neurociencias, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires; Argentina.

Compuestos con diferentes estructuras, muchos de ellos del tipo
benzodiazepinico, son activos en mamiferos en lamodulacién de
la ansiedad, la sedacién, la convulsidn, la hipnosis y los estados
amnésicos. Estos compuestos poseen alta afinidad por los sitios
de unién de benzodiazepinas (su-BDZ) del complejo receptor
GABA,. Resultados obtenidos en nuestros laboratorios han
sefialado la existencia de un grupo de compuestos naturales y/o
sintéticos, los flavonoides, con propiedades de ligandos para los
su-BDZs. El modelo de farmacéforo/receptor del su-BDZs més
aceptado (Drug Des. Dev. 1995, 12, 193) describe los requeri-
mientos estructurales que debe poseer un ligando para
interaccionar con dicho receptor. En este trabajo presentamos un
nuevo modelo de farmacdforo que define las caracteristicas que
debe poseer un ligando para unirse al sitio de las flavonas,
relacionado con el su-BDZs. Este modelo se basa en estudios de
superposicion de 120 flavonoides, naturales o sintéticos, con el
diazepan (una benzodiazepina cldsica). Andlisis QSAR de los
pardmetros que describen la interaccion para las flavonas 6,3'-
disustituidas (los ligandos mds afines) sefialan efectos estéricos
asociados con la posicidn 6 junto con efectos electrénicos para
la sustitucién en 3'. Ademds, un grupo aceptor de hidrégeno en
el sitio carbonilico de las flavonas parece ser un requerimiento
necesario para la capacidad de unién.

44 -BASES BIOQUIMICAS DE LA DIFERENTE SUSCEP-
TIBILIDAD DE ESPECIES ACUATICAS A PLAGUI-
CIDAS ORGANOFOSFORADOS Y CARBAMATOS. (Bio-
chemical basis of the different susceptibility of aquatic species
to organophosphate and carbamate pesticides). Anguiano, O.;
Ferrari, A.; Solefio, J.; Venturino, A.; Pechen de D’ Angelo, A.M.
LIBIQUIMA. Universidad Nacional del Comahue. Neuquén.
Argentina. Financiado por Universidad Nacional del Comahue-
FONCyT. liang@uncoma.edu.ar

Sibien existen diferencias en la absorcién, distribucion, metabo-
lismo y eliminacién de plaguicidas organofosforados y
carbamatos entre las especies, estos factores no son los determi-
nantes de la diferente susceptibilidad observada, postutidndose
que la misma estaria mds vinculada con fenémenos
farmacodinamicos a nivel de la enzima acetilcolinesterasa. No-
sotros estudiamos la toxicidad de paratién, metil azinfos y
carbaril en peces (Carassius auratus) y larvas de sapo (Bufo
arenarum Hensel). Las CL,, 96 horas para ambas especies
indican unarespuesta similar para metil azinfos, mientras que las
larvas de anfibios fueron 1.5 veces mds susceptibles a paratién y
evidenciaron una mayor tolerancia para carbaril (CL;;: 24.6 vs
13.8 mg/L). La asociaciéon de estos plaguicidas con la
acetilcolinesterasa de ambas especies revel6 una mayor prefe-
rencia de los organofosforados por la enzima de cerebro de pez;
lo cual es consistente con el menor tamafio postulado para el sitio
esterdsico de la aceticolinesterasa de anfibios que dificultaria el
acceso del inhibidor al sitio activo. A su vez la enzima de
C.auratus posee una recuperacién mds lenta en medios no
contaminados para paratién y metilazinfos, sin que se logre una
recuperacion total en el término de 30 dias. En cambio, la
recuperacién de la actividad enzimdtica en larvas de sapo es mds
rapida, lograndose en un plazo no mayor de 7 dias unarecupera-
cién del 80-100%. La inhibicién y recuperacién de la
acetilcolinesterasa por carbaril fue similar en ambas especies.
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45 - CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE COMPONENTES
DIETARIOS DE ORIGEN VEGETAL (Antioxidant capacity
of plant-derived dietary components). Actis-Goretta, L.; Lotito,

-S. B; Renart, M. L. y Fraga C. G. Fisicoquimica, Facultad Far-
macia y Bioquimica Universidad de Buenos Aires.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad antioxidante
(AA) de diferentes alimentos {[mate (MT), t€ (TE), vino (VN) y
chocolate (CH)] y evaluar la biodisponibilidad de catequinas. La
AA se evalué por: i) inhibicién de la quimioluminiscencia del
luminol (TRAP); ii) inhibicién de la generacién de
malondialdehido (MDA) a partir de la oxidacién de liposomas.
El contenido de polifenoles se estimé por un método
espectrofotométrico y los niveles de catequinas por HPLC con
deteccion electroquimica. En el ensayo del TRAP una AA
equivalente se logr6 con 4243; 210420; 745420 y 18204200 nl
para MT, VN, CH y TE respectivamente. El 50% de inhibicién
de la oxidacién de los liposomas se logrd con 2145 nl de MT,
203+15 nl de VN y con >1000 nl para CHy TE. El contenido de
polifenoles y de catequinas correlacion6 conesta AA. Cuando se
administraron 80 g de CH a individuos, se encontré que 2h luego
de laingestalos niveles plasmdticos de (-)-epicatequina alcanza-
ban valores de 355+49 nM. Este aumento se correlaciond (p<0,05)
con un incremento en la AA del plasma y una disminucién de la
formacién de TBARS. Estos resultados indican que alimentos
ricos en catequinas tienen AA tanto in vitro como in vivo.
Trabajo financiado con subsidios de UBA (TB030) y CONICET
(PIP (0738/98).

46 - EFECTO DE CATEQUINAS SOBRE LA OXIDACION
DELADN MEDIADA POR UV-C (Effect of catechins on UV-
C mediated DNA oxidation) Ottaviani, J. I.; Carrasquedo, F. y
Fraga, C. G. Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Un grupo de polifenoles, las catequinas, han despertado un no-
table interés cientifico por sus propiedades antioxidantes en sis-
temas biolégicos. Este trabajo evalué in vitro, los efectos de
catequina (C), epicatequina (EC), y polimeros de EC en con-
centraciones de 0.1, 1 y 10 uM, sobre la oxidacién del ADN
mediada por radiacién UV-C. Las soluciones de ADN fueron
expuestas a una ldmpara germicida (~240 nm), en ausencia y
presencia de las sustancias antioxidantes durante 15 y 30 min.
La oxidacién del ADN se evalué por HPLC como la formacién
de 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (0x0*dG). En ausencia de
catequinas, los niveles de 0x0*dG aumentaron desde 0.1310.03
a 0.5940.05 y 1.40+0.89 fmol ox0*dG/pmol dG (p<0.05) luego
de 15 y 30 minutos de irradiacién, respectivamente. La oxida-
cién del ADN disminuy6 significativamente luego de 30 min de
irradiacién en presencia de tetrdmero y hexdmero en concen-
traciones de 0,1, 1 y 10 uM mientras que C, EC y dimero prote-
gieron en concentraciones de 1 y 10 uM. Otras sustancias
antioxidantes evaluadas (a-tocoferol, dcido ascérbico, glutatién
y trolox) ofrecieron una proteccién similar a los polifenoles en-
sayados. Las catequinas y sus oligémeros protegieron al ADN
de la oxidaci6n, sugiriendo un efecto antioxidante in vivo, que
podria relacionarse con la prevencién del céncer.

Subsidiado por UBA (TB030), y CONICET (PIP 0738/98).

47 - ANEUGENESIS POR SALES DE CADMIO Y CRO-
MO. (Aneugenesis by cadmium and chromium salts). Giierci
A., Seoane, A. y Dulout, FN. CIGEBA. Fac. de Cs. Veterinarias.
Universidad Nacional de La Plata. Argentina.

Entre las alteraciones que puede sufrir el complemento
cromosémico de unaespecie, laimportancia de la aneuploidia se
manifiesta en su relacion etiolégica con abortos espontdneos,
malformaciones congénitas y procesos neoplasicos. Asi, la
identificacién de agentes aneugénicos y la determinacion de los
mecanismos que conducen a este fenémeno revisten un interés
particular.

En el presente estudio, se evalud el efecto genotéxico de com-
puestos de cadmio y cromo. Se emplearon las técnicas de conteo
cromos6mico y andlisis de micronicleos cinetocoro-positivos
(tefiidos con anticuerpos anti-cinetocoro). Para ambos ensayos
se utilizaron fibroblastos humanos de la linea MRC-5 que se
cultivaron durante 2 ciclos celulares (60-62 hs.). Los tratamien-
tos con soluciones de los compuestos a ensayar fueron realizados
durante el primer ciclo celular para conteo cromosémico y
durante el segundo ciclo para micronicleos. Durante el analisis
se observaron, respectivamente, la metafase y la interfase inme-
diata posterior al momento en que ocurrié el dafio. Los agentes
quimicos estudiados aumentaron significativamente la frecuen-
cia de metafases aneuploides (sélo las hipodiploides) y de
microntcleos cinetocoro-positivos y negativos.

Dado que uno de los posibles mecanismos de induccién de
aneuploidia es la pérdida de cromosomas por fallas en la migra-
cién anafisica, y que cuando esto ocurre, es factible la formacién
de microniicleos conteniendo cromosomas enteros (cinetocoro-
positivos) los resultados aqui expuestos representarian una evi-
dencia de que el mecanismo subyacente en la induccién de
aneuploidia por metales pesados es frecuentemente la pérdida de
cromosomas y no la distribucién desigual de los mismos en
anafase (no disyuncién).

48 - EFECTO DEL HEXACLOROBENCENO SOBRE EL
METABOLISMO PERIFERICO DE HORMONAS
TIROIDEAS (Hexachlorobenzene effect on thyroid hormones
peripheral metabolism). Alvarez, L.V, Hernandez, S., Martinez
R.® Randi, A.\V, Kélliker-Frers R.(, Obregén, M.J.?9, Kleiman,
D.®. (1) Depto. de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina,
UBA; (2) Instituto de Investigaciones Biomédicas, Madrid,
Espafia

El hexaclorobenceno (HCB) es un contaminante ambiental que
produce disfunciones endocrinas. Previamente demostramos
que el tratamiento crénico de ratas con HCB inducia
hipotiroxinemia sin alteraciones en los niveles de T,. Las princi-
pales rutas de metabolismo de T, son la deiodinacién periférica
y la conjugacién hepatica con acido glucurénico. Los tejidos que
producen el mayor aporte de T, circulante son higado, rifién,
tiroides y el tejido adiposo marrén (TAM) en hipotiroxinemia.
Nuestro objetivo fué estudiar el efecto del HCB (1g/100g/p.c.
durante 4 semanas)en ratas Wistar machos sobre : a) el metabo-
lismo periférico de T, y T, , b) la expresién de la proteina
desacoplante (UCP-1) del TAM. Resultados: 1) La actividad de
la 5°deiodasa (5’ DI) no se modificé en higado, disminuyé 53%
en rifién (C:55,6+/-1,1pmol/min/mg prot, p<0,02), y 50% en
TAM (5’DII) (C: 25,3+/-3,4 pmoles/min/mg prot; p<0,03) y
aument6 14% (C:174,5+/-3,6; p<0,05) en tiroides por efecto del
HCB. 2) la concentracién tisular de T, disminuyé levemente en
TAM yrifién sin modificaciones en higado. La T4 no se modificé
en ninguno de Jos tejidos. El contenido de mRNA de UCP-1y de
noradrenalina no cambiaron. 3) la actividad de UDP-glucuronil
transferasa (UDPGT)de T, aument$ 100% (C: 5,5+/- 0,6 pmoles/
min/mg; p<0,05) sin alterar 1a UDPGT de T,. Conclusién: la
hipotiroxinemia inducida por HCB no se deberia a un aumento
en la actividad deiodinante del higado, riiién o TAM sino al
aumento de la actividad glucuronidante hepética. La T, sérica
normal se deberfa en parte al aumento de peso del higado y en
menor medida al aumento de la actividad de 5°DI tiroidea.
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49 - OXIDO NITRICO EN HIGADO SOBRECARGADO
CON HIERRO: LIMITACIONES DE LA DETECCION
POR EPR.(Nitric oxide in iron overloaded livers: limitations
of EPR detection) Aimé, L.; Galleano, M.; Borroni, M.V.; Svartz,
A.; Guerschberg, L. y Puntarulo, S. Fisicoquimica-PRALIB
(CONICET), Facultad de Farmacia y Bioqu{mica, Universidad
de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.

Se estudiaron los niveles de éxido nitrico (NO) en higado de
rata sometidas a sobrecarga de hierro (200 mg/kg) con y sin
administracién simultdnea de LPS (lipopolisacérido de E. coli).
NO fue detectado por EPR, utilizando dietilditiocarbamato como
atrapador. El tratamiento con LPS durante 5 h incrementé los
niveles de NO detectado con respecto a los valores controles
(5.1+0.6 UA y 0.520.2 UA respectivamente) y la administra-
cién previa de L-NAME previno dicha respuesta (0.810.4 UA).
En animales tratados con LPS y simultdneamente con hierro
dextrén (Fe) se observo un significativo incremento (122%) en
los niveles de NO detectados en higado con respecto al grupo
tratado s6lo LPS, que no fue reflejado por los niveles de NO, y
NO; en plasma. La actividad de NOsintasa en homogeneizado
de higados controles y tratados con Fe (sin LPS) no mostré di-
ferencias significativas (285£40 y 283£17 pmol/min/mg tejido,
respectivamente), sugiriendo que la suplementacién con Fe no
modificé la actividad de la enzima. La incubacién de higados
provenientes de animales controles y sobrecargados con Fe con
una fuente generadora constante de NO (1mM SNAP) generd
una velocidad de produccién del complejo DETC,-Fe-NO
significamente distinta. Estos resultados sugieren que los nive-
les de Fe enddgeno afectan la cinética de deteccién de NO por
EPR utilizando DETC como atrapador. Esta interferencia limita
la utilidad de la metodologia a situaciones en las cuales los ni-
veles de hierro de las muestras permanecen constantes.
Financiado por TWAS, ANPCyT y Universidad de Bs. As.

50-ALTERACIONES EN LA FOSFORILACION DE PRO-
TEINAS DE TEJIDO ADIPOSO MARRON INDUCIDAS
POR HEXACLOROBENCENO. (Hexachlorobenzene-
induced changes in brown adipose tissue proteins
phosphorylation). Demarco. I.; Randi A.; Alvarez, L.; Kleiman
D.. Dpto. de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina, UBA.
Patrocinante: Universidad de Buenos Aires.

El hexaclorobenceno (HCB) es un persistente contaminante
ambiental lipofilico, que produce disfunciones endécrinas,
porfiria y cdncer en animales de experimentacién. Previamente
demostramos sus efectos sobre la funcién y fosforilacién de
proteinas hepiticas, asi como alteraciones en la lipogénesis en
tejido adiposo marrén (TAM).

Nuestro objetivo fué investigar efectos dependientes del tiempo
(4,7, 15 y 30 dias) y de la dosis del HCB, administrado in vivo
a ratas hembras Wistar, sobre la fosforilacién de proteinas de
sobrenadante de 8500xg de TAM, en presencia y ausencia de
ortovanadato. Las fosfoproteinas se analizaron por SDS-PAGE
y autorradiografia. Resultados: Se observé un efecto bifasico del
HCB en la fosforilacién de proteinas con aumento en las bandas
de 53,47 y 70 kD a los 7 dias, disminuyendo hasta los 30 dfas.
El ortovanadato estimul6 la fosforilacién de 1a banda de 47 kD.
La curva de dosis ( 25, 50 y 100 g/100g p.c.) a 7 dias, mostré
aumento en la fosforilacién de proteinas de 93 y 53 kD, y
disminucién de 43 kD, a la dosis maxima. En la curva de dosis
(1, 10 y 100 mg/100g p.c.) en intoxicacién aguda (1 dia),
disminuy6 la fosforilacién de 43 y 33 kD. Las alteraciones
observadas por HCB, en la fosforilacién de proteinas, en trata-
mientos agudos y crénicos, sugieren que proteinas quinasas y
fosfatasas estarfan involucradas en el mecanismo de accién del
HCB en el TAM.
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51 - LA INTOXICACION CRONICA CON CADMIO IN-
DUCE LA EXPRESION DE TELOMERASA EN PROSTA-
TAS DE RATAS (Chronic intoxication of Cadmium induce
expression of telomerase in rat prostate). Alvarez SM, Giménez
MS. Bioquimica Molecular. Universidad Nacional de San Luis.
Chacabuco y Pedernera. 5700 - San Luis - Argentina.
salvarez@unsl.edu.ar

La telomerasa es una enzima responsable de la extensién de
repeticiones teloméricas por lo que es muy importante en la
protecciény replicacién de los cromosomas. Es una transcriptasa
reversa que en células somdticas normales tiene una baja o
indetectable expresién pero que estd aumentada en la mayoria de
la células con procesos neoplésicos. Por otro lado, es conocida la
citotoxicidad del Cadmio aunque no se sabe con certeza los
mecanismos de la misma.

El objetivo de este trabajo fue verificar si la intoxicacién con
cadmio produce variaciones en la expresién de telomerasa en las
prostatas de ratas.

Ratas macho de la cepa Wistar recién destetadas fueron separa-
das en dos grupos: Control (Co) y Cadmio (Cd). Las ratas Cd
fueron sometidas a una intoxicacion crénica con Cadmio bajo la
forma de CdCl, en el agua de bebida durante 3 meses, a las Co se
les administré agua sin Cadmio. Fueron sacrificadas por decapi-
tacion, se extrajo inmediatamente las préstatas que fueron con-
geladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -70°C hasta su
procesamiento. Las muestras fueron homogeneizadas y el ex-
tracto de proteinas obtenido fue sometido a la técnica de TRAP
(Telomerase Repeat Amplification Protocol) para detectar la
expresién de la enzima. Se observé una mayor expresién de la
telomerasa en las muestras de préstatas sometidas a la intoxica-
cién con Cadmio. El cadmio estimula la expresién de la
telomerasa, lo que podria proporcionar un nuevo mecanismo
para explicar la citotoxicidad de este elemento en la prostata de
rata.

52 - EFECTO DE HEPTACLORO Y o,p’ DDT SOBRE EL
METABOLISMO DE FOSFOINOSITIDOS Y LA
TRANSDUCCION DE SENALES EN PLAQUETAS Y
PLACENTA HUMANA. (Heptachlor and o,p’ DDT effects on
phophoinositides metabolism and signal transduction in human
platelets and placenta). Souza. M. 8.! Moya G'2, Magnarelli G2
y D’Angelo A.M.! 1:LIBIQUIMA. Neuquén. 2: Carrera de Me-
dicina. Cipolletti. U.N. Comahue, Argentina, e-mail:
libigma@uncoma.edu.ar. Subsidiado por U.N.Co y FONCYT.

Existen referencias de efectos deletéreos de plaguicidas en las
funciones reproductivas y endocrinas en animales de experimen-
tacion y vida silvestre; sin embargo, l1a informacién sobre
efectos en humanos es escasa. Dado la alta vulnerabilidad que
caracteriza al desarrollo fetal, el objetivo de este trabajo es
conocer efectos de plaguicidas organoclorados que interfieran
con eventos de sefializacién relacionados con fosfoinositidos.
Para ello se utilizaron dos sistemas involucrados en la viabilidad
y el desarrollo fetal: placentas a término y plaquetas.

En homogenato de placentas se observé un aumento significati-
vo respecto al control en la incorporacién de PIP,, PIP y PI para
el tratamiento con concentraciones de 10~ M de Heptacloro y
0,p’DDT (95, 145y 106 % ; 71, 117 y 92% respectivamente),
resultados que sugieren efecto sobre el metabolismo de un
precursor comun.

La incubacién de plaquetas con 10-° M de Heptacloro resulté en
un aumento significativo respecto al control del 35% en la
incorporacion basal de PIP,, sin afectar el de PIP y PI, probable-
mente por alteracion del recambio del grupo fosfomonoéster. En
cambio, la duplicacién de la marca en PIP, después de la
activacién por Trombina, indicaria efecto sobre la actividad de
de PLCy, y alteracion de la reactividad plaquetaria.
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53 - ASOCIACION DE PSD95 CON LA DENSIDAD
POSTSINAPTICA (DPS) Y SU EFECTO SOBRE LAS
CORRIENTES ACTIVADAS POR NMDA (Association of
PSD95 with the PSD and its effect on NMDA gated currents).
Sandoval.R., Soto,D., Orrego,F. y Wyneken,U. Facultad de
Medicina, Universidad de los Andes. (Patrocinio: Miranda,D.)

En la DPS glutamatérgica, 1a proteina de anclaje PSD9S interactiia
con numerosas proteinas de las cascadas de transduccién que
generan la respuesta excitadora. El dominio PDZ2 de PSD95
interactda, entre otros blancos, con el receptor tipo NMDA
(RGluy). El objetivo del presente trabajo fue estudiar si la PSD95
participa en los cambios plasticos en la DPS inducidos por
actividad.

Encontramos que: ¢ En DPS aisladas de ratas sometidas a
estimulacién sindptica intensa (convulsiones), la cantidad relativa
de PSD95 disminuye a un 70,3 + 7,6% (n=4, p<0.01). ® La
interaccién de PDZ2 recombinante con la DPS es calcio
dependiente. La unién es maxima a pCa9 mientras que disminuye
apCa7,5y 3 a86x12.2%, 491£28.8% y 36+23.3%,
respectivamente (n=4 para cada pCa). ® En ensayos de overlay
con I'-PDZ2, las DPS fosforiladas muestran desaparicién de
marca en dos bandas (180 y 80kDa). ¢ Al medir las corrientes
i6nicas mediadas por RGluy en DPSs aisladas, el bloqueo por
magnesio del receptor disminuye significativamente en presencia
250 nM PDZ2 (n=5).

Estos resultados sugieren que PSD95, a través de su dominio
PDZ2, afecta las propiedades electrofisioldgicas de RGluy y que
participa en la reorganizacién estructural de la DPS frente a
estimulacién sindptica. (Fundacion Volkswagen, Fondecyt
1980063)

54-EFECTO DEL VINO TINTO SOBRE EL METABOLIS-
MOHEPATICODE ACIDO LAURICO Y P-NITROFENOL.
(Effect of red wine on the hepatic metabolism of lauric acid and
p-nitrofenol). VarelaN., Orellana M., Viviana Guajardo y Rodrigo
R. ICBM, Programa de Farmacologia, Fac de Medicina, U. de
Chile.

Parte del efecto nocivo del etanol es debido a la induccién de
ciertas especies de citocromo P450, particularmente al CYP 2E1,
isoenzima que en su mecanismo de catdlisis es capaz de producir
anidn superdxido, contribuyendo de esta forma a la generacion de
estrés oxidativo. Se postula que el vino tinto contiene gran canti-
dad de flavonoides, compuestos antioxidantes que disminuirfan
parte de este efecto nocivo del etanol. La isoenzima P450 2E1,
ademds de participar en el metabolismo de numerosos xenobid6ticos
como el p-nitrofenol, participa en el metabolismo de algunos
endobidticos, como los dcidos grasos.

En este trabajo se determind el efecto del consumo prolongado del
etanol al 12%, vino tinto y vino tinto desalcoholizado en el
metabolismo microsomal de &cido laurico y p-nitrofenol. En el
higado, el vino desalcoholizado disminuyé el contenido total de
citocromo P450 y el metabolismo de dcido laurico. El metabolis-
mo microsomal de p-nitrofenol se encontré aumentado en el grupo
tratado con vino y con etanol. Se concluye que los antioxidantes
presentes en el vino tinto, al disminuir el contenido total de
citocromo P450 hepético reducitfa parte del efecto nocivo del
etanol. En cuanto al metabolismo microsomal de 4cido l4urico,
ambos tejidos responden de diferente manera al tratamiento.
Financiado por Proyecto FONDECYT 1990-784
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55- CONTRIBUCION DE ANTIOXIDANTES INDIVIDUA-
LES A LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA
HUMANO (Contribution of individual antioxidants to the
antioxidant capacity of human plasma.) Pérez DD, Strobel P,
Guasch V, *Marshall G, San Martin A, Leighton F. Lab. Citologia
Bioquimica y Lipidos, Programa Bases Moleculares de las Enfer-
medades Cronicas, Facultad de Ciencias Bioldgicas y *Escuelade
Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

En el plasma existen numerosos antioxidantes, s6lo algunos bien
caracterizados. Su concentracién depende de la dieta y/o su
produccién endGgena. Para evaluar la importancia relativa de los
que podemos detectar, se estudié voluntarios con dieta occidental
(ricaen grasas y pobre en frutas y verduras) ) o dieta mediterranea,
con y sin consumo moderado de vino tinto y se midié, en 168
muestras, la capacidad antioxidante total del plasma (CATP) y la
concentracién de antioxidantes individuales. Se midi6 CATP
como TRAP (capacidad total) y como TAR (reactividad) por
apagamiento de quimioluminiscencia inducida por radicales li-
bres. La contribucién relativa de antioxidantes individuales fue
estimada por tres métodos: factores empirico de equivalencia,
correlacién lineal (Pearson), y regresién lineal miiltiple paso a
paso. Se observé que la CATP esta dada principalmente por 4dcido
drico (TRAP) y por dcido ascérbico y 4cido urico (TAR). Los
polifenoles antioxidantes con mayor contribucién fueron dcidos
cafeico y protocatéquico, rutina y quercetina. Las mediciones
ponen en evidencia que la CATP es el resultado de la presencia de
numerosos antioxidantes cuya contribucién relativa es variable,
dependiente de la dieta y el consumo de vino tinto. (PUC PBMEC
98)

56 - BIODISPONIBILIDAD DE POLIFENOLES DEL VINO
EN HUMANOS. (Bioavailability of wine polyphenols in
humans.). Mansilla S, Diez M, Pérez DD, Védzquez L, Leighton
F. Lab. Citologia Bioquimica y Lipidos, Programa Bases
Moleculares de las Enfermedades Crénicas, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile.

Los polifenoles antioxidantes del vino contribuyen a la reduccion
del riesgo de enfermedad coronaria en bebedores moderados, pero
su biodisponibilidad y metabolismo estdn poco caracterizados.
En este trabajo, se hicieron estudios de biodisponibilidad de
polifenoles midiéndolos en plasma y orina en ocho voluntarios.
Por cuatro dias consumieron una dieta pobre en polifenoles, y al
quinto dia recibieron 375ml de vino tinto (Cabernet Sauvignon
(CS) (1934 mg/L polifenoles)), o vino blanco (Chardonnay (Ch)
(309.9 mg/L polifenoles)) o agua (control). Se midié la capacidad
antioxidante total del plasma con los métodos TRAP y TAR y se
correlacioné con polifenoles totales (r=0.513, p=0.018).
Polifenoles individuales se midieron por HPLC con detector DAD-
EC. En orinas se midié polifenoles totales.

Ambos vinos producen en plasmaun aumento de TRAP (5.9+2.5%
Ch, 8.848.6% CS) y TAR (17.8+11.8% Ch, 12.3+14.4% CS) una
hora después de laingesta. También aumentaron los polifenoles en
el mismo periodo (4.0£0.8 mg/L Ch, 10.5t1.8 mg/L CS). Se
detecté ademds aumento de catequina, metilcatequina y
metilepicatequina. En orina, los polifenoles aumentaron alas 6-13
h postingestaconCS en0.691+0.057 mg polifenoles/mg creatinina.
Los resultados muestran que el vino induce aumento de la capaci-
dad antioxidante del plasma, el que correlaciona con polifenoles
plasmdticos, y en particular con catequina.

(PUC-PBMEC2000)



REUNION IBEROAMERICANA DE BIOQUIMICA, BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOLOGIA CELULAR

57 - DISTRIBUCION DE CALICREINA GLANDULARE
INTERACCION CON PROLACTINA EN EL PEZ
CYPRINUS CARPIO. (Distribution of glandular kallikrein and
interaction with prolactin in the fish Cyprinus carpio). Figueroa,
1., Fernindez, K., y Kausel, G. Instituto de Bioquimica, Facultad
de Ciencias, Universidad Austral, de Chile, Valdivia. (E-mail:
jfiguero@uach.cl)

Calicreina glandular (CG) es una serina-proteasa caracterizada
por generar péptidos bioactivos desde precursores inactivos. En
mamiferos, CG es inducida por estrogenos y estd involucrada en
el procesamiento de Prolactina (PRL). Sin embargo, el conoci-
miento acerca de CG en organismos no marmiferos es escaso. Por
ello, se estudio esta proteasa mediante inmunocitoquimica (ICQ)
y Western-blot y su inter-relaccion con PRL en carpa.
Western-blot con un anticuerpo anti-CG heterélogo, mostré CG
enmusculo (39 kDa), rifién (52Kda), branquias (52kDa) y pituitaria
(72 y 46kDa). La ICQ, detect$ en misculo fuerte inmunotincion
entre las células musculares, en rifién se inmunotifié la regién
apical de los tdbulos colectores y ductos mesonéfricos y en
branquias se inmunodetectaron algunas células epiteliales. En
pituitaria, se evidenciaron células delarostral pars distalis (RPD),
que en cortes paralelos, mostraron correlacion con las células
lactotropas (PRL). Inmunoprecipitacién con anti-PRL a partir de
suero, segnida de Western-blot, mostré dos bandas de PRL (23 y
20kDa) que corresponderian a la forma intacta y uno de los
productos de procesamiento de PRL.

Por otra parte, detectamos estimulacién por 17 B-Estradiol tanto
de PRL como de CG, especialmente en rifién. Por tanto, conclui-
mos que se observé una correlacion en las células lactotropas y
CG, probablemente con coexpresién de ambas protefnas y que la
distribucién de CG en otros 6rganos como rifién y branquias
implicaria un rol osmorregulatorio.

Fondecyt 1990710
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58 - REDUCCION DE LA DESENSIBILIZACION DEL
RECEPTOR H2 A HISTAMINA POR SUPRESION DE
GRK 2 INDUCIDA POR SECUENCIAS ANTISENTIDO.
(Reduction in H2 receptor desensitization following antisense-
induced suppression of GRK 2). Ferndndez, N*., Monczor, F'.,
Lemos, B'., Baldi, A*., Davio C'. y Shayo, C*¥. IByME,
CONICET"; Lab. de Radioisétopos, FFyB, UBA'. FCEyN UBAY

Demostramos previamente que la linea celular U937 expresa
receptores a histamina H2 induciendo una importante respuesta
de AMPec. Sin embargo, debido a su rapida desensibilizacién,
dependiente de GRKs, las células U937 resultan incapaces de
diferenciarse. Por otro lado, describimos en células COS-7, una
correlacién entre la desensibilizacién y la fosforilacién del re-
ceptor mediada por GRK 2 y GRK 3. El objetivo de este trabajo
fue determinar en células U937, el efecto de la reduccién de la
expresion de GRK 2 sobre la desensibilizacién del receptor H2.
Para ello, transfectamos por electroporacién células U937 con
ADNCc antisentido correspondiente a GRK 2. Las células esta-
blemente transfectadas fueron seleccionadas por inclusién de
geneticina en el medio de cultivo, obteniéndose clones estables.
El clon D5 demostré una significativa reduccién en la expresion
de GRK 2. Por acci6n del agonista, la produccién de AMPc fue
mayor en un 60% en células que expresan el antisentido. La
cinética de desensibilizacion del receptor indicé un t1/2 de
11.742.2 min y 66.9+12.8 min para U937 y D5, respectivamen-
te. Estos datos, demuestran una correlacion directa entre la ex-
presién de GRK 2 y la desensibilizacién del receptor H2 en cé-
lulas U937, sugiriendo que GRK 2 cumple un papel fundamen-
tal en la regulacion de dichos receptores.

59 - ASOCIACION DEL RECEPTOR AT, DE
ANGIOTENSINA II CON LA FOSFATASA SHP-1.
(Association of the AT, angiotensin II receptor with SHP-1
phosphatase). Alvarez!, S.E., Nahmias?, C., Ciuffo', G. M. 'Cite-
dra de Bioquimica Avanzada. Universidad Nacional de San Luis.
Ejército de los Andes 950. San Luis (5700). Argentina. “Institut
Cochin de Génétique Moleculaire, CNRS UPH 0415, 22, rue
Méchain, 75014 Paris. e-mail: gciuffo@unsl.edu.ar.

Tyrosine phosphorylation, controlled by both, protein tyrosine
phosphatases (PTPs) and kinases (PTKs), is a critical mechanism
for physiological processes like growth and differentiation.
Many of the intracellular signals mediated by the angiotensin I
(Ang II) type 2 receptor (AT,) involved the activation of PTPs.
AT, receptors mediate tyrosine dephosphorylation of a number
of proteins, suggesting its coupling to PTPs.

Both AT, and AT, Ang Il subtypes are present in rat fetal
membranes (E20). Previous studies of immunoprecipitation on
this preparation with anti-SHP-1 antibody showed that Ang Il
(10°M) mediates a rapid and transient tyrosine phosphorylation
of the phosphatase SHP-1, a negative growth regulator. SHP-1
phosphorylation is blocked by the AT, antagonist, PD123319.
Thus, the effect is mediated by AT, receptors.

We performed binding of ['*1]Ang II (10* M) to membranes
solubilized with CHAPS (1.2%) before immunoprecipitation
with anti SHP-1 antibody, in order to investigate the association
of AT, receptors and SHP-1. Binding was fully displaced by Ang
I (10 M) or PD123319 (10 M), indicating that only AT,
receptors were present on the immunocomplexes. These data
strongly supports an association of AT, to SHP-1 and thus a
physiological role.
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60-ROLDELOS RECEPTORES AT, DE ANGIOTENSINA
II EN EL DESARROLLO DEL RINON. (Role of AT,
Angiotensin IT receptors on kidney development) Sénchez!, S.I.,
Fuentes', L.B., Seltzer?, A.M., Ciuffo!, G.M. 'Bioquimica Avan-
zada. Area de Biologia Molecular. Facultad de Quimica,
Bioquimica y Farmacia. Universidad Nacional de San Luis.
2Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo.

Ambos subtipos de receptores de Angiotensina II (Ang II), AT,
y AT,, se expresan en edad temprana en el feto. Sin embargo,
receptores del subtipo AT, presentan un patrén especial, con
niveles altos de expresion en feto y pronta desaparicion después
del nacimiento, sugiriendo un rol de los mismos en la
organogénesis. Los receptores del subtipo AT, inducen la
defosforilacion de proteinas en residuos tirosina, mediada por
SHP-1. Con el fin de caracterizar el papel de éstos receptores
durante la organogénesis, desarrollamos un modelo de trata-
miento de ratas prefiadas durante la dltima semana de gestacién
con diferentes agonistas y antagonistas de receptores de Ang II.
Estudios de autoradiografia permitieron identificar la localiza-
cién de receptores en cortes de rifién de ratas recién nacidas y de
ocho dias provenientes de madres tratadas. Es de destacar que el
tratamiento -de la madre con el antagonista AT,, PD123319
previene la expresion de receptores del subtipo AT, y la progre-
sionde los glomérulos aestadios IITy IV en laregién juxtamedular.
Estos estudios indican que las sustancias atraviesan la barrera
placentaria y sugieren un papel importante de los receptores del
subtipo AT, en el desarrollo ontogénico del rifién.

61 - UN SEGUNDO GEN PARA LA SUBUNIDAD
CATALITICA DE LA PKA SE EXPRESA NORMALMEN-
TE EN CANDIDA ALBICANS. (A second gene for the PKA
catalytic subunit is normaly expressed in Candida albicans).
Castilla, R., Zelada, A., Passeron, S., Giasson, L. y Cantore M.
L., Facultad de Agronomia, Cétedra de Microbiologia, IBYF
(CONICET), Universidad Laval, Quebec, Canada. Subencionado
por: UBA, CONICET, ANPCyT, Fundacién Antorchas.

Hemos demostrado con anterioridad que la presencia de la PKA
activa es esencial en el proceso de diferenciacién del hongo C.

.albicans. Una cepa mutante obtenida por knock out del gen
TPK2 (codifica para la subunidad catalitica de la PKA) es viable
y presenta una germinacién que aunque disminuida es estimula-
da por AMPc, dbAMPc, glucagon y hCG y es bloqueada por
inhibidores de laPKA (PKIy H89); estos resultados indican que
unaactividad de PKA sigue jugando unrol decisivo en el proceso
de diferenciacién del hongo. El proyecto genoma de C. albicans
revelé un gen para otra putativa isoforma de PKA designada
TPK1. La expresién de esta isoforma en la mutante tpk2 podria
explicar los resultados indicados mas arriba. Se investigé enton-
ces la existencia de esta segunda actividad PKA y la expresién
del gen TPK1 en ambas cepas,salvaje y mutante. Se encontré que
la actividad de la Tpk1, en la cepa mutante, presenta el 8% de la
actividad total medida en la salvaje tanto en extractos crudos de
células levaduriformes como en los eluidos de columnas de
DEAE. Se investigé por RT-PCR la expresion de este segundo
gen. Se encontré que en la cepa salvaje se expresan ambos
ARNm mientras que en la mutante solo el esperado para TPK1.
Estos resultados confirman el rol crucial de la PKA en la
diferenciacién de C. albicans y la existencia de al menos dos
genes diferentes para la subunidad catalitica de 1a PKA. Estos
resultados parecen indicar que ambos estdn involucrados en los
eventos bioquimicos relacionados con la diferenciacion de C.
albicans.

62 -INTERACCION IN VIVO E IN VITRO ENTREPKA 'Y
PROTEINAS DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE (in
vivo and in vitro interaction between PKA and proteins in
Saccharomyces cerevisiae.) Portela P., Moreno S., Rossi S.
Departamento de Quimica Biolégica. FCEyN. Ciudad Universi-

taria, 4° piso. pportela@qb.fcen.uba.ar

PKA contiene dos subunidades regulatorias (R ) y dos subunidades
cataliticas( C ). La fosforilacién de sustratos es controlada, en
parte, por la localizacién de quinasas en compartimientos
subcelulares. Nuestro objetivo es estudiar el mecanismo de PKA
in vivo, en particular encontrar proteinas de anclaje para PKA en
Saccharomyces cerevisiae. Las R ( 1y II) de eucariotas superio-
res interaccionan con proteinas AKAPs (A Kinase Anchoring
Proteins) algunas de las cuales son sustratos de PKA. Las RII
contienen en el amino-terminal una estructura Jdminaf-o-héli-
ce-0-hélice responsable de la interaccién con AKAPs. En
S.cerevisiae la regién amino-terminal de la R (Bcylp) es sufi-
ciente para su localizacidn y no posee homologia de secuencia
con RI o RII. Atn no se describieron AKAPs para eucariotas
inferiores. Se realizé una prediccién de estructura secundaria del
amino-terminal de Beylp (aminodcidos 1-50) que revelé una
estructura con dos o-hélice similar a la que posee RII. Para
encontrar proteinas de anclaje en S.cerevisiae se realizaron dos
abordajes experimentales:

A)ldentificacién de proteinas que interaccionan in vivo con
Beylp utilizando co-inmunoprecipitacion.

B)Cromatografia de afinidad Bcy1p-cAMP-agarosa de extracto
crudo de levaduras (pull-down).

Se identificaron 18 proteinas (3 coinciden por ambos métodos)
que interaccionaron con Beylp y fueron sustratos de PKA. La
identificacién de AKAPs permitiria estudiar la relacion entre la
localizacién subcelular y seleccién de sustratos.

63 - TRANSDUCCION DE LA SENAL DE PTH EN
ENTEROCITOS DE RATA: EFECTOS DEL ENVEJECI-
MIENTO. (PTH signal transduction in rat enterocytes: Effects
of aging). Gentili C., Morelli, S., Boland Ry Russo de Boland
A. Dto. De Biologia, Bioquimica y Farmacia. Universidad Na-
cional del Sur, 8000 Bahia Blanca, Argentina.

Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la
hormona paratiroidea (PTH) estimula el influjo de calcio en
enterocitos de rata mediante la activacién de las vias mensajeras
adenilil ciclasa/cAMP/PKA y PLC/IP,/DAG/PKC y que estos
mecanismos dependientes de la hormona estén alterados con el
envejecimiento celular. En este trabajo examinamos el efecto de
PTH en la activacién de proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPKs) en enterocitos de rata jévenes (3 meses) y
seniles (24 meses). En los animales jévenes, la hormona induce
un rdpido incremento en la fosforilacién de MAPKs (ERK1 y
ERK2), siendo mdximo al minuto de tratamiento (300%), mien-
tras que en enterocitos de ratas seniles es significativamente
menor (60%). La respuesta es dependiente de la dosis (101!-10
7M) con méxima estimulacién a 10°-10* M. Tanto en animales
seniles como en jévenes la fosforilacién de MAPK inducida por
PTH no fue afectada por los inhibidores de PKC,
calphostin(100nM), bisindoleylmaleimida(30nM) y Ro 31820
(200nM). El tratamiento con ésteres de forbol sélo o en simulta-
neo con PTH no modificé la fosforilacién dependiente de la
hormona. Similarmente a PTH, el agonista de adenilil ciclasa,
forscolina(5-15uM) y de PKA, SpcAMP (50-100puM), estimu-
lan la fosforilacién de MAPK, mientras que los inhibidores de
adenilil ciclasa y PKA -, SQ 22536 (0.5 mM) y Rp-cAMP (0.2
mM), suprimen los efectos de la hormona. El inhibidor especifi-
co de la tirosina quinasa citosdlica c-Src, PPI (10-20uM), y el
inhibidor de PI3K, Wortmannina (100nM), suprimieron en un
60% y 90 %, respectivamente, la fosforilacion de MAPK indu-
cida por PTH. Estos resultados sugieren que PTH activa la via
MAPK en enterocitos a través de un mecanismo independiente
de PKC, que involucra a c-Src, PKA y PI3K y que este mecanis-
mo esta afectado por el envejecimiento celular.

P
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64 - SENALIZACION DEL 1,25(OH),-VITAMINA D, DE
LA MEMBRANA AL NUCLEO: ROL DE c¢-Src EN CELU-
LAS MUSCULARES (1,25(0OH),-Vitamin D, signalling from
the membrane to the nucleus: Role of c-Src in muscle cells).
Buitrago C. and Russo de Boland A. Dpto. de Biologia,
Bioquimica y Farmacia. Universidad Nacional del Sur. San Juan
670, Bahia Blanca 8000, Argentina.-

Recientemente hemos demostrado que, en células de mtisculo
esquelético, la forma hormonalmente activa de la vitamina D, el
1,25 (OH),-vitamina D, [1,25(OH),D, ], estimula la actividad
enzimdtica de la tirosina quinasa no-receptora c-Src. En este
trabajo obtuvimos evidencia demostrando que la quelacién del
calcio intracelular con BAPTA bloquea la activacién de c-Src
inducida por la hormona, indicando que el Ca** es un activador
“upstream” de c-Src. Laestimulacién de c-Src por el 1,25(0H),D,
desencadenalafosforilacién en tirosinay activacién de 1a proteina
quinasa de acciéon mitogénica (MAP quinasa, 42/44 kDa). Mas
atin, en células transfectadas con oligonucleétidos antisentido
dirigidos contra el RNAm de ¢-Src, la fosforilaciéon de MAP
quinasa inducida por la hormona disminuyé en un 90%. MAP
quinasa es luego traslocada al nicleo celular en su forma
fosforilada activa e induce la expresién de la oncoproteina c-
myc, ya que PD 98059, un inhibidor especifico de de
MAPKquinasa (MEK), suprime la estimulaci6n de la sintesis de
la proteina c-myc inducida por el 1,25(OH),D, . La hormona,
ademds induce rdpidamente la fosforilacién en tirosina de c-
myc. En células pretratadas con PP1, un inhibidor especifico de
c-Src, lafosforilacién en tirosina de c-myc se suprime totalmen-
te.

Estos resultados demuestran que la hormona esteroidal
1,25(0H),D, estimula vias de sefializacién asociadas a la proli-
feracién en células musculares e implica que la tirosina quinasa
c-Src desempefia un rol central en este proceso.

65 - REGULACION DE LA PROTEINA QUE UNE GH
(GHBP) ASOCIADA A MEMBRANAS Y EL RECEPTOR
DE GH (GHR) PORHORMONA DE CRECIMIENTO (GH)
Y ESTRADIOL. (Growth hormone and estradiol regulation of
membrane-associated GHBP and GHR). Gonzilez, L., Sotelo,
A.1., Turyn, D. Instituto de Quimicay Fisicoquimica Bioldgicas
(IQUIFIB), Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA).

El receptor de GH (GHR) y la proteina que une GH (GHBP) se
originan por procesamiento alternativo del mismo ARNm. Los
estudios de la regulacién de GHR y de GHBP se realizaron
usando métodos de unién especifica de hormonas marcadas. En
el presente estudio se utilizaron ratones transgénicos que
sobreexpresan al factor liberador de GH y producen altos niveles
de hormona de crecimiento (GH) homéloga para examinar su
influencia sobre los niveles de GHR y de GHBP asociada a
membranas (MA-GHBP), medidas por radioinmunoensayos
especificos. Se observé que la unién especifica somatogénica es
10 veces superior que la de los respectivos controles normales y
se corresponde con el aumento de 9 veces de los niveles de MA-
GHBP, mientras que el GHR sélo aumenta 3 veces en iguales
condiciones.

El peso molecular aparente de la MA-GHBP, de 42 y 37 kDa, es
menor al de la GHBP sérica, de 49 y 43 kDa, probablemente
debido a distinto grado de glicosilacion.

También se estudié el efecto in vivo del estradiol en laregulacién
de GHR y MA-GHBP, observindose una inesperada disminu-
cién de los niveles de GHR y MA-GHBP en los ratones
transgénicos.
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66 - EFECTO DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO
(GH) SOBRE LA REGULACION DEL RECEPTOR DE
GH Y LA PROTEINA QUE UNE GH ASOCIADA A LA
MEMBRANA. (Growth hormone (GH) regulation of GH recep-
tor and membrane associated - GH binding protein). Curto. L.
Gonzdlez. L., Sotelo, A., Turyn, D. Instituto de Quimica y
Fisicoquimica Biolégicas (IQUIFIB), UBA-CONICET, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, E-mail: dturyn@qb.ffyb.uba.ar

Laregulacién del receptor de la hormona de crecimiento (GHR)
se estudi6 usando métodos de unién especifica de GH marcada.
Recientemente se demostré que gran parte de esa unién especi-
fica se debe a la proteina que une GH asociada a membranas
(MA-GHBP). En este estudio se utilizan modelos de ratones que
no expresan a la GH o que la sobreexpresan en diferentes
concentraciones, para evaluar el efecto de esta hormona sobre la
concentracién de GHR y de MA-GHBP, determinadas por
radioinmuno-ensayos especificos.

En ausencia de GH, ambas proteinas se expresan en valores
apenas inferiores a los obtenidos para ratones normales. Para
aumentos moderados de GH, el receptor y la GHBP aumentan de
manera similar. Pero a concen-traciones elevadas de GH, el
aumento de la concentracién de MA-GHBP es notablemente
superior al de GHR. Se concluye que al inducir un mayor
aumento de la MA-GHBP que de GHR, la GH produciria una
regulacién negativa (down-regulation) de su actividad, dado que
se inhibiria la formacién del complejo ternario entre dos molé-
culas de receptor y una de hormona ((GHR),-GH), necesario
para producir la accién biolégica.

67 - COMPARTIMENTALIZACION DE EVENTOS DE
FOSFO-DEFOSFORILACION EN LA TRANSDUCCION
DE SENALES A TRAVES DE SER/TRE QUINASAS.
(Compartmentalization of phospho-dephosphorylation events
in signal transduction mediated by Ser/Tre kinases). Poderoso
C., Gorostizaga A., Cornejo Maciel F., Paz C., Podesta E.J. Dpto.
Bioquimica Humana, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires. Buenos Aires, Argentina.

En los sistemas esteroidogénicos estan bien demostradas la
participacién obligatoria de Ser/Tre quinasas y la
compartimentalizacién de la produccién de cAMP necesarias
para el estimulo hormonal. Recientemente, describimos que en
estos sistemas es indispensable la participacion de Tirosina
fosfatasas activadas hormonalmente via PKA. El estudio de la
participacién de Ser/Tre fosfatasas (PPs) demostré que también
la actividad de estas enzimas representa un paso obligatorio para
la regulacién de la esteroidogénesis. Caliculina A (CA), un
inhibidor permeable de PPs, disminuye de manera dosis depen-
diente (1-100 nM) la estimulacién por hCG y 8Br-cAMP sobre
la produccién de testosterona (T) por células de Leydig (ng T/10°
células: control 4.710.2, hCG 16.1£1.5, 8Br-cAMP 19.4£1.5,
100nM CA 4.0+0.2, CA+hCG 4.610.5, CA+8Br-cAMP4.510.8),
no observdndose efecto al utilizar un derivado del colesterol
cuyo transporte no estd regulado hormonalmente. El efecto
inhibitorio se observa también usando cantaridina (otro inhibidor
de PPs). La inhibicién de PPs produce una inhibicién similar de
la esteroidogénesis en células de zona fasciculata de gldndula
adrenal estimuladas por ACTH. Dado que quinasas y fosfatasas
no tienen alta especificidad por sus sustratos, que conjuntamente
deben activarse protefnas intermediarias obligatorias en la ac-
cién hormonal por fosfo y defosforilacién y que PKA regula
ambos procesos, se sugiere que la accion de PKA se ejerce sobre
sustratos en compartimentos separados como una forma de
regular la cascada de eventos estimulada hormonalmente.
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68 - REGULA CION DE PROTEINQUINASA C (PKC)POR
ACIDO FOSFATIDICO FOSFOHIDROLASA (PAP), EN
MIELINA PERIFERICADE RATAS CONTROLES Y DIA-
BETICAS. (PKC regulation by phosphatidic acid
phosphohidrolase in peripheric myelin from control and diabetic
rats). Goedelman C., Pasquini J.M., Soto E. y Setton-Avruj C.P.
Depto Quimica Biolégica, F.F.y B., IQUIFIB-UBA CONICET.

La mielina de nervio periférico facilita la conduccién saltatoria,
regula niveles de neurotransmisores y ayuda al mantenimiento
de canales i6nicos neuronales. Posee una maquinariainvolucrada
en la transduccion de sefiales biolégicas que participarian en el
funcionamiento normal del nervio (Eichberg y col, Neurochem.
Res. 21(4)527,1996). LaenzimaPAP al convertir 4c. fosfatidico
(PA) en diacilglicerol (DG) regularia la actividad de la PKC.
Esta enzima estd ampliamente involucrada en la fosforilacién de
las proteinas mayoritarias de mielina periférica P, y MBP.
Nos proponemos estudiar la actividad de PAP, su regulacion por
esfingosina (sph) y la expresién de PKC en mielina periférica de
ratas controles y diabéticas. Se determiné la actividad de PAP
midiendo la transformacién de ' C-PA en “C-DG por TLC y
radioautografia. La presencia de las distintas isoformas de PKC
se realizé por Western blot utilizando anticuerpos especificos
para sus isoformas.

La sph produce un efecto dual sobre la actividad de PAP, enratas
controles y diabéticas, inhibiendo su actividad entre 10-30 uM y
estimuldndola entre 40-60uUM.

Se detect6 la presencia de PKCo, BI, BII, PKC8 y PKCe. En
mielina de ratas diabéticas se encuentran niveles aumentados de
PKCa y €,y disminuidos de PKCBI y PKCPIL

Estos resultados demostrarfan por primera vez la presencia de
PKC y PAP en mielina periférica, y la estrecha regulacién que la
sph ejerce sobre las distintas isoformas de PKC y por su
intermedio en la fosforilacién de P,y MBP.

69 - METABOLISMO DE LA GLUCOSA Y TRANS-
DUCCION DE LA SENAL DE INSULINA EN HIGADO Y
MUSCULO DE RATONES ENANOS DE LA CEPA AMES
“(Glucose metabolism and insulin signal transduction in Ames
dwarf mice). Arostegui Diaz G, Dominici F., y Turyn D.,
IQUIFIB (UBA-CONICET), Capital, Argentina.

En el presente estudio, se investigaron los mecanismos por los
que el defecto de GH origina hipersensibilidad a la insulina. Se
utilizaron como modelo ratones enanos de la cepa Ames (df/df),
que carecen de GH y PRL. Estos animales presentan
hipoglucemia, hipoinsulinemia e hipersensibilidad a la insulina
(demostrada mediante un test de tolerancia a la insulina), conco-
mitante con intolerancia a la glucosa, posiblemente debido auna
menor sintesis o liberacién de insulina. Se analizé 1a fosforilacién
en residuos de tirosina inducida por insulina in vive del receptor
de insulina (IR) y de sus principales sustratos (IRS-1 e IRS-2), la
asociacion de los IRSs con la subunidad reguladora de la enzima
fosfatidilinositol 3” quinasa (p85) junto con la abundanciade IR,
IRS-1, IRS-2 y p85 en el higado de los ratones df/df. Se hallé
inalterada la cantidad y la fosforilacién del IR, mientras que se
detectaron aumentos del 74% y 88% en la cantidad y en la
fosforilacién del IRS-1 y del 86% y 33% en la cantidad y en la
fosforilacién del IRS-2. Se detecté un aumento similar en la
cantidad de p85 asociada al IRS-1 y al IRS-2 en respuesta a
insulina. Estas alteraciones podrian explicar la hipersensibilidad
a la insulina que presentan los ratones df/df.

R RS SEiiE—————SS
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70 - LAS VIAS DE FOSFATIDILINOSITOL-3-QUINASA
Y RAS/MAPK SON NECESARIAS PARA LA INHIBI-

CION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA 5- -

AMINOLEVULINATO SINTETASA (ALAS) POR
INSULINA (Phosphatidylinositol-3-kinase and Ras/MAPK
pathways are required for insulin inhibition of 5-aminolevulinate
synthase transcription). Scassa, M.E., Guberman, A.S. y Cdnepa,
E.T. Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Qui-
mica Biol6gica, FCEyN-UBA, Buenos Aires, Argentina.

La transduccién de sefiales mediada por insulina implica una
compleja red de proteinas que incluyen aquellas intermediarias
de las vias de Ras/sMAPK y PI3K. Sin embargo, atin no han sido
completamente determinados los caminos activados por la hor-
mona para regular la expresién de determinados genes. La
insulina inhibe la expresién de la 5-aminolevulinato sintetasa,
primera enzima y regulatoria de la biosintesis del hemo, a nivel
transcripcional. Nuestro objetivo es caracterizar el mecanismo
por el cual se transduce la sefial de la insulina conduciendo a la
represion de la expresiéon de ALAS, mediante experimentos de
transfeccién con mutantes de ciertos efectores de las cascadas de
PI3K y Ras/MAPK. Empleando un pldsmido que contiene la
regién -833/+42 del promotor de ALA-S, dirigiendo laexpresién
del genreporter CAT, ensayamos la actividad transcripcional del
mismo mediante transfecciones transientes en células HepG2.

- Este fragmento de 870 pb fue capaz de conferir respuesta a la

hormona. Cotransfecciones con mutantes dominantes negativas
intervinientes en las vias de RassMAPK como SOS, Ras, Raf,
MEK y MAPK bloquearon la inhibicién por insulina, mientras
que mutantes constitutivamente activas de Ras y MEK
mimetizaron el efecto de la hormona independientemente de la
activacion del receptor. Por otro lado, mutantes que expresan
PI3K y PKB sin actividad quinasa disminuyeron
significativamente el efecto inhibitorio de la insulina sobre la
actividad transcripcional del promotor de ALAS Finalmente,
demostramos que la activacién de una de las vias no es suficiente
para transducir la sefial de insulina si la otra se encuentra
bloqueada. Nuestros resultados sugieren que la inhibicién de la
transcripcién de la ALAS mediada por insulina requiere la
activacién de las vias de Ras/MAPK y de PI3K.

Trabajo subsidiado por UBA, CONICET y ANPCYT, Argentina.

71 - EXPRESION DE RECEPTORES H, Y H, A
HISTAMINA EN RATONES KNOCKOUT PARA
HISTIDINA DECARBOXILASA. (H, and H, histamine
receptors expression in histidine decarboxylase knockout mice).
Fitzsimons C'. Lazar E?, Hegyesi H?,Tomoskozi Z, Bergoc R',
Darvas 72, Rivera E!, Falus A2 'Laboratorio de Radioisétopos,
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires, Argentina. Department of Genetics, Cell- and
Immunobiology. Semmelweis University of Medicine, Hungary.

Se ha propuesto previamente un mecanismo autécrino de regu-
lacidn de la expresién de los receptores a histamina (Hi). La
histidina decarboxilasa (HDC) es la enzima de sintesis de
histamina presente en la mayorfa de los tejidos de los mamiferos,
por lo que la cepa de ratones knockout para HDC, recientemente
establecida, provee un modelo adecuado para investigar dicha
hipétesis. Se decidi6 estudiar los niveles de expresién de los
receptores H, y H, en ratones knockout para HDC y compararlos
con los niveles de expresién en ratones normales de la cepa Balb/
C. Se establecieron cuatro grupos experimentales 1) ratones wild
type de la cepa Balb/c 2) ratones knockout para HDC 3) ratones
wt con dieta libre de Hi y 4) ratones knockout con dieta libre en
Hi . Se extrajo RNA total de los tejidos de ratones de los cuatro
grupos experimentales y se estudid la expresion de los receptores
H, y H, por RT-PCR en cerebro, estémago, corazdn, ileum, piel
y testiculos. Complementariamente, se realizaron experimentos
de unién con radioligandos histaminérgicos especificos. Los
resultados indican que la regulacion de la expresion de los
receptores a histamina es tejido-especifica y que, en general, la
ausencia prolongada de Hi induce una regulacion negativa de la
expresion de los receptores H,, mientras que parece afectar en
menor grado la expresién de los receptores H,.
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72 - PERFIL DE ISOFORMAS DEL RECEPTOR A ES-
TROGENO Y SU RELACION CON LA EXPRESION DE
C-FOS Y PCNA EN UN TUMOR MAMARIO EXPERI-
MENTAL. (Relationship between profile of estrogen receptor
isoforms, ¢c-FOS and PCNA expresion in an experimental
mammary tumor). Gutiérrez, A., Actis, A., Rilo, C., Cocca, C.,
Croci, M., Rivera, E., Bergoc, R. Laboratorio de Raidois6topos.
Fac. de Farm. y Bioq., Universidad de Buenos Aires.

El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de isoformas
del receptor a estrégeno (RE) en tumores mamarios inducidos en
rata mediante inyeccidén ip de N-Nitroso-N-metilurea y
correlacionarlo con el grado de diferenciacién tumoral y la
expresion de proteinas relacionadas con la proliferacién como c-
FOS y PCNA. Las isoformas de RE se determinaron por HPLC
utilizando columnas de exclusién molecular y midiendo la ra-
diactividad de las fracciones recogidas en un espectrémetro de
centelleo liquido. Muestras de los mismos tumores se conserva-
ron en formalina, cortaron y colorearon con hematoxilina-eosina
parasu observacién microscépica y clasificacién histopatolégica;
sobre los mismos cortes la expresion de c¢-FOS y PCNA se
determiné por inmunohistoquimica. Los resultados indicaron
que: los tumores con alto grado de diferenciacién (cribiformes)
presentaron numerosas mitosis por campo, significativa expre-
sién de ¢-FOS y PCNA y la isoforma oligomérica de RE, el
monémero y fragmentos de protedlisis. Los tumores mads
indiferenciados (papilar y comedocarcinoma) mostraron expre-
si6n de c-Fos y PCNA variable, presencia del monémero de RE
y fragmentos de proteélisis; baja proporcion de esos tumores no
expresaron RE y mostraron dreas de necrosis. En conclusién, el
perfil de isoformas de RE mostré que el oligémero estd presente
s6lo en los tumores més diferenciados, que son también los que
expresan mayor grado de proliferacién.

REGULACION DE LA
EXPRESION GENICA

73 - ESPECIFICIDAD DE UNION AADN DE PROTEINAS
CON HOMEODOMINIO ASOCIADO A UN CIERRE DE
LEUCINAS (DNA-binding specificity of homeodomain-leucine
zipper proteins) Tron, A., Bertoncini, C., Palena, C., Chan, R.,
Gonzilez, D. Cét. de Biologia Celular y Molecular, Fac. de Biog.
y Cs. Biol., Univ. Nac. del Litoral, Santa Fe, Argentina.

El homeodominio es un motivo proteico de 61 aminoéacidos que
se halla presente en factores de transcripcién generalmente
involucrados en procesos de desarrollo. En plantas, existe una
familia de proteinas con homeodominios en las que este motivo
se halla asociado a un cierre de leucinas (Hd-Zip). Estas protei-
nas unen ADN en forma de dimeros. En nuestro laboratorio he-
mos demostrado que la proteina Hd-Zip Hahb-4 de girasol une
preferentemente la secuencia pseudopalindrémica 5°-CAAT(A/
T)ATTG-3’. En el presente trabajo, hemos aplicado el modelo
derivado de estos estudios para analizar la interaccién con el
ADN de otra proteina, denominada Hahr-1, perteneciente a otra
familia, que posee un dominio de dimerizacidn ligeramente dis-
tinto. Con este objetivo, se midié la unién de Hahr-1 a distintos
oligonucleétidos que contenfan variaciones puntuales de la se-
cuencia mencionada, encontrdndose unién preferencial a la se-
cuencia 5’ -CATT(A/T)AATG-3’. Dado que entre los
homeodominios de ambas proteinas estudiadas existe una dife-
rencia en la posicion 47, se construyeron mutantes en las cuales
el aminodcido de dicha posicién fue intercambiado por el pre-
sente en la otra proteina. Las proteinas mutantes mostraron un
cambio de especificidad, indicando que el aminoécido 47
interactdia con los nucleétidos de las posiciones -2 y +2 de la
secuencia de unién. De esta manera, Ile y Phe generan preferen-
cia por las hemisecuencias CAAT y CATT, respectivamente. La
construccién de proteinas quiméricas entre las dos estudiadas
indic6, ademas, que otras regiones del homeodominio son tam-
bién importantes para determinar tanto la selectividad como la
afinidad de unién a estas dos secuencias.

74 - ANALISIS DE MARCADORES POLIMORFICOS NU-
CLEARES EN LA POBLACION DE LA PROVINCIA DE
CHUBUT. (Nuclear polymorphic markers in Chubut province
population). Zamit, A., Penacino G., Sala, A., Corach, D. Servi-
cio de Huellas Digitales Genéticas-Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA.

Los microsatélites son polimorfismos presentes en el ADN que
estdn constituidos por una unidad de repeticién de 2 a 5 pares de
bases, que puede estar repetida en un nimero variable de veces,
generando variabilidad individuo especifico.

El presente trabajo expone los resultados de la investigacion de
8 sistemas de microsatélites, 7 autosémicos y uno sexual, en la
poblacién de Comodoro Rivadavia, Chubut. Se analizaron un
total de 230 muestras de sangre de individuos no relacionados,
que fueron divididos en dos grupos: argentinos y chillenos (estos
dltimos nacidos en Chile o hijos de ambos padres de origen
chileno).

Se determiné que los grupos investigados se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg y los pardmetros poblacionales y
frecuencias alélicas fueron comparadas con las previamente
publicadas en la poblacién metropolitana de Buenos Aires. El
presente trabajo permitié establecer las distancias genéticas
entre los grupos investigados, grupos aborigenes de Argentina y
poblacién metropolitana de Buenos Aires como asi también
generar un banco de datos genéticos de utilidad en la investiga-
cién forense.
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75 - POBLACION ABORIGEN DE MISIONES: ANALISIS
DE POLIMORFISMOS EN EL GENOMA
MITOCONDRIAL. (Aboriginal population of Misiones
province: mitocondrial DNA polymorphism analysis). Sala, A.,
Argiielles, C.*, Zamit, A.*, Fenochio,A*., Marino, M., Filgueira
Risso, L., Penacino, G., y Corach, D.. Servicio de Huellas
Digitales Genéticas-Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.
*Laboratorio de Citogenética Humana- UNAM-Misiones

La secuencia del D-Loop y la insercién/ delecion de 9 pb de la
Regién V mitocondrial constituyen herramientas de la antropo-
logia molecular que junto con la antropologia fisica, cultural e
informacién de polimorfismos serolégicos y nucleares, permi-
ten investigar el posible origen de las poblaciones, corrientes
migratorias y la interaccién entre poblaciones. En la poblacién
aborigen americana han sido detectados 4 haplogrupos (Hg)
mitocondriales, uno de ellos asociado a la delecién. Se exponen
los resultados obtenidos en la investigacién de estos
polimorfismos en tres comunidades Guaranies: Jeji, Kaapay Poty
y Tabay de Misiones. Se utilizaron métodos automatizados de
andlisis. Los resultados se compararon con los de la poblacién
caucasoide y mapuche de Argentina. Mientras que en Mapuches
el Hg mas frecuente es el B, en las comunidades investigadas el
Hg A exhibe la mayor frecuencia, en tanto la delecién de 9 pb
estuvo asociada al Hg B al igual que en Mapuches. La diversi-
dad encontrada es marcadamente menor que en la poblacién
caucasoide Argentina. La informacidén de polimorfismos
mitocondriales y la de polimorfismos nucleares permitira deter-
minar el grado de correlacién existente entre nuestras comuni-
dades aborigenes y la poblacion caucasoide Argentina.

76 - REPLICACION DEL ADN/SPLICING DEL TRANS-
CRIPTO : ;NUEVO TIPO DE ACOPLAMIENTO ? (DNA
replication / RNA splicing: a new type of coupling.) Kadener S.,
Werbajh S., Cramer P., Cazalla D. y Kornblihtt A.R. LFBM,
FCEyN, UBA. 2do piso, Pabell6n II, Ciudad Universitaria,
(1428) Buenos Aires, Argentina. Mail: sekin@bg.fcen.uba.ar.

Nuestro laboratorio demostré que el tipo de promotor de un gen
modifica el “splicing” alternativo del transcripto generado por el
gen. El sistema usado consiste en la transfeccion y expresion
transitoria de plasmidos que llevan un minigén portador del exén
alternativo EDI de la fibronectina, bajo el control de diversos
promotores. Estas construcciones tienen ademds el origen de
replicacion del virus SV40, el cual sélo funciona en presencia de
laprotefna antigeno T de dicho virus. Siun plasmido transfectado
en una célula eucariota pasa por un proceso de replicacion, su
cromatinizacién ocurre de manera tal que se produce un ordena-
mientoregular de nucleosomas, por oposicién a la cromatinizacién
irrregular del plasmido en ausencia de replicacién. En este
contexto hemos obtenido los siguientes resultados: 1) La inclu-
si6n del exén EDI en el mRNA maduro aumenta 10 veces si los
minigenes transfectados son replicados. 2) La disrupcién del
“splicing enhancer” del exén EDI de los minigenes anula el
efecto de la replicacién. 3) El efecto del antigeno T no se debe a
su capacidad transformante provocada por su unién a la proteina
Rb. 4) Al comparar por microscopia confocal el nimero de
“focos” de transcripcién nucleares para nuestro transcripto com-
probamos que lareplicacién sélo aumentaen 1,5 veces el nimero
de plasmidos transcribibles. Esto indica que los dramadticos
efectos de la replicacion sobre el splicing alternativo no son
consecuencia de un aumento en el nimero de copias del molde
sinoenun cambio cualitativo del molde replicado respecto del no
replicado.

—
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77 - GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN
TUMORES TROFOBLASTICOS GESTACIONALES.
(Differential gene expression in gestational trophoblastic tumors).
Durand S, Abadie P, Flury A y Genti-Raimondi S. Dpto
Bioquimica Clinica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universi-
dad Nacional de Cérdoba. Argentina.

Los tumores trofoblasticos gestacionales comprenden un grupo
de lesiones proliferativas del epitelio trofoblastico con caracte-
risticas fenotipicas benignas (mola hidatiforme parcial y mola
hidatiforme completa -CHM-) y malignas (mola invasiva y
coriocarcinoma). Con el fin de establecer una asociacién entre
fenotipo y genotipo especificos de estas alteraciones se analizé
mediante differential display la expresion de genes en CHM,
enfermedad trofoblastica persistente y la linea celular de
coriocarcinoma humano JEG-3 respecto a placenta normal de
primer trimestre. Esta estrategia permitié detectar un aumento
significativo de decorin en CHM. Este aumento a nivel del
transcripto se correlaciond con sus niveles proteicos determina-
do por andlisis inmunohistoquimico. Por el contrario, ensayos
de Northern blot realizados con RNA total de los mismos teji-
dos demostraron una marcada disminucién del transcripto de
matriz extracelular SPARC en CHM. Analisis similar realizado
para los transcriptos byglican y tenascin no permitié detectar
ninguna sefial. Finalmente, se aisl6é un fragmento de cDNA que
hibridé con un transcripto de 3.4 kb preferentemente expresado
en JEG-3, con homologfa de secuencia con EST aisladas de li-
brerfas de expresion de diferentes tumores. El rastreo del gen
completo en una librerfa de expresién de Hela permiti identifi-
car un clon con inserto de 3.3 kb. El analisis de secuencia de
nucléotidos demuestra que posee un ORF de 885 nt. La secuen-
cia aminoacidica deducida de su secuencia de nucléotidos reve-
la un 30% de aminoacidos idénticos y 50% de aminodcidos si-
milares con la proteina de transferencia de fostatidil colina bo-
vina. Se discute su participacién en el fenotipo de los tumores
trofoblasticos.

78 - IDENTIFICACION DE UNNUEVO GEN INDUCIBLE
POR ESTEROIDES ASOCIADO AL LOCUS phsd DE
COMAMONAS TESTOSTERONI (Identification of a Novel
Steroid Inducible Gene Associated with Bhsd Locus of
Comamonas Testosteroni) PrunedaPaz JL., Cabrera JE, Angeletti
S y Genti-Raimondi S. Departamento de Bioquimica Clinica,
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdo-
ba, Cérdoba, Argentina.

Comamonas testosteroni es una bacteria del suelo, que puede
usar esteroides como tnica fuente de carbono y energia. La
presencia de esteroides en el medio de cultivo induce la expre-
sién de un eficiente y especifico sistema de transporte asi como
las enzimas degradativas de esteroides. No se conoce cual es la
organizacién estructural de los genes que codifican a dichas
proteinas. Previamente se reporté el clonado y andlisis de se-
cuencia de dos genes inducibles por esteroides, Bhsd y stdC,
localizados en ambos extremos de un fragmento HindIII de 3,2
kb. En la presente comunicacién se muestra el clonado y la
caracterizacién de otro gen inducible por esteroides, denomina-
do sip48 (steroid inducible protein), ubicado entre los dos genes
arriba mencionados. La secuencia de aminoédcidos deducida de
su secuencia de nucléotidos predice una proteina de 438
aminodcidos con un peso molecular de 48,500 Da. Esta proteina
comparte alta homologia con el producto del gen orf2 de funcién
desconocida descripto en Pseudomonas fluorescens y Thauera
aromatica. La proteina putativa Sip48 posee en su amino-
terminal una estructura tipica de aquellas asignadas para los
péptidos sefiales. Ensayos de transcripcién-traduccion in vitro
realizados a partir de un pldsmido recombinante que contiene el
gen en estudio permitié detectar un péptido de 48,5 kDa. Andlisis
de expresién mediante ensayos de Northern blot demuestra que
Sip48 esta fuertemente controlada a nivel transcripcional por
testosterona indicando que se transcribe junto con fShsd como
parte de un mensaje policistrénico.
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79 - IDENTIFICACION DE SECUENCIAS DE DNA DE
ALTA AFINIDAD QUE INTERACTUAN CON ELFACTOR
DE TRANSCRIPCION cPBP. (Identification of High Affinity
Sequences that Interact with the Transcription Factor CPBP).
Prieto, C.C.; Bocco J.L.; Koritschoner N. P.. Dpto. de Bioquimica
Clinica. Fac. de Cs. Qcas. Universidad Nacional de Cérdoba.
Cérdoba. Argentina. Subsidiado por: FOMEC, CONICET, AN-
TORCHAS, FONCYT

Elfactor de transcripcién Core Promoter Binding Protein (CPBP)
perteneciente a la familia de proteinas Kriippel-like contiene en
suregion C-terminal tres dominios “Zinc-finger” del tipo Cys 2-
His 2. Este dominio posee la capacidad de unirse a secuencias de
DNA ricas en bases GC de diversos promotores. CPBP se
expresa preferencialmente en la placenta regulando genes espe-
cificos como los genes Pregnancy Specific Glycoprotein (PSG)
y en el higado en procesos de regeneracién tisular luego de
injuria. Por otra parte se ha demostrado su participacién en la
regulaciéon de la transcripcidon de los genes Urokinase
Plasminogen Activator (uPA), el Transforming Growth Factor-
BI (TGF-B1), de los receptores TGF-B I y II y de la Keratina
humana 4.

El objetivo del presente trabajo fue identificar las secuencias de
bases capaces de ser reconocidas con mayor afinidad por CPBP.
Para estos andlisis se uso una libreria de oligonucleétidos
“random” y la proteina CPBP expresada en bacterias. Las se-
cuencias reconocidas por CPBP fueron clonadas y analizadas
por secuenciamiento luego de cinco series de ensayos de selec-
cién por medio de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay),
purificacién de los complejos DNA-proteinas y amplificacién
del conjunto de oligos por PCR. Estos resultados permiten co-
nocer los requerimientos minimos de CPBP para el reconoci-
miento de un promotor natural y de otros promotores de genes
claves para el desarrollo y/o diferenciacion celular.

80 - LA TRANSCRIPCION DEL GEN PSG5 ESTA REGU-
LADA POR LOS RECEPTORES DE RETINOIDES. (PSG5
gene transcription is regulated by retinoid receptors). Lopez Diaz.
E.; Koritschoner, N. y Bocco, J. L. Dpto. de Bioquimica Clinica.
Facultad de Ciencias Quimicas. Univ. Nac. Cérdoba. Argenti-
na.

Los receptores de Acido Retinoico (RA) denominados RARs y
RXRs actidan generalmente como factores de transcripcién
inducibles por ligando, que se unen a secuencias de DNA lla-
madas “RA Responsive Elements” (RAREs) localizadas en la
regién promotora de numerosos genes.

La familia de genes que codifican a las Glicoproteinas especifi-
cas del embarazo (PSGs) es activada primordialmente durante
la gestacién desde estadios muy tempranos en las células del
sinciciotrofoblasto humano. Los 11 genes PSG poseen en su
promotor un motivo RARE yuxtapuesto a un motivo “GC-rich”
esencial para la actividad del promotor e interaccién con protei-
nas nucleares.

En este trabajo exploramos si el motivo RARE es funcionalmente
activo. La sobre-expresion de RXR y de RAR en células Cos-7
fue capaz de incrementar la transcripcién dirigida por el promo-
tor PSGS5. El efecto de activacién ligando-dependiente sélo se
produjo con niveles elevados de RXR, observandose una induc-
cién independiente de ligando a bajas dosis. Estudios de retar-
dacién en geles muestran que la sobre-expresién de RXR no
modifica el perfil de proteinas que se unen al sitio GC-rich aun-
que incrementa la intensidad de los complejos. La mutacién de
este sitio disminuye la actividad basal del promotor y permite
una fuerte estimulacién mediada por RXR. Estos datos demues-
tran la funcionalidad del motivo RARE presentes en el promo-
tor del gen PSGS5, y sugieren un mecanismo de regulacion de la
transcripcion dependiente de los Receptores de Retinoides en
coordinacién con otros factores de transcripcion.
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81 - LA REGION 5" REGULADORA DEL GEN PSGS5 PO-
SEE SECUENCIAS REPRESORAS ESPECIFICAS DE
PROMOTOR PERO NO PARTICIPA EN SU EXPRESION
TEJIDO ESPECIFICA (PSGS gene 5’ regulatory region bears
promoter specific negative regulatory elements but does not
contribute to its tissue specific expression) Nores R., Patrito L.
y Panzetta-Dutari G. Dpto. Bioquimica Clinica. Fac. Ciencias
Quimicas. U.N.C. Cérdoba. Argentina.

El gen humano PSGS5 (glicoproteina especifica de embarazo) per-
tenece a una familia de 11 genes que incrementan su transcripcion
significativamente durante el transcurso de la gestacién. Sus pro-
motores carecen de secuencias TATA box o iniciador y dependen
en gran medida de la secuencia CPE (CCCCACCC), reconocida in
vitro por el factor de transcripcién CPBP. Con el propésito de pro-
fundizar en el estudio de los elementos que controlan la expresién
del gen y determinar si ellos contribuyen a la transcripcién tejido
especifica del mismo, se realizé un andlisis comparativo de la acti-
vidad de varias quimeras 5 PSG-CAT en lineas celulares de diver-
sos origenes que difieren en los niveles endégenos de sintesis de
transcriptos y proteinas PSG y CPBP. En todos los casos se obser-
vo aproximadamente la misma actividad del promotor PSGS (-43 a
-254) comparado con la del promotor del gen de timidina kinasa.
Laregion 5° reguladora (-254/-3204) mostré un claro efecto represor
independiente del contexto celular. El efecto represor sélo se ob-
servo sobre el promotor PSGS y no sobre un promotor heterdlogo
tipo TATA-box. La secuencia FP1 (-433/-455) fue reconocida por
extractos proteicos de todas las lineas celulares formando comple-
jos de igual movilidad y especificidad de unién. El andlisis detalla-
do de la regién -254/-605 indicé que la actividad represora de este
médulo se debe al efecto cooperativo entre el elemento cis FP3 (-
505/-512) y la secuencia -524/-605. La disrupcién de estas secuen-
cias condujo a un incremento en la actividad promotora adn en
células donde el gen PSGS5 no se expresa. Estos resultados indican
que la secuencia 5” de 3000 pb no contribuye significativamente a
la expresién tejido especifica del gen y que la transcripcién del
mismo estd reprimida por elementos negativos especificos de pro-
motor. Estos datos junto a evidencias previas nos permiten postular
que la activacion especifica de los genes PSG durante la gestacién
ocurre por un mecanismo de desrepresion.

82 - LA ONCOPROTEINA c¢-JUN INTERACCIONA IN
VIVO CON EL FACTOR CPBP (CORE PROMOTER
BINDING PROTEIN) PARA ACTIVAR LA TRANSCRIP-
CION. (c-Jun oncoprotein interacts in vivo with the CPBP
Kriippel-like factor to activate transcription.). Slavin D,
Koritschoner N. and Bocco J.L. Dpto. de Bioquimica Clinica.
Fac. de Ciencias Quimicas. Universidad Nacional de Cérdoba.
Argentina. e-mail: dslavin@fcq.unc.edu.ar . (Financiado por:
CONICET, FONCyT y SECyT)

El factor de transcripcién CPBP ha sido clonado a partir de tejidos
con alta tasa de proliferacién y diferenciacion como son la placenta
y el higado en proceso de regeneracion. Por tal motivo se considera
de interés bioldgico establecer su funcién como gen de respuesta
temprana. Entre los genes regulados por CPBP se encuentran los
que codifican a TGF (Transforming Growth Factor f3) y sus co-
rrespondientes receptores, proteinas que ejercen un amplio espec-
tro de funciones en el control de la proliferacién y diferenciacion
celular. Por otro parte, los factores de transcripcién que componen
la familia AP-1, entre ellos la oncoproteina c-Jun, regulan la trans-
cripcion de genes en respuesta a estimulos de crecimiento y dife-
renciacion. En trabajos previos hemos demostrado que la
oncoproteina c-Jun estimula la funcién del factor CPBP para regu-
lar la transcripcién. Experimentos realizados en la presente investi-
gacion demuestran que esa interaccién funcional implica un con-
tacto fisico entre ambas moléculas ya que el complejo c-Jun/CPBP
fue detectado luego de la inmunoprecipitacién con un anticuerpo
monoclonal especifico anti c-Jun. Ademas, los resultados sugieren
que la interaccion entre c-Jun/CPBP es dependiente de estimulos
extracelulares como radiacién UV. Estos resultados permiten infe-
1ir que la proteina CPBP es un nuevo factor de transcripcién de
respuesta temprana que en coordinacién con la oncoprotefna c-Jun
modula la expresion de genes de relevancia funcional para la res-
puesta nuclear frente a estimulos extracelulares.
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83 - CARACTERIZACION DEL “CLUSTER” DE ADN
RIBOSOMAL NUCLEAR EN POBLACIONES DE MOS-
CAS DE LA FRUTA, CERATITIS CAPITATA Y
ANASTREPHA FRATERCULUS. (Characteristics of the nu-
clear ribosomal DNA cluster in the fruit flies C. capitata and A.
fraterculus). Sonvico', A.; Bensefior!, L.; Basso?, A. y Quesada-
Allue!, L. A. !Instituto de Investigaciones Bioquimicas
(Fundacion Campomar, FCEyN-UBA) Bs. As. Argentina. *Ins-
tituto de Genetica INTA, Argentina. E-mail: lualque@iib.uba.ar

Los genes de ADNr en eukariotas se organizan en “clusters”
dispuestos en unidades repetidas en tandem. Estos clusters estan
formados por genes y por regiones espaciadoras internas (ITS1
e ITS2) y externas (ETS); estdn separados por una regién
espaciadora intergénica (IGS). En Drosophila los genes 18S y
288 estan separados por el ITS1, mientras que el ITS2 separa los
genes 5.8S y 28S conteniendo al 2S. Las regiones espaciadoras
permiten evaluar variabilidad y distancias filogenéticas entre
especies.

Hemos aislado y caracterizado los genes 18S, 5.8S, 2S y las
regiones ITS1 e ITS2 (GeneBank: AF096450, Af096451,
Af187101, Af187102, Af210891) para C. capitata y A.
fraterculus.Los respectivos tamafios paralos ITSt son de 985 pb
y 580 pb, resultando de gran utilidad para distinguir las dos
especies en estadios inmaduros.En el ITS2 de C. capitata existen
polimorfismos, mientras que en de A. fraterculus se detect6 una
sola banda. A nivel intrapoblacional, no encontramos diferen-
cias en los ITS1 e ITS2. Con una sonda de 18S de Ceratitis se
localizé la posicién del cluster en los dos cromosomas sexuales
de las dos especies.

84 - UTILIZACION DE LAS RESERVAS ENERGETICAS
DURANTE LA METAMORFOSIS DE LA MOSCA DEL
MEDITERRANEOQ, CERATITIS CAPITATA. (Utilization of
energetic resources during the metamorphosis of C.capitata)
Nestel', D.; Tolmasky?, D. S.; Rabossi?, A. y Quesada-Allue?, L.
A. 'The Volcani Center, P.O. Box 6, Bet-Dagan 50250, Israel.
nstituto de Investigaciones Bioquimicas (Fundacion
Campomar, FCEyN-UBA) Bs. As. Argentina. E-mail:
dtolma.fc @iib.uba.ar

Se estudié la utilizacién de las fuentes energéticas en la mosca
Mediterrdnea durante el periodo que abarca la transicion de larva
saltante (-8 hs) hasta la formaci6n del adulto farado (+144 hs).
Los resultados indican que: a) desde —8 hs hasta la transicién de
pre-pupa a pupa (+40 hs) la principal fuente de energfa fue el
glucdgeno; b)de +40 hs a +100 hs es notoria la degradacién de
proteinas y c) a partir de las +100 hs comienzan a ser utilizados
los lipidos. Se estudiaron, en paralelo, la fosforilasa y la amilasa
del gluc6geno y las peptidasas dcidas lisosomales. Se comprobé
que las actividades correlacionan con los cambios en los niveles
de sus respectivos sustratos.

Es la primera vez que se ha podido analizar la utilizacién de las
diferentes fuentes de energia durante la metamorfosis
holometébola de insectos. Los resultados indican que durante
ésta se utilizan el glucégeno larval, el neoglucégeno pupal vy,
quizés, aminoécidos, ademds de triglicéridos.
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85-REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE GLICOSIL-
TRANSFERASAS CLAVES EN LA SINTESIS DE
GANGLIOSIODOS. (Transcriptional regulation of
glycosyltransferases in ganglioside biosynthesis ). Raimondi
LP, Daniotti JL y -Maccioni HJF Departamento de Quimica
Biolégica. Facultad de Ciencias. Quimicas. CIQUIBIC-
CONICET Universidad Nacional de Cérdoba

Lacomposicion de gangliésidos es regulada en forma especifica
de tipo celular durante los procesos de diferenciacién y desarro-
llo. Los gangliésidos simples tales como GD3 son abundante-
mente expresados en estadios tempranos del desarrolloen SN y
a medida que la diferenciacién procede son progresivamente
reemplazados por gangliésiodos complejos (GM1 GDta GD1b
GT1b). Estudios de Northern blot ¢ hibridizacién in situ revela-
ron que al menos en parte la modulacién por desarrollo de la
calidad de los gangliosidos se debe alaregulacién transcripcional
de glicosiltransferasas claves. Entre éstas podemos mencionar a
1laUDP-Gal:GA2/GM2/GD?2 galactosiltransferasa (GM 1 sintasa).
Usando la secuencia codificante de GM1 sintasa de rata clonada
en el laboratorio se identifico un clon EST homologo de ratén.
Este clon fue secuenciado y el analisis de los datos de secuencia
revel6 que la misma se encuentra en el cromosoma 17, en el locus
del complejo mayor de histocompatibilidad y que contenfa
multiples secuencias consenso para diversos factores regulado-
res de la transcripcién. Por PCR se amplificaron fragmentos de
la putativa regién promotora, los cuales se fucionaron al gen
reportero CAT. Los clones recombinantes se usaron para realizar
ensayos de transcripcién en células CHO-K1. Los resultados
revelan que un fragmento de 1500 pb haciael 5' del ATG (-1500)
es capaz de estimular la expresion del gen reportero. La delecion
de -150 pb no afecté mayormente la actividad promotora a
diferencia de la delecién de -250 pb que resulto en perdida de
dicha actividad

86 - MECANISMO DE INTERACCION CON ADN DEL
DOMINIO C-TERMINAL DEL FACTOR DE TRANSCRIP-
CION E2 DE CEPAS DE PAPILOMAVIRUS MODELO.
(DNA equilibrium binding mechanism of the E2 transcription
factor C-terminal domain from prototype papillomaviruses).
Ferreiro D.U., Nadra A.D., Centeno J.M., Lapeiia A., Alonso
L.G. y de Prat Gay, G. IIB-Fundacién Campomar, FCEyN. Av.
Patricias Argentinas 435 (1405) Buenos Aires, Argentina. e-
mail: ferreiro@iib.uba.ar

La interaccién del factor de transcripcién E2 con ADN juega un
papel determinante en la regulacién de la transcripcién de todos
los genes del papilomavirus, y participa en funciones relaciona-
das tales como replicacién, regulacién del nimero de copias de
episomas, y ensamblado de la particula viral. Estamos interesa-
dos en la diseccién molecular del mecanismo de reconocimiento
y unién al ADN del dominio C-terminal de E2 (E2c¢). Utilizando
técnicas espectroscdpicas en solucién, determinamos que dos
moléculas diméricas de HPV-16 E2c pueden unirse a un sitio
canonico de E2, contrastando con el dominio homélogo de BPV-
1 para el cual s6lo un dimero es unido. Los dos modos de unién
de HPV16-E2c sonno equivalentes, uno de alta afinidad (X ,,=0.2
nM) y otro de “baja” afinidad (K,=2 nM), mientras que el
dominio bovino se une al mismo sitio con una afinidad 350 veces
menor. La capacidad de discrimiar entre sitios propios o no-
propios, y sitios especificos o no especificos es diferente para
ambos dominios. Espectros de dicroismo circular en el UV-
cercano muestran que el ADN sufre un cambio conformacional
significativo al unirse E2¢. No obstante, el dominio de BPV-1
provoca un cambio conformacional diferente al mismo
oligonucleétido, atribuible a una curvatura més pronunciada del
ADN. Las diferencias y similitudes bioquimicas presentadas son
relacionadas con las estructuras cristalograficas resueltas para
ambos dominios, que podrian explicar diferencias en la regula-
cién de la transcripcién de ambos virus.
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87 - CARACTERIZACION DE LA ONCOPROTEINA E7
DEL PAPILOMAVIRUS HUMANO DE ALTO RIESGO
(HPV-16). (Caracterization of the E7 oncoprotein of human
papillomavirus type 16).Alonso L.G., Lapeiia A.N., Centeno
AN., Nadra A. y de Prat Gay G. IIB, Fundacién Campomar ,
FCEyN, UBA, Argentina.

Los papilomavirus denominados de “alto riesgo” estan asocia-
dos al desarrollo de lesiones cancerosas en epitelios y mucosas,
en particular el papilomavirus humano cepa 16 se encuentra en
mas del 80 % de las biopsias de carcinoma invasor de cuello de
litero. En este trabajo describimos la expresion, purificacién y
caracterizacidn de la principal proteina transformante del HPV
16, E7 en E.coli. El proceso de purificacion consta de cuatro
pasos: columna de afinidad, intercambio aniénico en presencia
de urea, filtracién en tamiz molecular en presencia de urea y
filtracién en tamiz molecular en condiciones nativas. La presen-
cia de conférmeros podria ser el motivo de la dificultad en
estudios estructurales a la fecha. E7 presenta una serie de
caracteristicas inusuales para otras proteinas globulares: tiene un
comportamiento electroforético en SDS-PAGE correspondiente
auna proteina globular de 18kDa cuando su peso molecular es de
11kDa. Presenta ademds propiedades hidrodindmicas inusuales
enuna filtracién molecular, comportandose como especies de 40
y60kDa. Es extremadamente termorresistente; y suconformacion
sensible al pH. Entre pH 2.5y 3.5 presenta un alto contenido de
hélice determinado por dicrofsmo circular y a pH 7.0 posee un
minimo a 205 posiblemente indicativo de hélices tipo 3.
Ademas, posee una fuerte tendencia a formar fibras en solucién.
Integrando nuestsros andlisis proponemos un nuevo modelo
descriptivo de E7 y avanzamos a condiciones mejores para
determinaciones estructurales por cristalografia y RMN.

88 - PAPEL DE UN RESIDUO DE CYS ALTAMENTE
CONSER-VADO EN LA UNION DEL DOMINIO C-TER-
MINAL DE LA PROTEINA E2DEL BPV-1A ADN: RECO-
NOCIMIENTO BASE ESPECIFICO Y REGULACION
REDOX. (Role of the highly conserved cysteine residue in DNA
binding activity of the C-terminal domain of BPV-1: base-
specific recognition and redox regulation). Lapefia A., Alonso
L.G.,Ferreiro D.U. y de Prat Gay G.. 1.1.B, Fundacién Campomar
y FCEyN, UBA, Argentina.

La proteina E2 (BPV-1) regula la transcripcion y la replicacién
virales. La unién a su ADN especifico estd mediada por el
dominio C-terminal dimérico, un homodimero de 101 residuos
por mondémero (23kDa), con una estructura particular de barril -
dimérico que interactia con ADN a través de una hélice o, que
posee un residuo de cisteina altamente conservado (Cys 340). La
participacién de esta cys es tnica entre proteinas que unen ADN
en cuanto a que al formar untones de hidrégeno con bases, es
determinante del reconocimiento molecular. Purificamos E2
DBD y las mutantes (C340-A; -G; -S; -V; -N; -T' y -Q). El alto
grado de desestabilizacion de la mutante C3408S (3.5 keal/mol)
muestra que ademds de puentes de hidrégeno, existe un papel
importante de la cys ligado al del azufre. Estudios anteriores de
otros laboratorios hipotetizaron acerca de la participacion de
C340 en regulacién redox de la expresién génica. La proteina
salvaje y las mutantes se sometieron a oxidacién suave y se
observé una especie correspondiente a una dimerizacién media-
da por Cys 340. Esta especie darfa lugar a una supraestructura
que est4 siendo caracterizada por filtracion molecular y andlisis
de sus propiedades de unién. Nuestros resultados se discutirdn
en relacion a la estructura fina en torno del residuo de cys y de la
tendencia a oxidacion que sustentarfa un mecanismo de regula-
cién redox de la transcripcién viral.
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89 - DISCRIMINACION DE SITIOS ESPECIFICOS DE
LA PROTEINA E2 REGULADORA DE LA TRANSCRIP-
CION EN EL GENOMA DEL PAPILOMAVIRUS HUMA-
NO, CEPA 16. (Specific DNA site discrimination of the E2
transcriptional regulator E2 from human papilomavirus strain-
16). Nadra A.D., Ferreiro D.U., y de Prat Gay G.. Instituto de
Investigaciones Bioquimicas, Fundacién Campomar, FCEyN-
UBA, Argentina. Av. Patricias Argentinas 435 (1405) Buenos
Aires. e-mail: anadra@iib.uba.ar.

Los papilomavirus son pequeifios virus a ADN que carecen de
envoltura y producen lesiones epiteliales en animales superiores
que frecuentemente degeneran en transformaciones malignas.
La proteina E2 regula la expresién de todos los genes virales, en
particular la de los productos de los oncogenes E6 y E7. El
genoma del HPV cuenta con cuatro sitios especificos de unién
para E2, cuya secuencia consenso es ACCGN,CGGT. Determi-
namos las afinidades del dominio de unién a ADN de E2 (E2C)
para cada sitio, utilizando espectroscopia de fluorescencia en
solucién. Asimismo, determinamos las estequiuometrias, la
tendencia a agegacién de cada complejo y las conformaciones
del ADN unido a dicho dominio. Correlacionamos los datos de
afinidad con los cambios conformacionales producidos en el
ADN unido, determinando que los cuatro nucleotidos no conser-
vados son de gran importancia en el reconocimiento molecular
y porlo tanto, en el ajuste fino de unién a cada sitio. Finalmente,
intentamos describir el mecanismo de reconocimiento de E2C
hacia diferentes oligonucleotidos de ADN correspondiendo a
uno de los sitios, variando el largo del duplex, afinidad por
cadena simple de ADN y hairpins, asi{ como ADN no especifico.
Existe una graduacién de afinidades que, junto con las posicio-
nes en el genoma, podrian ser determinantes del patrén de
expresion génica en cada etapa del virus.

90 - RAC-3: UNNUEVO COACTIVADOR DE NF«B (RAC-
3: a novel NFkB coactivator) Nojek I, Werbajh S., Costas M.
Laboratorio de Fisiologfa y Biologia Molecular, FCEyN, UBA,
Buenos Aires. Mail: inojek@bg.fcen.uba.ar

Citoquinas proinflamatorias y glucocorticoides antagonizan
mutuamente. Se ha descripto una interaccién fisica entre el re-
ceptor de glucocorticoides (GR) activado, con el factor nuclear
kB (NFkB), asi como la induccién del factor inhibitorio de NFxB
(IxB) por glucocorticoides. La transactivacién del GR estd mo-
dulada por numerosos coactivadores. Con el objetivo de deter-
minar si RAC-3, un coactivador de GR, puede ser también con-
siderado un coactivador de NFxB se analiz6: 1) la actividad
transcripcional de NFxB activado por TNF-a (10 ng/ml) por
transfeccién de células Hela con un vector de expresién de RAC-
3, obteniéndose un aumento en la transcripcién en forma dosis-
dependiente (hasta 24 veces); 2) la interaccién fisica de RAC-3
con Rel-A (un componente de NFxB) por coinmunopre-
cipitacién, obteniéndose andlisis positivos en ensayos de western
blot luego de activar a NFkB con TNF-a;; 3) la posible reversién
del antagonismo entre GR y NFkB en su actividad transcripcional
por transfeccion con dosis crecientes del vector RAC-3 en célu-
las estimuladas con TNF-o y dexametasona, obteniéndose una
clara reversién en forma dosis de RAC-3-dependiente (ejem-
plo: con vector RAC-3 2 g, dexametasona 50 nM y TNF-a: 10
ng/ml, la actividad GRE-LUC aumenta 10 veces respecto del
valor obtenido sin RAC-3). Estos resultados demuestran que
RAC-3 es un coactivador de NFxB y que podria constituir un
factor de competencia entre GR y NFxB explicando, en parte,
su antagonismo mutuo.
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