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	+� �,����� �������0�����+*��+������� ��<���*����� ��,� ��+�����+�,�
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� � � � ��4� �� � � (���� �&������ ��� ���� ��" ��
��'�$������������&�����������&�&�3� M�K0��,,��+�
�*� Helicobacter pylori�/�+�,� �+� Escherichia coli��+�� Salmonella�
typhimurium� *��� ����	����+� �,� ����� ����� �����+�N3� $������3� �33�
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���	����>���9+������0�,����+	���,���� Salmonella�0���������,��������
��� ���	+�,� �����,� ����,� �,�H� ,��+��� �,�	������ 0��*	,���+��3�
��,����,�0��0�+���,�����	������0�,�����	,�������,�/�+�,� babA�2�
hpaA�M��-�,�+�,N�2� hspB�M0����6+�����,-��5��@�����N���� H. pylori�
����� ��+������,� 0���� ��� �+�	���9+� ��� ��,� �����,0�+���+��,�
�+�6/�+�,� ��� �+���0������,� �+� 	+�� ��0�� ���+	���� ��� Salmonella�
typhimurium.� (�,��������+��8� ��,� �+�6/�+�,� ,��H+� ����	���,� �+�
���9+������������3�(�����,���,��0��0�+�����	,������0�������� nirB�
M+������� ���	���,�� ��� E. coli)� �+� ��,� ��+,��	����+�,� �� ����	��8�
�+�	������ �+� �+�������,�,� 2�0���+�������2����0�������,�+�����,� ���
�K0��,�9+���+�	+�,�,������+�	������0����+�����+���������0����	��3�
��,�/�+�,�,����0��*�����+�0���(���2�,����/���+�����������0�'�A��
2����0��������+�� �,���+����	<���+�����0��>������0��������'S�����
������3�����H,8�,������0��>9����/�+� bla�M��0�N�0��� asd�M�,0H�����.�
,�������-������,-����/�+�,�N3
��,���+,��	����+�,�,���+���0�����+��+���,���0�, E. coli%62\2asd-�
2�Salmonella typhimurium %A550asd-�2�,������	���+���,�+�����,�
����K0��,�9+�0���7�,���+�������+��+������,�,�2��������,�,8��+��+Z
��H+��,����2���+����� ��� �K0��,�9+� ��+� ��� ,�,������+�	������0���
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������ �M�-��������>����+��*��+����������2��+�	�����	����������+��
0�����+,��*� S. typhi�'2���+���-�����������+�U��-��-���0��-�����������
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S. typhi��,� 	+�� �+�������������$����+�/�����8� ����+�����������
�/�+��� �����9/���� ��� ��� *������ ��*������ �+� -	��+�,3� �+�� ��� ��,�
��+�����+�,�0��+��0���,�1	���+�	�+�����,���0��9/�+����+�������,	�
-�,0�������,������<����,0�+�������������K6/�+�3����-������,������
1	���,�����+����9+������+����0���+���������0��������+��,��������3�
typhi,�,�+������/�8��E+�+��,��-�+����+��*��������,�/�+�,���,0�+,�Z
���,���� ����3� ���0��0�+��1	�� ��,�0����6+�,� ��� ��� ,	0��*����� ��� ���
����������	�0���6�+�	+�����*	+����+�����+����0���/�+������8�2��1	��
,�+�����,���,�1	���,�������+�	+���+����������������+���,��@�	��,�����
-�,0�����3� (��� ����8� �+� ��� 0��,�+��� �����<�� ,�� �+���>���+� ��,�
0����6+�,�������������+���K���+����� S. typhi���2����+����+�	��Z
��,� �+� �+�������,�,3� ��,� ��� �,��,� 0����6+�,� *	���+�0	��*�����,�
� ����+��� �������*���,�,� �+� /���,� ��� 0���������� ���� 	+�� 2�
������+���+���,�2�,��	�+�����,������+�����/������9+��������+3�
���,��	�+�����.�����+���������-�,�0����6+�,���,����+��*��9������
��,� 0���+�,� ��� ����� �,0���*������� ��� ,	,������ ',K� 2� ��� 3� (����
����	��� ��� ���� ��� �,��,� 0����6+�,� �+� ��� ��0������� ��� �+������ 2�
0����*����� de S. typhi��+��@�	��,��0��������,��+��	�����8���,�/�+�,� tsx�
2� lamB� *	���+� �	��/�+�>���,� �+� *����� ����/���8� 	����>�+��� ���
������� ,	������ 0$(S�L3� "����+��� ��� �+,�2�� ��� ,�+,��������� ��
/�+������+��,������	9������0������������,��	��+��,�����+���,�0����
�+������2O��0����*������+��@�	��,��0��������,�-	��+�,3
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�� ���!�"���#!���$%�� �M��������+��*�-������0�����+,��2��-�� Erwinia�
chrysanthemi� �20�� �� 0�����+� ,�������+� ,2,���N3� (������,3� =33�
"���6+�>8� (G� �����8� 438� �����,8� '3� $���6�� &3� ?� &�+�/�,8� �3�
��0������+������$�+@�����"����	����2�"���������/6�8�(�+��*�����
�+����,��������9���������-���3

Erwinia chrysanthemi�	����>�����,�,��������,������9+����0����6+�,�
��0����0�����K0������0�����,�,3��,��,�0��,�+��+�	+��,�F���,���������
����K�����������K���.�����+��3���+����*�+�����K0���������*������������
��� ,��������0����6+�,� -6�����,� ��� ������ �K���+�� �+� Escherichia�
coli,� ��� ,�,��������+,0����������� E. chrysanthemi� ,�� �K0��,9� �+�
Escherichia coli,�2�,������	9������+���7�,���+�����8����,������9+�
��� -6�����,� 0����+��� 	+�*��/��+��� ���� �����K���� �����+��� ��� ���
0�����,��  � ��� E. chrysanthemi.� ��� �K������ �����K���� �����+���
��+���+�� ,��,� ��0������+�,� ����,� �+� /����+�,8� ,�/	���� 0��� ��,�
,��	�+���,����+���6����,��4�&�2����&3� ����+,�2���+�-6�����,8�
��+�	+��,�F��� ���,������9+����B����,��	�,���+��+��+���	+��������
������+�/����+�,�2���,������+��,��4�&�2����&8�2���+�	+��,�F������
AQA� ��,��	�,� ��+��+��+��� ����,� ��,� ,��	�+���,� �+��,� ��,�����,3�
�9������,�F��� ���AQA���,��	�,�*	���*����+����+�0�����������,����Z
��9+��@��,�-6�����,8�����,���+���1	����,�������,�����,��+�/����+�,�
,�+�+���,����,3� ��+� �����/�8� ��� ,������9+� ��� ��,� -6�����,� �,�H�
��0�������	�+���@,��,�0��,�+��+������0����������*������0	�+��,�
��,	�*	��,3� �,68� ��� �+��0������� ��� ,������9+� ,�� �K0����� 0��� ���
*������9+�����	��0�,�����+��	,�9+����-6�����,�1	����+���+�+��.�8�
���1	���������,	�����,����� ,�,�����,�������3
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�3C���0����3�#3�2�"������8��3�(��/��������4��������/6��"����	����
2���6+���8��� "8�4��	��������"�����+�3��+����,���������-���3

Trypanosoma cruzi� �,� ��� 0��H,���� ��	,�+��� ��� ��� �+*�������� ���
�-�/�,3����1	��������0����������+*��������	����>�����+�*	�����K�
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II - BIOQUIMICA Y ESTRUCTURA 
DE PROTEINAS
II - 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). López. V.. Fuentes, 
M., Carvajal, N. Departamento de Biología Molecular, Facultad 
de Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción.

Por las ventajas inherentes a las especies recombinantes, varios 
investigadores las han empleado para definir las propiedades 
enzimáticas de la arginasa (EC 3.5.3.1). Se supone, tácitamente, 
que son esencialmente equivalentes a especies nativas, a pesar de 
que algunas de las preparaciones descritas difieren en su interacción 
con el activador Mn2+. Consideramos, por ello, necesario compa­
rar especies nativas y recombinantes, para validar el uso de estas 
últimas como modelo de la arginasa humana. En este trabajo se 
describen formas nativas y recombinantes, con y sin polihistidinas 
agregadas (His6-arg), que muestran los mismos valores de K m y K¡, 
la misma sensibilidad a modificadores químicos, y cuyos niveles 
de actividad presentan la misma dependencia con la concentración 
y temperatura de incubación con Mn2+. Se describe, además, una 
menor estabilidad estructural de His6-arg, detectada al renaturar 
especies previamente tratadas con clorhidrato de guanidina 
(GdnHCl). Las concentraciones máximas de GdnHCl permitidas 
para la recuperación 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 His6-arg concuerda 
con su rápida inactivación, aún en ausencia de GdnHCl. 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 MUTA GENESIS EN EL SITIO DEL METAL LIBRE 
DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE
A . s u c c in ic ip r o d u c e n s  (Mutagenesis in the free-metal site of A. 
s u c c in i c ip r o d u c e n s  phosphoenolpyruvate carboxykinase). 
' labalauinto. A. M„ 'Cabezas, M., 2Laivenieks, M., 2Zeikus, J. G. 
y 'Cardemil, E. 'Departamento de Ciencias Químicas, Universidad 
de Santiago de Chile y 2Michigan State University.

La carboxiquinasa fosfoenolpirúvica cataliza la descarboxilación 
y fosforilación de oxaloacetato en presencia de ATP y Mn2+ para 
dar fosfoenolpiruvato, ADP y C02. Estudios de difracción de 
rayos X en la enzima de E. c o tí han indicado que el Mn2+ se 
coordina, en el sitio del metal libre, al fosfato y del ATP, a dos 
moléculas de agua y a las cadenas laterales de residuos de aspártico, 
histidina y lisina. En este trabajo hemos preparado las enzimas 
imitantes Asp263Asn, Asp263Glu, His225Gln e His225Glu, to­
das estas proteínas fueron purificadas a homogeneidad y sus 
espectros de dicroísmo circular fueron idénticos a los de la enzima 
nativa. Se determinaron los parámetros cinéticos para la reacción 
principal, en sentido de carboxilación, y para las dos actividades 
secundarias, encontrándose disminuciones notables en la Vmax 
de la reacción principal y de la actividad descarboxilante de 
oxaloacetato, por otra parte la actividad tipo piruvato quinasa fue 
afectada en menor grado. La enzima mutante His225Gln presentó 
un aumento significativo para las Km de Mn2+ y del 
fosfoenolpiruvato, lo cual sugiere una interacción entre el fosfato 
del fosfoenolpiruvato y el Mn2+.
Financiado por DICYT-USACH9941JLy FONDECYT 1000756

II - 3 CARACTERIZACION PARCIAL DEL RECEPTOR 
PARA PEROXIDASA DE LA MUCOSA INTESTINAL DEL 
PEZ C y p r in u s  c a r p ió . (Partial characterization of peroxidase 
receptor from the intestinal mucosa of the fish C y p r in u s  c a rp ió ) .  
Santander. C.. Concha, M.I., Villanueva, I. y Amthauer, R. Insti­
tuto de Bioquímica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de 
Chile.

Peroxidasa (HRP) se ha utilizado ampliamente como proteína 
trazadora en distintos modelos experimentales, para estudiar me­
canismos de endocitosis. En el intestino del pez C y p r in u s  c a r p ió , 
HRP es endocitada y luego por transcitosis alcanza la membrana 
basolateral donde es liberada en forma intacta. Estos antecedentes 
sugieren la participación de receptores en la intemalización de 
HRP. Con el propósito de identificar y caracterizar parcialmente 
estos receptores hemos desarrollado un ensayo de “ligand blotting”. 
En diferentes preparaciones de membranas de ribete en cepillo 
(BBM) hemos detectado la unión de HRP en forma específica a 
una sola banda de protema con un peso molecular estimado en 
geles Tris-Tricina de 15 kDa. Adicionalmente, se demostró que el 
receptor corresponde a una proteína periférica de membrana. 
Ensayos iniciales de secuenciación de la proteína demostraron que 
el residuo amino terminal se encontraba bloqueado por lo que se 
realizó digestión tríptica in  s itu  de la banda de proteína 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 proteína intestinal del mismo 
tamaño del pez ciprínido D a n io  rer io . Esta pertenece a la familia 
de proteínas que unen ácidos grasos (FABP).
Financiamiento: Proyecto Fondecyt 1980993

II - 4 TERMODINAMICA Y CINETICA DE LA 
RENATURACION i n  v i t r o  DE a -  Y P-TUBULINA 
RECOMBINANTE. Thermodynamics and kinetics of the in  
v itr o  renaturation of recombinant a- and P-tubulin. López. M. 
*Brunet, I., Lagos, R. y Monasterio, O. Departamento de Biología, 
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. *Instituto de Quími­
ca, Universidad Católica de Valparaíso.

Muchos intentos han sido infructuosos para lograr el correcto 
plegamiento del heterodímero de tubulina in  v itro . En un sistema 
de lisado de reticulocitos de conejo se ha conseguido replegar la 
tubulina y se ha determinado que participan la chaperona cpn-1 y 
al menos tres proteínas 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 incorporación de bisulfito de sodio en la 
purificación de tubulina recombinante se obtuvo una proteína 
>99% pura, con alto rendimiento y estable cuando se almacenó a 
-20 °C. Los resultados cinéticos (stopped-flow) y termodinámicos 
de la desnaturación y renaturación del heterodímero de a- y P- 
tubulina y de sus monómeros recombinantes, obtenidos mediante 
fluorescencia intrínseca (corrimiento del máximo, apagamiento 
y polarización) y dicroismo circular (CD), muestran que la a- 
tubulina sería mas estable que p-tubulina. La mutante, con solo el 
trp 21, mostró un aumento de la concentración media de 
hidroclorhidrato de guanidina en el proceso de renaturación. Se 
discute la validez de los cálculos de energía libre de estabilidad 
respecto del método (fluorescencia o CD) que se utilice para seguir 
los procesos de desnaturación y renaturación.
Financiado por proyecto FONDECYT 1981098
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III - 5 MECANISMO PROTECTOR DE ANTIOXIDANTES 
POLIFENOLICOS SOBRE LA ACTIVACION  
ENDOTELIAL (Protective mechanisms of polyphenolics 
antioxidants on endothelial activation). Mirandas#. Martin-Nizard 
F*, Furman C*, Briand O*, Duriez P*, Leighton F#. * Instituí 
Pasteur,INSERMU325,Lille,France,#Lab. Citología Bioquímica 
y Lípidos, Prog. Bases Moleculares de las Enfermedades Cróni­
cas, Fac. Ciencias Biológicas, Universidad Católica de Chile.

La función endotelial (FE) está mayormente determinada por la 
actividad vaso-dilatadora del óxido nítrico (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 polifenólicos, restablece o aumenta la FE y protege 
de enfermedad coronaria.
Para evaluar la acción de agentes proaterogénicos se estudió el 
efecto de lipoproteínas nativas (LDLn) y oxidadas (LDLox) sobre 
la actividad de la NO sintasa (NOS) y la secreción de ET-1 en 
células endoteliales en cultivo (BAEC). También, el efecto de 
polifenoles: quercetina (Q) y ácido elágico (AE).
La incubación con LDLox aumenta las especies reactivas del 
oxígeno (ROS), proceso inhibido por los antioxidantes. También 
aumenta la secreción 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 
81.1±9.1%(p<0.005); la adición simultánea de Q acentúa esta 
disminución aun 57.5±12.3%(p<0.001).
Los resultados sugieren que la inhibición de la producción de ROS 
y de la secreción de ET-1 median la protección de la FE causada 
por polifenoles.
(Fondecyt 2990085 y PUC-PBMEC2000)

III - 6 ESTRES OXIDATIVO EN CELULAS
ENDOTELIALES CAUSADO POR LDLYHDL OXIDADA. 
PROTECCION POR ACIDO PROTOCATEQUICO
(Oxidative damage in endothelial cells by oxidized LDL and HDL. 
Protection by protocatechuic acid). Zambrano. C.. Foncea, R. Lab. 
Citología Bioquímica y Lípidos, Prog. Bases Moleculares de las 
Enfermedades Crónicas. Fac. Ciencias Biológicas, Universidad 
Católica de Chile. (Patrocinio: S. Miranda)

Las LDL oxidadas (LDLox) median el desarrollo de aterosclerosis. 
En lesiones ateroscleróticas se encuentra tanto LDLox como 
HDLox y se ha demostrado que el vino tinto, rico en antioxidantes 
polifenólicos, inhibe in  v itr o  la oxidación de las LDL. En este 
trabajo se preparó LDL y HDL oxidadas in  v itr o , se demostró que 
un antioxidante polifenólico, el ácido protocatéquico (APC) retar­
da su oxidación y se estudió la producción de estrés oxidativo por 
LDLox y HDLox en células endoteliales en cultivo (HUVEC). 
En HUVEC, LDLox y HDLox indujeron generación de especies 
reactivas del oxigeno (EROs), medidas con 2,7-diclorofluoresceína, 
y estrés oxidativo detectado por inducción en la expresión de 
hemoxigenasa-1 (HO-1) y por formación 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 detectó 
aumento significativo del mRNA de HO-1 en presencia de las 
lipoproteínas oxidadas, que correlacionó temporalmente con au­
mento de la proteína. También hubo aumento de NTyr. La 
incubación simultánea con APC inhibió ambos procesos.
En conclusión, LDLox y HDLox inducen estrés oxidativo en 
células endoteliales en un proceso sensible a antioxidantes 
exógenos.
(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). 
Núñez. M.T. Tapia, V., Vergara, A. y Osorio, A. Departamento de 
Biología, Facultad de Ciencias e Instituto Milenio de Estudios 
Avanzados en Biología Celular y Biotecnología, Universidad de 
Chile.

Calreticulina (CR) es una proteína que une calcio y que actúa 
como chaperona en el plegamiento de proteínas en el retículo 
endoplásmico. Mobilferrina, una forma citosólica de CR, es un 
transportador citoplasmático del hierro que recién entra a la célula. 
En este trabajo investigamos la posible asociación entre CR y la 
homeostasis del hierro. Células intestinales Caco-2 se cultivaron 
con variadas concentraciones fisiológicas de hierro. En estas 
células se determinó los niveles celulares de hierro así 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 daño oxidativo determinado 
por la formación de aductos de proteínas y 4-hidroxinonenal. El 
co-cultivo de las células con hierro a concentraciones que inducen 
la expresión de CR y con antioxidantes abolió tanto el incremento 
en la masa de CR como el daño oxidativo. Postulamos que el 
aumento en la masa de CR inducido por hierro es parte de la 
respuesta fisiológica normal a estrés oxidativo, reforzando los 
papeles fisiológicos de CR como chaperona en el plegamiento de 
proteínas y como amortiguador del calcio en el retículo 
endoplásmico.
Financiado por proyecto FONDECYT 1970465 y por una Cátedra 
Presidencial en Ciencia a MTN.

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

Las células del epitelio intestinal tienen sistemas de incorporación 
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 analizó el daño oxidativo generado 
por la acumulación de hierro en células Caco-2. Células cultivadas 
con crecientes concentraciones de hierro incrementaron en el 
tiempo la concentración 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 daño oxidativo a proteínas y al DNA, demostrado por 
inmunoreactividad a anticuerpos contra 4-hidroxinonenal y 8- 
hidroxi-2-deoxiguanosina. El daño oxidativo mediado por hierro 
resultó, finalmente, en pérdida de la viabilidad celular. En resu­
men, la acumulación de hiero por células Caco-2 se correlacionó 
con daño oxidativo y pérdida de viabilidad celular. Este daño 
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 Biología Celular y Biotecnología y por una Cátedra 
Presidencial en Ciencia a MTN.
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IV - 8 BASES MOLECULARES DE LA TRANSFERENCIA 
DE LUZ EN LA R-FICOERITRINA DE Gracilaria chilensis
(Molecular basis of light transfer in R- Phycoerythrin from 
G ra c ila r ia  c h ile n s is )  Martínez-Ovanedel.I.. Contreras-Martel. C... 
Bruna, C. y Bunster, M. Laboratorio de Biofísica Molecular, 
Depto. Biología Molecular, Fac. Cs. Biológicas,Universidad de 
Concepción. jmartine@udec.cl

La R-ficoeritrina (R-PE), es una de las proteínas que componen el 
Ficobilisoma, complejo encargado de captar y transferir la luz, 
para la fotosíntesis, en algas. Se ha resuelto la estructura cristalina 
de la R-ficoeritrina de Gracilaria chilensis por difracción de rayos- 
X, a 2.2 A de resolución, utilizando radiación sincrotrónica.
La estructura permitió localizar los cromóforos presentes: 2 
ficoeritrobilinas (PEB) en la subunidad alfa y dos ficoeritrobilinas 
y una ficourobilina (PUB) en la subunidad beta. Los cromóforos 
presentan residuos Asp y Arg vecinos, que le ayudan a mantener 
la orientación.
Dentro de un trímero de R-PE, (150/61 PUB están a distancias de 
acoplam ientocona82,(382ypl58y podrían realizar la transferen­
cia desde el exterior al interior de la molécula. P50/61 PUB y a  139 
captaría la energía y a82 PEB podría constituir un puente que la 
transfiere a p82 PEB.
Dentro del hexámero se presentan otras 3 distancias de acopla­
miento menores que 30 A, sugiriendo una posible vía de transfe­
rencia de energía entre los trímeros, en la cara interna de la 
molécula, donde jugaría un papel importante el péptido de unión
y-
Además de las distancias de acoplamiento de 19 a 45 A entre los 
cromóforos que sugieren una vía de transferencia de energía, la 
estructura permite sugerir otras vías y una especialización en la 
función de los cromóforos.
Financiamiento Proyecto : 99.031.084-1.0 DIUC

V - EXPRESION GENICA Y 
TRANSDUCCION DE SEÑALES
V -  1 SINTESIS 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 - fo s )  Renner. ML: 
Borioli, G; Bussolino, D; Guido, M y Caputto, BL. CIQUIBIC 
(CONICET) -  Depto. Qca. Biol. Fac. Cs. Químicas, UN Córdoba 
- mrenner@dqbfcq.fcq.unc.edu.ar Financiado por FONCyT, 
CONICET, CON1COR, SECyT - UNC, FOMEC.

Hemos encontrado que c-Fos, además de ser factor de transcrip­
ción, regula la biosíntesis de fosfolípidos en el citoplasma. En 
fibroblastos quiescentes estimulados a reingresar al ciclo celular, 
c-Fos media dos ondas de activación de la síntesis de fosfolípidos. 
La primera onda es máxima a los 7.5 minutos volviendo a valores 
control a los 15 minutos. La segunda comienza a los 30 minutos y 
permanece elevada a los 120 minutos. Ambas son precedidas por 
ondas semejantes de expresión de c - fo s  mRNA y muestran cam­
bios comparables en la proteína c-Fos. En la primera onda, c-Fos 
está asociada a membranas del retículo endoplásmico marcándose 
fundamentalmente los fosfoinosítidos. En la segunda onda se 
marcan principalmente los fosfolípidos involucrados en la génesis 
de membrana (PC,PA,PE). En células sin estimular, PIP2 es el 
fosfoinosítido más marcado pero a medida que aumenta el tiempo 
de estimulación (hasta 10 minutos) la marca de PIP2 disminuye, 
mientras que PIP aumenta. Esta disminución en PIP2 probable­
mente refleja su utilización para generar DAG y IP3. No se 
observan estas diferencias en presencia de un oligonucleótido 
antisentido para c-Fos mRNA. En experimentos de marcación in 
vitro, c-Fos exógeno aumenta la marcación de PI y PIP, indicando 
un efecto directo de esta proteína sobre la biosíntesis de 
fosfoinosítidos.

V -  2 C-FOS SE ASOCIA AL RETICULO ENDOPLASMICO
Y ACTIVA EL 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 Química Biológica, Facultad de Ciencias 
Químicas, UNC germang@dqb.fcq.unc.edu.ar

La marcación con 32P de fosfolípidos 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 transcripción y traducción del gen de expresión 
temprana c -fo s : mostrando dos picos de estimulación, uno a los 5 
minutos y otro a 60 minutos. Empleando inmunocitoquímica y 
western blot, c-Fos muestra un patrón de expresión que se asemeja 
a los fosfolípidos. Un oligonucleótido antisentido al mRNA de c- 
f o s  impide la activación de la síntesis de fosfolípidos mientras que 
la inhibición de la degradación de c-Fos por calpastatin exacerba 
esta activación. En células NIH estimuladas en cultivo y marcadas 
in vitro con 32P-ATP los fosfolípidos incrementan respecto a las sin 
estimular en forma semejante a las células NIH en cultivo y las 
diferencias observadas depende de proteínas asociadas a membra­
nas. Por fraccionamiento subcelular y western blot, c-Fos co­
distribuye con membranas del retículo endoplásmico mientras que 
en presencia de KC11M ésta se encuentra en la fracción soluble del 
gradiente. c-Fos recombinante agregado a homogenatos de células 
NIH sin estimular, incrementa la síntesis de fosfolípidos con un 
máximo de activación a 300 ng de c-Fos/100 pg de proteína 
celular. Esta actividad regulatoria de c-Fos sobre la síntesis de 
fosfolípidos es citoplasmática e independiente de su actividad 
nuclear como factor de transcripción.
Financiado por FONCyT, CONICET, CONICOR ,SeCyT y 
CEDIQUIFA
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VI - ENZIMOLOGIA
VI -  1 M ULTIPLICIDAD ENZIM ATICA Y
CARACTERIZACION DE MANGANESO PEROXIDASAS 
RECOMBINANTES DE Ceriporiopsis subvermispora y 
Phanerochaete chrysosporium. (Isoenzyme multiplicity and 
characterization of recombinant manganese peroxidases (rMnPs) 
from C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a  and P h a n e r o c h a e t e  
c h ry s o sp o r iu m ).. Larrondo1*, L. F., Stewart2, P., Cullen2 D., Salas, 
L., Lobos3 S. y Vicuña-R. 1. Departamento de Genética Molecular 
y Microbiología. Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia 
Universidad Católica de Chile, 2. Department of Bacteriology, 
University of Wisconsin-Madison, EE.UU. 3. Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular, F.C.Q.F., U.Ch.

Los cDNAs que codifican para manganeso peroxidasa de los 
basidiomicetes C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a  (M nPl) y  
P h a n e r o c h a e te  c h r y s o sp o r iu m  (H4), fueron expresados bajo el 
control del promotor de a-amilasa de A s p e r g il lu s  o r y z a e  en 
A s p e r g il lu s  n id u la n s . Las proteínas recombinantes (Cs-rMnPl y 
rH4) alcanzaron niveles de expresión 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 análisis por 
isoelectroenfoque (IEF) de rH4 mostró varias isoformas con pls 
entre 4,83 y 4,06, una de las cuales coincide con el pl (4,6) descrito 
para H4 aislada desde P. ch ry so sp o r iu m . El IEF de rMnP 1 resolvió 
cuatro isoenzimas con pls entre 3,45 y 3,15, muy similar al patrón 
observado para las MnPs aisladas en cultivos en fase sólida de C. 
s u b v e r m isp o r a . Se comparó la habilidad de ambas rMnPs para 
utilizar varios substratos encontrándose que rH4 podía oxidar o- 
dianisidina y p-anisidina sin la participación de manganeso 
agregado externamente, una propiedad que no había sido reportada 
previamente para esta MnP de P. c h ry s o sp o r iu m .
Financiado por FONDECYT 2000076 y FONDECYT 8990004 
de Lineas Complemetarias 
* Becario de Fundación Andes.

VI -  2 FOTOENTRECRUZAMIENTO DE INTEGRASA DE 
M OLONEY-M uLV Y SUSTRATOS CON 5- 
IODODESOXIURIDINA (5-IdU). (Photocrosslinking of 
Moloney-MuLV Integrase and sustrates with 5- 
Iododesoxyuridine). Pinar, M.B., Vera, J„ León, O. Instituto de 
Bioquímica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

Durante el ciclo de vida de un retro virus, la integrasa (IN) cataliza 
la integración concertada del cDNA viral en el DNA de la célula 
huésped. Esta reacción ocurre en dos etapas: procesamiento-3' del 
DNA viral y su transesterificación al DNA blanco. In  v itr o , IN 
también cataliza la reacción inversa, denominada desintegración. 
Las integrasas se componen de un dominio amino-terminal 
(HHCC), una región central (c o re  catalítico) y un dominio C- 
terminal, cuyas funciones no han sido definidas en detalle.
Para obtener información de las regiones de IN de M-MuLV que 
interaccionan con posiciones específicas del DNA viral o el DNA 
blanco, hemos realizado experimentos de fótoentrecruzamiento 
con sustratos que contienen 5-IdU 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 razón enzima-sustrato de 
1:1. La digestión de estos complejos con nucleasa SI permitió 
determinar que la reacción es específica para 5-IdU. Asimismo el 
uso de imitantes permitió determinar que el sitio de entrecruza­
miento se encuentra en la región comprendida entre el dominio 
catalítico y C-terminal de la enzima.
Este trabajo es financiado por Proyectos FONDECYT N°s 1980982 
y 2000143.

VI -  3 ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL tRNA CON 
LA TIROSIL-tRNA SINTETASA DE Acidithiobacillus 
ferrooxidans. (Study of the interaction between tRNA and tyrosy I- 
tRNA synthetase from A . fe r r o o x id a n s ) . Salazar. J.C.. Lefimil, C. 
Zúñiga, R. y Orellana, O. Programa de Biología Celular y Molecular. 
ICBM. Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

Las aminoacil-tRNA sintetasas catalizan la unión del aminoácido 
en el tRNA correspondiente, evento crucial en la síntesis de 
proteínas. En nuestro laboratorio se identificó el gen que codifica 
para la tirosil-tRNA sintetasa (TyrRZ) de A . fe r r o o x id a n s . Me­
diante análisis 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 
aminoacídica. Este polimorfismo en secuencia de aminoácidos 
puede ser una herramienta para estudiar la relación estructura- 
función en estas proteínas
En este trabajo, se estudió mediante mutagénesis sitio dirigida del 
gen ty r Z y  análisis funcional de las proteínas mutadas, la interacción 
de la TyrRZ con el tRNA. Por reemplazo de aminoácidos conser­
vados de función conocida se demostró que TyrRS y TyrRZ son 
funcionalmente equivalentes. Este estudio se extendió a los 
aminoácidos conservados His306, Ser356 y Aspl55 (en TyrRZ) 
cuya función era desconocida. Estudios cinéticos de la mutante 
His306Ala indicaron que esta enzima presenta parámetros 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 reacción sugieren que esta 
mutación provocaría un cambio estructural en la enzima. Median­
te análisis cinético de la mutante Ser356Ala, comprobamos que 
este aminoácido participa en la interacción de la enzima con el 
tRNA. Se está estudiando la posible participación del aminoácido 
Aspl55 en la discriminación de los tRNAs.
Financiado por Fondecyt (2990034, 1981053) y U. de Chile.

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

La ATPdifosfohidrolasa o apirasa hidroliza nucleótidos di- y 
trifosforilados en presencia de Me2+ liberando ortofosfato. Se ha 
demostrado en apirasas provenientes de S o la n u m  tu b e ro s u m  que 
el cuociente de actividades hidrolíticas ATPásica/ADPásica 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 hidrolítica sobre desoxirribonucleótidos y análogos 
fluorescentes de ATP y ADP; b) buscar un marcador por afinidad 
para modificar covalentemente el sitio de unión de nucleótido. 
Las enzimas usadas fueron Pimpemel (cuociente ATPasa/ADPasa 
10) y Desirée (cuociente 1).
Ambas isoapirasas fueron muy inespecíficas hidrolizando dATP, 
dGTP, dTTP y dCTP, al igual que diversos análogos fluorescentes 
a los que se les determinó los parámetros cinéticos y las Kd por 
medio de fluorescencia intrínseca. El cuociente de hidrólisis sobre 
los derivados trifosforilados fue siempre mayor en la enzima 
Pimpemel. Respecto a los posibles marcadores de afinidad se usó: 
azido derivados de ATP y ADP (sustratos de ambas isoapirasas), 
pero los nitrenos formados por irradiación no fueron inactivadores. 
Tampoco FSBA (fluorosulfonilbenzoil adenosina), análogo 
descrito que inactiva a diversas apirasas de origen animal, ni los 
análogos de piridoxal que formarían 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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VIII -  8� �	��7"��%���� ��� ������	�� 	����(	� ��  
�	� �������	����� � �%���	�� �%�����(��	� ��  
��� �	(��0� 1B ig ly c a n  e x p r e s s io n  is  u p -r e g u la te d  in  m o u se  
s k e le ta l m u sc le  r e g e n e ra tio n ) Casar. J.C.. Brandan, E. Depto. de 
Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, 
Pontificia Universidad Católica de Chile.

Los proteoglicanes, macromoléculas formadas por una proteína 
central y cadenas de glicosaminoglicanes, son capaces de modular 
la actividad de factores de crecimiento e influenciar la prolifera­
ción y diferenciación celular. Decorina y biglicán son dos 
proteoglicanes de condroitin/dermatan sulfato que pueden unir 
TGF-p modulando su actividad biológica, y cuya expresión está 
aumentada en el músculo distrófico del ratón mdx. Para estudiar 
si el aumento de decorina y biglicán se relaciona al proceso de 
regeneración muscular, se evaluó la expresión de biglicán y 
decorina en un modelo de regeneración muscular esquelética 
inducida por BaCl2.
La inyección de BaCl2 produce la muerte y el reemplazo del 90% 
de las fibras musculares del músculo Tibial Anterior de ratón en 
10-15 días. En este modelo se encontró un aumento significativo 
y transitorio de la expresión del mRNA de biglicán y no de 
decorina, entre el 2o y 7o día tras la inyección,. La proteína biglicán 
presenta un aumento transitorio en el citoplasma de las fibras 
musculares nacientes que se observan desde el 4o dia, y luego se 
ubica en el endomisio de las fibras maduras.
En cultivos de células musculares C2C]2 se observó una caída en 
la expresión del mRNA de biglicán con la miogénesis.
Los datos sugieren un posible rol de biglicán en las etapas 
tempranas regeneración muscular esquelética.
(J.C.C., FONDECYT 2000113; E.B., Cátedra Presidencial en 
Ciencias, FONDECYT 1990151, FONDAP 13980001)

VIII -  6 	�	��%�%�������������"����(����������  
F L O A T I N G  H E A D  ���"�9�����	0� (In vivo analysis of the 
zebrafish f lo a t in g  h e a d  promoter.). d’Alencon. C„ Young, R. y 
Allende, M.L. Departamento de Biología y Millennium Nucleus 
in Developmental Biology, Facultad de Ciencias, Universidad de 
Chile.

El gen f lo a t in g  h e a d  ( flh )  de pez cebra es un factor de transcripción 
que contiene un homeodominio y que participa en el desarrollo de 
dos estructuras del embrión temprano: la notocorda y el órgano 
pineal. En este último órgano, la expresión d e  f l h  ocurre comen­
zando en la gastrulación en el territorio del diencèfalo que dará 
origen a los dos tipos celulares de la pineal: los fotorreceptores y 
las neuronas de proyección. Peces mutantes para el g e n  f l h  carecen 
de notocorda y poseen un reducido número de neuronas pineales. 
Con el objetivo de lograr la sobreexpresión específica de genes 
exógenos en éstas células previo a la diferenciación neuronal, 
hemos aislado fragmentos de DNA genómicos correspondientes 
gen f l h  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 río arriba del gen reportero 
GFP para analizar su capacidad de dirigir la expresión gènica in  
v iv o . Embriones de pez cebra fueron inyectados con estos 
constructos y en ensayos de expresión transientes se observó 
expresión de GFP. En estudios subsecuentes se disectará éste 
promotor para obtener fragmentos que puedan regular indepen­
dientemente expresión en pineal y en notocorda. De esta forma 
pretendemos aislar elementos cis que sean reconocidos por facto­
res de transcripción específicos de pineal.
Financiado por FONDECYT 1000879 e Iniciativa Científica 
Milenio #P99-137-F.

VIII -  7 ���"�%�����	����(��������%��	������	  
� �� �� �� "�� � �(� �	� ���� ���� �%(�� �	 �� �� 	  
/	����(	��	�	�(����	��(�	�%���"����	���	%	�  
�� 	�� ��(	�	� "��� ��(	� ��	� �&� (The nucleosomal 
positioning at the osteocalcin promoter facilitates the basal and 
vitamin D3-enhanced transcriptional activity) Sierra. J.: Puchi, M.; 
Imschenetzky, M y Montecino, M. Departamento de Biología 
Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad de 
Concepción.

En células óseas 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 transcripción basal 
tejido-específica de OC y el aumento inducido por vitamina D3. 
Un nucleosoma se localiza entre estos dos sitios, permitiendo que 
el promotor se organice facili-tando la interacción 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 
heterólogos 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 
evaluó utilizando como gen reportero luciferasa y el efecto sobre 
la estructura cromatínica, con ensayos de hipersensibilidad a 
DNasal. Ambas estrategias mostraron diferencias significativas 
entre los constructos analizados. Postulamos que la región -343/ 
-165 cumple un importante papel estructural, permitiendo una 
interacción funcional entre elementos regulatorios localizados a 
distancia dentro del promotor de OC.
FONDECYT 1000361 y 2000140.

VIII - 8 �	����%����/�������%�����%"����	(��	%  
������	%� ��� �	(	� I N  V I T R O . (In vitro morphological 
changes of rat round spermatids) BucarevI.L.. Herrera E. y Reyes 
J.G. Instituto de Química, Universidad Católica de Valparaíso 
(Patrocinio M.T. Nuñez).

La espermiogénesis consiste en cambios morfológicos y fisiológi­
cos de las espermátidas redondas conducentes a la formación de 
espermios liberados luego al túbulo seminífero. En ratas esta etapa 
de la espermatogénesis es dependiente de testosterona, aunque los 
mecanismos celulares y moleculares de la regulación de este 
proceso no se conocen. En nuestros estudios sobre regulación de 
la espermatogénesis, hemos observado in  v itro  que las espermátidas 
redondas de rata aisladas muestran un cambio morfológico consis­
tente en la adopción de figuras bipolares con proyecciones celula­
res de 10-30 pm. Este fenómeno se evidencia en 30-40 % de las 
células. Por la morfología característica de los núcleos, así como 
las medidas de contenido relativo de DNA podemos afirmar que 
estas células fusiformes son espermátidas.
Hemos identificado tres factores de los cuales depende esta transición 
morfológica en espermátidas: 1) Metabolismo energético, evidencia­
do por la dependencia de la temperatura del cambio morfológico, y 
por el hecho que el fenómeno es inhibido y revertido por antimicina 
(inhibidor de respiración mitocondrial). 2) Calcio intracelular, ya que 
el porcentaje y la magnitud de los cambios morfológicos son superio­
res cuando se usan agentes farmacológicos que liberanCa2+ intracelular, 
y además, el fenómeno desaparece al introducir un quelante de Ca2+ 
intracelular y 3) Comunicaciones celulares, ya que el porcentaje de 
células con cambio de forma es dependiente de la densidad celular, 
con un K„ 5de aproximadamente 0.6 millones de células/ml. Nuestros 
datos sugieren un modelo en que la jerarquía de los elementos que 
regulan este proceso seria Io) Interacción celular, y 2o) Los cambios 
morfológicos son regulados en forma paralela por nucleótidos y Ca2+ 
intracelular. Nuestra hipótesis de trabajo es que estos cambios 
morfológicos están relacionados con cambios asociados al proceso 
espermiogénico en túbulo seminífero.
Financiado por FONDECYT 1990689 y DGI/UCV.
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4�+�+������ 0��� Fondecyt ABQ��Q� M"�N8� ABB�:IB� M"� N� 2�
�BB��A��2���������4	+����9+��+��,�M=�"N3

&���� . � A�� MODIFICACION DE LA MATRIZ EXTRACE­
LULAR DE CELULAS MUSCULARES INDUCE LA EX­
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��� . ��� GLICOESFINGOLÍPIDOS EN EL DESARROLLO�
EMBRIONARIO DE ANFIBIOS. Aybar1-2 M.J., "�2�����8�
�H+�-�>A� �3�3� ��0��3�  ����/6�� ���� ��,�������8� ���� ���
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�7� -  7 ��%�%� ��� �����	%� �;&-� ��/��(	�	%� ����%0  
(�"2�� "��� �����	%� �F�2��	�	%0� (Lysis of S .ty p h i-  
U937-ánfected cells by human NK cells). Jara. P.. Carrasco, C., 
Navarro, P., Miranda, D., Blanco, L.P. & Puente, J. Departamento 
de Bioquímica y Biología Molecular. Facultad de Ciencias 
Químicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile

Las células NKparticipan en la respuesta defensiva anti-bacteriana 
a través de su actividad citotóxica (ACNK) frente a células 
infectadas por patógenos intracelulares, pero se desconocen los 
mecanismos implicados. En el presente trabajo se caracterizó la 
lisis de células U937 infectadas con la cepa S a lm o n e lla  t y p h i l y l  
y la mutante en fosfatasa S. ty p h i TYT 1231. Se utilizaron como 
células efectoras linfocitos sanguíneos periféricos y células NK 
altamente purificadas por métodos inmunomagnéticos. Como 
células blanco se utilizaron células U937 infectadas por S. ty p h i  
Ty2oTYT1231 (que presenta unalimitadasobrevidaintracelular), 
marcadas con 51Cr. Como inhibidores de la ACNK, se utilizaron 
inhibidores de proteína quinasas: genisteína (proteínas tirosina 
quinasas: PTK); bisindolil-maleimida I (proteína quinasas C PK- 
C) y wortmanina (fosfafidil-inositol -3-quinasa). Nuestros resul­
tados muestran que las células NK humanas presentan una activi­
dad citotóxica significativamente mayor frente a células infecta­
das en relación a los controles no infectados, resultado primera vez 
descrito utilizando células NK puras. Esta citotoxicidad es 
significativamente inhibida por los inhibidores de proteína quinasas 
PTK y PK-C, por lo cual la lisis de las células infectadas ocurriría 
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 ���	��������������(�����2�����	���%"��	?
������� ����/��	� ���	���(����(�� "��(���	%  
��(�������	��%� 	�%�	�	%� ��%��� 2��	��� ��  
�	(	� (The alergen from Litre inhibits respiration and chemically 
modifies proteins present in rat liver isolated mitochondria). 
Pacheco R.1. Kalergis A.1, Garbarino J.2 Ferreira J.3, De Ioannes 
A.E.1. (1) Lab. Inmunología. BIOSONDA S.A. (2) UFSM, Fac. 
Ciencias (3) ICBM Depto Farmacología Molecular y Clínica, Fac. 
Medicina, U. de Chile.

Litreol, [3-pentadecyl (10-en) catecol], el principio activo del 
Litre (L ith ra e a  c a u stica ) , pertenece a la familia de los urushioles. 
Estos compuestos son responsables de una severa dermatitis de 
contacto, a que está expuesta un porcentaje significativo de la 
población humana.
Nuestro grupo ha demostrado que los urushioles inhiben la respi­
ración mitocondrial a nivel del Complejo III. Este fenómeno es 
específico, porque requiere la presencia de la estructura catecólica 
y de la cadena alifática, ya que pentadecil fenol y 3 metil catecol 
no ejercen una inhibición significativa en la respiración. El alérgeno 
del p o is o n  ivy , que posee tres veces más insaturaciones en la 
cadena alifática, es el inhibidor más potente de la respiración y el 
más alergénico en humanos.
Es aceptado que la inducción de reacciones de hipersensibilidad 
retardada por haptenos como Litreol, requiere la modificación 
covalente de proteínas propias. Por esta razón, se investigó la 
unión de Litreol marcado con 3H en la cadena alifática a proteínas 
mitocondriales. Mediante análisis por medio de geles en dos 
dimensiones, se observó aparición de proteínas marcadas de «30 
KDa. Estas proteínas se encuentran distribuidas en la membrana 
mitocondrial interna y corresponderían a citocromo el, según la 
técnica de w es te rn  b lo tt in g , usando anticuerpos policlonales espe­
cíficos de c 1.
Financiamiento FONDECYT: 1-00-0203 a ADI y 1-98-1066 a 
JFP

IX -  9 	�2�%���� ���/���(	��	� ������� �2�� ���  
�� 	 � ,)� �� �� 	� ,)� �� � � � �� �	%� �� � � (� � �	 � �%  
2��	�	%0� (Lymphocyte adhesión induces MHC Class II, 
ICAM-1 and VCAM-1 on human endothelial cells). Reves. L1'2. 
Rosembatt, M 1-2 y Bono, MR1. ‘Departamento de Biología, 
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, ‘̂ Fundación Ciencia 
para la Vida y MIFAB , Santiago Chile.

La activación de células endoteliales por citoquinas induce la 
expresión de moléculas implicadas en la respuesta inmune, tales 
como MHC II, ICAM-1 y VCAM-1. En este trabajo se analizó la 
inducción de la expresión de varias moléculas de superficie en 
células endoteliales de amígdalahumana por efecto de la adhesión 
de linfocitos T y B singénicos y alogénicos. La adhesión de 
linfocitos B induce la expresión de moléculas MHC-II, ICAM-1 y 
VCAM-1. La inducción de MHC II es inhibida por anticuerpos 
bloqueadores de la adhesión, y presenta una cinética más lenta y 
un nivel de expresión 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 está 
involucrado en la inducción. Experimentos de activación utilizan­
do anticuerpos contra moléculas de adhesión sugieren que ICAM- 
1 no está involucrada en la inducción de MHC-II. Finalmente, 
contrario a lo que sucede con linfocitos B, la adhesión de linfocitos 
T induce sólo la expresión de ICAM-1. Estos resultados sugieren 
que la unión de linfocitos B a células endoteliales de amígdala 
resulta en un estado de activación con efectos en la respuesta 
inmune.
Financiado por Fondecyt 1990569 (MRB) y 1980208 (MR).

IX )' ��,N�����%��%(�������%(���������"	�	��	  
�����	� "������(��	� ��%������	(��	0� (IL-6 is 
not an osteogenic signal for mesenchymal progenitor cell). Erices. 
A. y Minguell, J.J. Biología Celular, 1NTA, Universidad de Chile.

Las citoquinas IL-6 y LIF regulan el metabolismo óseo ejerciendo 
su actividad biológica luego de interactuar con una cadena de 
receptor específica (IL-6R, LIFR) y una cadena transductora 
común (gp 130). Las células progenitoras mesenquimáticas (CPM) 
de la médula ósea son precursores de osteoblastos y su diferencia­
ción osteogénica puede ser inducida in  v itro . En este estudio 
evaluamos: a) la producción de IL-6 y LIF, b) la expresión de 
receptores de membrana y solubles para IL-6 y LIF, y c) el efecto 
de estas citoquinas sobre la proliferación y diferenciación 
osteogénica de las CPM. Estas células expresan los mensajeros 
para IL-6 y LIF, secretan las citoquinas al medio como también la 
cadena soluble de gp 130, y en la membrana expresan gp 130, pero 
no IL-6R y LIFR. IL-6 o LIF, solos o en combinación con sus 
respectivos receptores solubles, no inducen la diferenciación 
osteogénica de CPM. Cuando el estímulo osteogénico es suple- 
mentado con estas citoquinas, no se observan cambios en la 
expresión de los marcadores de diferenciación (fosfatasa alcalina, 
mineralización de matriz). Sin embargo, la adición de la cadena 
soluble IL-6Rs, solo o con IL-6, produce una expresión más 
temparana y de mayor magnitud de estos marcadores. Estos 
resultados sugieren que el compromiso de las CPM con la vía de 
diferenciación osteogénica no es modulado por IL-6 o LIF. Sin 
embargo la diferenciación 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 -  9 SOBREEXPRESION DE RAB11 EN CELULAS K 562 
ALTERA LA LIBERACION DE EXOSOMAS.
(Overexpression of Rabil in K562 cells alters the release of 
exosomes) «Savina. A.. "Vidal, M y *Colombo, M.I.. *IHEM- 
CONICET, Fac. Ciencias Médicas, U. N. Cuyo, Mendoza, 
Argentiná, y * Univ. Montpellier, Francia.

Durante el proceso de maduración del eritrocito se pierden 
selectivamente ciertas proteínas 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 
liberación al medio extracelular de pequeñas vesículas llamadas 
exosomas. Los exosomas se forman por invaginación de la 
membrana endosomal dando origen a cuerpos multivesiculares 
(MVB), que al fusionarse con la membrana plasmática liberan 
los exosomas al medio externo. Datos recientes indican que la 
línea celular eritroleucémica K562 posee altos niveles de Rabí 1, 
proteína de la familia de GTPasas Rabs, reguladoras del tráfico 
intracelular. Se generaron células transfectadas estables que 
sobreexpresan Rabil fusionada a la proteína fluorescente verde 
(GFP). En células transfectadas con GFP-Rab 11 wt se observó un 
aumento de la liberación de exosomas, mientras que la 
sobreexpresión de RabllS27N, imitante dominante negativa que 
no une GTP, inhibió dicha liberación. La sobreexpresión de GFP- 
Rab 11Q70L mutante activa, generó grandes vesículas en cuyo 
interior se pueden visualizar vesículas pequeñas marcadas con 
GFP-Rabl 1, sugiriendo que se tratarían de MVB. Por otro lado, 
el número de receptores de transferrina presentes en la superficie 
de las células que sobreexpresan Rabil disminuyó en forma 
marcada con respecto a células transfectadas sólo con el vector. 
Estos resultados sugieren que Rabil participaría no sólo en el 
transporte de transferrina hacia los MVB sino que también estaría 
involucrada en la formación del MVB afectando la liberación de 
exosomas.

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

Plasta el momento no se conoce la función de la proteina Rab24, 
miembro de la familia de GTP-proteinas Rab, que participan en 
distintas vías del tráfico mediado por vesículas. Se generaron 
mutantes de la proteína Rab24 (Rab24S67N y Rab24T21N) y se 
realizaron ensayos in-vitro de binding con H3GTP para caracterizar 
la afinidad de dichas proteínas por el GTP. Con el propósito de 
estudiar su distribución intracelular se subclonó cDNA-Rab24 tipo 
salvaje (wt) y mutantes en el vector de la proteína fluorescente 
verde (GFP). Se realizaron estudios de colocalización por 
inmunofluorescencia, usando microscopía confocal, con 
marcadores de diferentes compartimientos intracelulares, en 
células transfectadas transientes y estables. La proteína Rab24wt 
presentó una distribución reticular perinuclear, la mutante Rab24- 
S67L se distribuyó en forma difusa en el citosol, mientras que la 
mutante Rab24-T21N se concentró en agregados vesiculares 
perinucleares. Se observó colocalización parcial de la proteína wt 
con marcadores de Golgi (CTR433, Rab6) y retículo 
endoplásmico, pero la mejor colocalización se obtuvo con la 
proteína Rabí, marcadora del compartimiento intermedio ER- 
Golgi. Rab24wt también colocalizó parcialmente con MDC, 
marcador específico de autofagosomas.
Se desarrolló un ensayo bioquímico para medir autofagocitosis 
en líneas celulares estables que sobreexpresan la proteina Rab24wt 
y mutantes. Resultados preliminares indicarían la participación 
de dicha proteína en la regulación de la via autofágica.

XI - BIOLOGIA MOLECULAR
XI - 4 CARACTERIZACION DEL RETROTRANSPOSON 
LTR TLC1.1� DE Lycopersicon chítense� (Characterization of 
T L C 1 .1 , a LTR retrotransposon from L y c o p e r s ic o n  c h íte n se ).  
Ruiz-Lara. Simón: Tapia, Gerardo; Yañez, Mónica.; Verdugo, 
Isabel; González, Enrique. Instituto de Biología Vegetal y 
Biotecnología, Universidad de Talca. (Patrocinado: Dr. Enrique 
González).(Finaciamiento Fondecyt 1980387 y Programa de In­
vestigación en Biotecnología Vegetal DIAT- UTAL)

Los retrotransposones LTR se encuentran ampliamente distribuidos 
en plantas desde algas unicelulares hasta angiospermas. Estos 
elementos para su propagación requieren de un RNA intermediario 
el que posteriormente es retrotranscrito aun DNA extracromosómico 
e insertado en un nuevo sitio en el genoma, provocando con ello 
duplicación del elemento, crecimiento del tamaño del genoma y 
mutaciones relativamente estables que alteran la expresión génica. 
Aunque están ampliamente distribuidos, solo algunos de ellos 
presentan actividad tíanscripcional y menor aún es el número de 
elementos que presentan capacidad transposicional. La actividad 
transcriptional esta restringida a ciertos tejidos de la planta durante 
su desarrollo y durante la respuesta de defensa de la planta frente a 
diferentes agentes bióticos y abióticos. En trabajos previos hemos 
descrito la presencia de cuatro familias de retrotransposones LTR 
en el genoma del tomate silvestre L y c o p ers ico n  ch ile n se , los que 
denominamos TLC 1, TLC2, TLC3 y TLC4. Las cuatro familias han 
probado ser transcripcionalmente activas en protoplastos obtenidos 
a partir de hojas. En esta comunicación se describe:
1) El aislamiento y determinación de la secuencia nucleotídica 
del retrotransposon TLC 1.1.
2) La determinación mediante análisis Northern blot y RT-PCR 
de la presencia de RNAs intermediarios de dicho retrotransposon 
frente a diferentes agentes abióticos tales como: a) 
protoplastización, b) estrés por heridas y c) estrés por 
congelamiento.
3) La identificación de las regiones reguladoras de la transcrip­
ción en el LTR5' del retrotransposon en estudio, mediante ensayos 
de expresión transitoria en protoplastos electroporados con dife­
rentes construcciones génicas del LTR 5' y secuencias parciales de 
él fusionadas al gen reportero GUS.
4) La identificación de las putativas secuencias nucleotídicas 
reguladoras de la transcripción del retrotransposon TLC 1.1 en la 
región U3 del LTR 5'.
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XII - MICROBIOLOGIA II
XII - 1 CAPACIDADES DEGRADATIVAS DE R A L S T O N I A  
E U T R O P H A  JMP134 Y JMP222 QUE CONTIENEN GENES 
T F D  QUE PERM ITEN LA DEGRADACION DE 
CLOROCATECOLES Y GENES X Y L ,  QUE CODIFICAN 
PARA TOLUATO 1,2-DIOXIGENASA. (Degradative 
properties of R. e u tro p h a  strains JMP134 and JMP222 engineered 
with chlorocatechol degradation t fd  genes, and toluate 1,2- 
dioxygenase x y l  genes). Ledger.T.. Pérez-Pantoj a,D., *Pieper,DH., 
& González,B, Dept. Genética Molecular y Microbiología, Facul­
tad de Ciencias Biológicas. P. Universidad Católica de Chile, 
Santiago. CHILE. * Div. of Microbiol. Nati. Res. Centre for 
Biotechnology. GBF. GERMANY.

R. e u tro p h a  JMP134 (pJP4) crece en 3-clorobenzoato (3-CB), 
utilizando dos módulos genéticos para la degradación de 
clorocatecoles: /fdQD^F, y ifdDuCnEttFn. Esta bacteria no crece 
en otros clorobenzoatos. Cuando se introdujo en el cromosoma de 
R. e u tro p h a  JMP134 una copia del mini-operón xy/S/xy/XYZL, 
que codifica para la toluato 1,2-dioxigenasa, de baja especificidad 
de sustrato y la dihidroxibenzoato deshidrogenasa, permitiendo la 
transformación 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 x y l  en 
derivados de R. e u tro p h a  JMP222, carentes de pJP4, que conte­
nían uno de los dos módulos t fd  en plasmidios de número de copia 
intermedio, los derivados fueron capaces de crecer en 4-CB, pero 
sólo aquellos que poseían el módulo t fd u, crecieron en 3,5-DCB. 
Estos resultados sugieren fuertemente que en R . e u tro p h a  existe 
un regulador tipo XylS, que puede inducir los genes x y l  en 
presencia de 4-CB o de 3,5-DCB. Además, apoyan la idea que la 
maleilacetato reductasa codicada en el módulo tfd a (tfd F u) y no en 
el módulo tfd¡ (tfdF¡), es la que juega un rol principal en la 
degradación de compuestos diclorados.
Financiado por FONDECYT 8990004 y una colaboración entre 
CONICYT y el BMBF/FZK, Karlsruhe, Alemania.

XII -  12 GENES PARA LA DEGRADACION DE 2,4,6- 
TRICLOROFENOL EN R A L S T O N I A  E U T R O P H A  JMP134.
(Genes for 2,4,6-trichlorophenol degradation in R. e u tr o p h a  
JMP134). Matus.V.. Sánchez,M.A., & González,B. Dept. Genética 
Molecular y Microbiología. Facultad de Ciencias Biológicas. P. 
Universidad Católica de Chile, Santiago. CHILE.

R. e u tro p h a  JMP 134 (pJP4) es una bacteria capaz de crecer en el 
contaminante ambiental 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF). La vía 
degradativa clave, dilucidada en nuestro laboratorio, implica la 
formación del 6-clorohidroxiquinol como intermediario y requiere 
las actividades enzimáticas 2,4,6-triclorofenol monooxigenasa 
(2,4,6-TCF-MO) y maleilacetato reductasa (MAR) para llevar a 
cabo las reacciones iniciales y finales, respectivamente. Basándose 
en secuencias de otros genes bacterianos del catabolismo de 
triclorofenoles, se diseñaron partidores para PCR que permitieron 
detectar la presencia de secuencias codificantes para ambas 
enzimas en la cepa JMP 134 y también en la cepa JMP222, carente 
del plasmidio pJP4. Con ello se demostró la existencia de un tercer 
gen codificante por MAR, distinto de los dos genes MAR (tfd F , y 
tfdP u), presentes en el plasmidio. Eso sí, al comparar en las cepas 
JMP134 y JMP222, las tasas de crecimiento y consumo de 2,4,6- 
TCF, se observó una diferencia significativa a favor de la primera, 
indicando la participación 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 observó una selección de microorganismos, determinado por un 
número menor de señales más abundantes que arroja el análisis 
mediante polimorfismos de fragmentos de restricción terminales 
(T-RFLP), con partidores bacterianos para rDNA 16S. En estas 
muestras se verificará la presencia de bacterias que porten secuencias 
para 2,4,6-TCF-MO y MAR, usando los partidores desarrollados 
para su detección en R. e u tro p h a  JMP134.
Financiado por los proyectos FONDECYT 8990004 y 2980041.

XII -  3 EFECTO DEL REORDENAMIENTO DE GENES 
TFD EN EL CATABOLISMO DE CLOROAROMATICOS 
EN R A L S T O N I A  E U T R O P H A  JMP134. (Effect of the t fd  gene 
rearrangement in chloroaromatic catabolism in R . e u tr o p h a  
JMP134). Clément, P, Manzano.M.. Trefault,N. de la Iglesia,R., 
*Pieper, D., & González.B. Dept. Genética Molecular y 
Microbiología. Facultad de Ciencias Biológicas. P. Universidad 
Católica de Chile, Santiago. CHILE. * Div. of Microbiol. Nati. 
Res. Centre for Biotechnology. GBF. GERMANY.

R. eu tro p h a  JMP134 (pJP4) crece en contaminantes como el 2,4- 
diclorofenoxiacetato (2,4-D) y el 3-clorobenzoato (3-CB). Los genes 
catabólicos claves están ubicados en el pJP4, un plasmidio de 88 
kb, en dos módulos génicos (tfd¡ y  t fd f)  no idénticos y redundantes, 
que se complementan entre sí. Cuando el pJP4 se integra en el 
cromosoma, la cepa derivada continúa creciendo en 2,4-D, pero 
deja de hacerlo en 3-CB. En cambio, cuando la cepa silvestre es 
sometida a una presión selectiva con mayor concentración 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 integración cromosomal de pJP4 se produce a nivel de la 
secuencia de inserción ISJP4, la que se duplica, dejando separados 
por más de 90 kb, a los dos módulos génicos. Esta separación y/o la 
disminución de número de copias de los genes plasmidiales, 
producto de la integración, hacen limitante la expresión de los genes 
necesarios para crecer en 3-CB. En concordancia con lo anterior, 
ambos módulos génicos se duplican, formando parte de una repetición 
invertida de cerca de 22 kb, en un derivado de pJP4 presente en la 
cepa que crece a mayor concentración de 3-CB. En la formación de 
esta larga repetición invertida, producida posiblemente por un doble 
entrecruzamiento entre dos moléculas de pJP4, se produce la deleción 
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 colaboración entre 
CONICYT y el BMBF/FZK, Karlsruhe, Alemania.



SL ��������� ����"����������� ��!��"���8� ����$���"���������#� ����$����������

���� . �L� �/��(������	���%�%�������	�����	%���9��	% �
����	���	�����	�	(��	����������	(�����%��� �
R A L S T O N I A  E U T R O P H A �@�")&*0� M$�+����,�/���**�����*��-��
�-���������-���0��-U�2��+>2��,��+� R. e u tro p h a �="(A�LN3�(@��>.�
(�+����3�33� ��������8"38� ���/��3'-3� ?� $�+>H��>8 3� ��0�3�
$�+@����� "����	���� 2� "���������/6�3� 4��	����� ��� ���+���,�
 ���9/���,3�(3��+����,��������9���������-���8���+���/�3��-���3

R. eu tro p h a �="(A�L�M0=(LN��������+��.�������+>�����M�.� N3���,�
�������������,� *������,� �	��+��� ��� ��/������9+� ��� �.� � ,�+�
���+,*������,�-�,���0.�������0���������+���	+���6�����0	�,���
����	������+>���,;��������������A8�.���K�/�+�,�8�������	��+����
������,�����,�8����+������+��-������,��2������������������	���,�3�
��,� /�+�,�1	�� ����*���+�0�����,��,��+>���,�,���+�	�+���+��+����
0��,������ 0=(L� ��/�+�>���,� �+� ��,� �0���+�,� -��9��/�,8�
��+���+���,� �9�	��� �� 2� �9�	��� ��8� ����� 	+�� ��+��+��+��� ���
��+<	+��� ��� ��,� �	����� /�+�,3� �	�+��� ����� �9�	��� *	��
�+��0�+���+����+��� ���+���� ��<�� ��� ��+����� ��� ,	� ��/	�������+�
	+�����������+E����������0��,��+��������8�2��,��,���+,��	����+�,�
*	���+� �+����	����,� �+� R. e u tro p h a � ="(���8� ����+��� ����0=(L8�
����,���������,�*	���+���0���,������������+��.� 3���+������/�8�
�	�+����,��,��9�	��,�*	���+��+,������,��+���� �����,����������
��0��="(���8���,���������,�*	���+��+��0���,������������+��.� 3�
����+H��,�,��������K0��,�9+������,��+>���,����������9�	����+���9�
1	����,����,�0������,��+>���,������9�	���������+���+�,� ������,�
1	����,������,0�+���+��,������9�	����3��+�������8�����	������+>����
���� �9�	��������,	��9��	�-���H,��������1	�� ��������,0�+���+���
�����9�	����3��,��,��+������+��,�-���+�,	0�+���1	��-���6��	+����
�H,�0�,�,�������+��,��+��,����6�������9����8���,�1	��,�+���,	����,�
�����+���	+����2�����,�,�/@+���3��,���,����+*���9��	�+��������
	+�� ��� ��,� /�+�,� ��� ��,� �+>���,� �H,� ������,� *	�� ���+����0���
,�0��������<�������+��������,	���/	�����8����+����	������+��E���0��,�
��0��,8��+���������,���������0��="(����1	����+��+6�+�	+����0���
�����,��������� �9�	����3
4�+�+������0���4�����#'�����6+��,����0����+�����,�QBB���L

���� . � 8� ���	��9	����� �� �7"��%���� (�	�%���", �
����	�������%�����%�����%	���%�"	�	��	�"��?
�������������������	��*;3�	�(��	� M�K0��,,��+��+��
���+,���0���+��� ��/�+�>����+� �*� �-�� /�+�,� +���,,��2� *��� �-��
0���	����+� �*�������� �������+� �LB�N� ���,�+�8� $3J� 2� ��/�,8� �3�
��0������+������ ����/6�8�4��	�����������+���,8��+����,��������
�-���3

��� �������+���LB�� �,� 	+� �+����9�����0���0�0�6����� ��� M r�S����
0���	����� 2� ,��������� 0��� K le b s ie lla  p n e u m o tiia e � �#�LB�3� ��
��*���+�����������,�����������+�,8�����������+���LB��,��,�+����>���+�
*����� ������� ,9��� �+� *�,�� �K0�+�+����� ��� ��������+��8� 2� �,���
��/	����9+�+���,����,����������*������ ,�/������*�,���,�����+�����
(rp o S ).
��,� �������+�+��,� /�+@����,� +���,����,� 0���� ���0���	���9+� ���
�������+���LB���������*	���+����+���,8�,��	�+�����,�2��K0��,�Z
��,� ��� E . c o li.� ��,� /�+�,� m c e A -B � 0������0�+� �+� ��� ,6+��,�,� ��
�+�	+������������������+�8���,�/�+�,� m c e F -G -H e +�����K0������9+�
2���,�/�+�,� m c e C -D -I -J ��,�H+���0������,��+�������	����9+�������
�������+�3
�+��,��� �����<�� ,���������+9� �����/�+�>���9+����+,���0���+��� ���
�,��,�/�+�,8�����	����,������0	�,���0���S�	+�����,����+,���0���+���,;�
m c e B A , m c e C , m c e D , m c eE , m c e F , m c e H G � 2� m c e J IH G .� ���
���������>���+� ��,� ,��	�+���,� 0��������,� ��� �,��,� 	+�����,�
���+,���0���+���,�2�,���+���>���+�,	,�0����+�,�������+,���0��9+��+�
��,��+��,� ���0�,� ��� ��������+��� 2� ��+�����+�,� ��� �	�����3� ���
�������+9�1	����,�/�+�,� m c e A -B -C -E -F -G -F l�,�����+,�����+���+���
�+�*�,���K0�+�+�����������,�����+����������������+��3��+�������8�
0���� ��,� /�+�,� m c e D -I -J ,� ,�� ��,���9� 	+�� ��,��+	��9+� �+� ,	�
�K0��,�9+��+�*�,���,�����+����3������,��+	��9+����������+,���0��9+�
��� �,��,� /�+�,8� ���6�� �	�+��� ��� ��� 0@������ ��� 0���	���9+� ���
�������+����������+�*�,���,�����+����3
4�����#'�ABBA�AS�2������AI3�J� ������������#'3

7$�, �N��%(���������(�����������	������������ �
/�(����� ��%2�������	%	� ��� X a n th o p h y l lo m y c e s �

d e n d r o r h o u s . � "����	���� /�+����� ,�	�2� �*� �-�� 0-2���+��
��,-����/�+�,��/�+��*���� X. d e n d ro r h o u s .���9+3�3;� ���-�+�3�3;�
��0E������8�3C�!	����+�8�3C�����6+�3=3C�"���6+�>8�3�2���*	�+��,8�&3�
4��	����� ��� � ��+���,8� �+����,����� ��� �-���8� �����;�
���*	�+��i�	�-���3��

X a n th o p h y llo m y c e s  d e n d ro r h o u s ��,�	+�������	���������+�/@+����
1	��,�+����>���,��K�+��+���	2���	���������,6+��,�,�-��,�����������Z
+������0�����������+H��,�,�1	6��������,	,��+�����������,3��+��,���
�����<��,����,�����������,�����+���2����������>���9+�����/�+� A T X 3 �

1	�� ����*���� ��� �+>���� *����+�� ��,-����/�+�,�� ��,����� ��� 	+�
*��/��+��� B a m U l���� AQ8:�5��������/�+��������������0��,����,���3�
�+�,	��*��/��+�������8I�5��*	��,��	�+���������+�����1	�����/�+�
���+��	+�����F������8Q�5�3�����+H��,�,����,	�,��	�+�����+�����1	��
�����/�9+�����*���+��������,0�+�����	+��0����6+�����:Q�����2��,�H�
�+����	�0����0���AA��+���+�,3������,����+���,�>�+�,���+,������,�
���	+�9+���+	���9�����2���*����+����,0��������+���2�,	�0��*������
-����*��������� ,	/����� S� ��/��+�,� 	+�9+� �� ������+�3�
������+����+��8����+��-�����/6����+�*����+����,-����/�+�,�,����
-�+/�,�2���������,3
�+H��,�,�����������0���������*��@�������-��������9+���������,����Z
�������0��������,������9+�,	/����+�1	�����/�+�,���+�	�+�����+�	+�
*��/��+��� P s tI �����0��K�������+��� ���5�� �+���0���E+�����+����
/�+���3�������+,*������9+���������0��,����,������+�	+��������9+�
���� /�+�0���	��� ����+��,�0H����,� 2� ��� ��.���+,*������9+� ��� ��,�
���+�,�0H����,���+������,���������9+���,	�����+����/�+�����9+����
���+�,�����+�,3�����+H��,�,�0���(��������,����+�,����+,*����+��,�
�+�����1	����,����+�,�0H����,�,�+�-�������/���,�2���,�����+�,�,�+�
-�����/���,3� �,��,���,	�����,� ��+������+����1	���+�����1	�� X.�
d e n d ro r h o u s ��,�	+���/�+�,���+��	�����+�����0�����3
4�+�+������0���������������OAS��3�����-���3

���� . �S� �/��(����� �	� ��2������������	�%���� �
�"��	%(���(�%� ��� T r y p a n o s o m a  c r u z i � ��� ���(���0
M'-�� �**���� �*� ��-2�����	����+�� �+� �	��	���� �0���,��/���,� �*�
T r y p a n o so m a  c ru z i) �=��@+�>� ����>�&3A�3� ��,��"3�3A8�$�����+��
�3�8�$���+��8�"3�8$���+����3��'%�"8����	2�C���� ".�4��	�����
���"�����+�8��3�����-���C�����3�!��3���/H+���8�����3

�����-������	����+��M�-�N��,�	+�0��+��0�����������K���6���������
0��+��� A r te m is ia  d o u g la s s ia n a ,�1	����,0�+�����	+���,��	��	������
,�,1	����0�+�������+�3� �,H+��+�,��+���������������+��0����>������
��,������0��������,��K������,�+��	����,8�-���,��,�	����������*�����
����,������/��0	��*�����8�,������	�����,���� T. c r u z i8��/�+�����	,���
�������+*������������-�/�,3
�0���,��/���,� ��� ��� ��0���	��-	�+� *	���+� �	�������,� �+� ������
�����+�����Qe���2��������,���+���,��+��,���+��+������+�,�����-��
MA.���	/O��N8�����,��L�-���,������������+��8���+��+������+�,����
�8:�2�:�	/O�������-��,�+��*������,�0�����+-��������0����*�����9+����
��,��0���,��/���,3�����+��+������+�,�,	0������,���:� 	/O��8��-��
�+�	��� ��� �	����� ��� ��,� 0��H,���,8� ��,���H+��,�� ������,�
���*��9/���,� ��0����+��,� ����,� ����� ��������9+� ��� ��� *����8�
���	���>���9+�����0��,�R�����2�0��+�,�,�+	������2���,�,����	���3
����*������+��0����*��������2�����+�	���9+�����	��������	���8�*	���+�
��0�+���+��,���������+��+�����9+�2��������0������K0�,���9+������
���/�8�2�-���,� �������+�����+�*�����0����,����,� ��,�,�����-��
0���� 0�������� ��� �+-�����9+� ��� ��� 0����*�����9+� 2O�� ��� �	�����
���	���3�����H,�,�������>9�	+��,�	��������������,���������,������Z
�������������/���+��������������	������2���+*������,�1	������*�����
�+-��������� ,����������������9+��������-��2�+�����������9+������,�
,����+��,� 	����>���,� ����� ��-6�	��3� �+,�2�,� 0�����,� �����+���
�+���0�����9+������	��+������������+����+�1	������-��+���*�����6��
���,6+��,�,�0����������� T .c ru z i ■
�,��,���,	�����,��+����+�1	���-��0���6��,���	����>���������	+��
���/���+������������+����������+*������������-�/�,3���,�0��0�Z
+���,��,�	�������� ����+�,����������9+�����-��2���



��������� ����"����������� ��!��"���8� ����$���"���������#� ����$���������� S:

���� . �Q� ��(��'��� ���������� ��� ��� ��4�������Z
�����(��'�.����&������� + � � 	 � � � � 	 � � � � �� 	 � � � � �M����	����,0���,�
�*��-��0�,�.���������**���+������+��*� + �� � 	 � � � : � ��,0�+�>�3��3;�4�����8�
�C�$���+��8�"3�2�$���+��8��33����3���� ����/6��"����	���8�(��/3����
 ����/6�����	����2�"����	���8� �3�3 3"38�4��	����� ���"�����+�8�
�+����,����8�����-���3

+ � � 	 � � � � 	 � � � � �� 	 � � �3 ��,�	+�0�������+���0��H,����0����+����+��������
���,�� �@,����3� �+� ,	� ������ ��� ����� 0��,�+��� ��,� *����,�
���*��9/�����+�����*���+������,8�	+��*������������1	��0���,������
��0����,�2��������,�2�	+��*�������	����1	��0���,���������6*���,�
���+6����,3��+��,���0��H,����,����+����0��������������,	���*���+Z
�����9+�2���,��������������8��+�0����8���,	���+����9+�����+��0��H,����
����/����2���,	����0��<���������������3�(����,	0������,���������Z
��9+8�-���,���,����������	+�,�,���������	������ �� � � � � � 	 ��+�����	���
�+�	����,������,����������� + �� � 	 � � � �-�,�������,�������	���8�	����>�+Z
���	+���������+�����+����0,�+��0����L�-���,8��+��������(" �AIL��
��+�,	����*������������+����j3�����,�	���������,������,��,6��������,8�
,�� 0����+/9� 0��� AL� �6�,� ����+��+��� �	�,���,� ����� �L� -���,3�
�����>�+��� �,���0��������� ����+���,� ��� :���6��0�,�.��������+���
��+���0�����,�8������,�,�/��+����,�2����A�e��6�8�/	,�+�,���	���,�
��+�9�/�+�,���0���	�����,8�1	�����������>�+�����,����3���+����*�+�
������������>�����,�������,����	����,�0���	����,��	��+��������*�Z
��+�����9+�����0��H,���8�,�������>9�	+��,�	�������*��9/����������@,�
��������,��06��90�����2�������9+����������+,��,�9+�2�����������3����
����������0����*������������0��H,����*	�����������>���������+������
�+���0�����9+�2��	�+��*�����9+����������+�.%���+��������2���Z
���+����+H��,�,��	��������/�H*�����+������,�-�,���9/���,3���,�����,�
��,0�+����,��	�,���+�	+����,��+	��9+���������������0����*��������
����0��H,�������:���6��0�,�.��������+�����+����0,�+�8����+����+�����+�
��� �6�� �+� 1	�� ,�� 0���	��� ,	� ,�/��+����9+3� �,��,� ��,	�����,�
,	/����+� 1	�� ����,� 0����,�,� �,�H+8� ��� ��+�,8� ���0������+���
��,���0����,��	��+��������,������������0��H,���3
�,��� �+H��,�,� ���	���� 2� �����	���8� +�,� -�� 0��������� ���+��*�����
����������,����	����,��+����0��H,����1	���,�H+��+��������0����*�����9+�
2�1	��0	���+�0������0����+����	����������*���+�����9+�������,��3����
�,����������+�������,���������9+�+�,�0�������H����+��*�������,�/�+�,�
1	����/	��+��,��,�0����,�,�2�0�,��������+���,	�������>���9+� � � �� ��� � �

4�+�+������0���(��2����,;��+��,.�+����-�.&����8������8����.�
�3��-����A�A�O�

���� . � B� � � �� ��� ��� �� �� ���� � ��� '��� � ���
����� ��'������M�	���,��,2+�-�,��������+��2�+���������N3�
�	�����3��33A3�4����,8��3�2������+�8�$3�3A.�^��+��������+��,��/����Z
+�,� ���9/���,�.�4� ��.���3�A�LQ8�SI���.�"�������(�����.���/�+Z
��+�C� ��� &24.����.�������.�,0�F��.� *�����1i�+*����3���3��

�����������,���������,�����,��-��,������0�����+����,�	�������+�
0��+��,� ,	0������,8� �+� ��+���,��� ��+� ��� 1	�� ,�� ��+���� �+�
�������/�+�,��,3� �����+����+��8� -���,� ��0������� ���0	��*���Z
��9+�2����������>���9+����1	6�����������,�����,��,�+��,��M�	�N����
" � � 5 � � � � �,03�(���SAAB�2�0�,��������+��������,�����+�������/�+�
1	�� ��� ����*���� M � � � " N3� �� 0������ ��� ��,��+��,� �����+���,8� ,�� -��
��<	������� �� �	�� ��� ,6+��,�,� ��� ,�����,�� �	��+��� ���*�<���9+� ���
��+���9/�+���+����+���������,3��+��,��������<��,��-���+��,��/�������
���� ��� �	��� �+� " � � 5 � � � � � ,03� (��� SAAB3� '�+��� ��� ����������
�+>��R����8� ����� ��,� +�����,� ��� ,	� 0�����+��M�������+���� 0���
6+�	+��+H��,�,N�2����,	,����+,���0��,�M0����'.(������0��������2�
�K��+,�9+� ���� �������N� *	���+� ��+���,� �	��+��� ��� *�<���9+� ���
��+���9/�+��1	���+��@�	��,�������+����+�+���9/�+�������+���3����
��,����+��	��+��,�0����+,����9+� 0� � � " � : �1	��,�+���0���,�����������
�+���+�����+�,����>���9*���,���	+����,��,��������������0�����/�+��3�
�����0���	��+���0��,�+��������,�����,��+�����+����,���,�+�����,�
��� ,�����,�3� �,��,� ��,	�����,� �+����+�1	�� �	���+�� ���E���+� ���
,�+��,�,�,�+���+���������<�����,�����,�8�2�1	����0����,���������,�����
��,��+	��9+� ��� ��� �K0��,�9+� ��� �	��� �,�H� �������+���� ��+� ���
*�<���9+����+���9/�+�� ������@,���������/	����9+������,�+�����,� ���
,�����,���+��@�	��,���/�������,3
�0�2����0�����(�2'8�4� �8���"�(8�������'

���� . �A�������"���'�����"�'��'���������$�����+ �
!�����"(��"��'���"�'��������������$������
��"���������"����������LB�3�M�,������+��*��	��+�,��+�
� 	 � ' � /�+�� �-���������� �	�����+,� �+� ���	+��2� /�+�� ��� �������+�
�LB�N3�J ��>�3�"83�"�+�,�������3�2���/�,��3���0������+������
 ����/6�8�4��	�����������+���,8��+����,���������-���3

����������+���LB���,�	+������������+���	2������+�,����������9+�
�,� 0��� ��� *������9+� ��� ��+���,� �9+���,� �+� ��� ������+��
����0��,�H����� ��� ��,� ��������,� ,�+,����,8� 2� 1	�� ��1	����� ��� ���
0����6+��'�+ �0����,	����+,������9+O�+,����9+��+����������+�3����
��0��0���	����������,����������+��,��0����/���������	����,��	���9+�
�����+������,6+��,�,����	+��0����6+������+�	+�����M"�� N8�1	���,�
�+��/���� ��� ������+�3� ��� ����9+�0���������� ��� �,��8�0���6�� ,���
�����+���	+���+�������9+���+�'�+ 8���0����+���������+,������9+O�
�+,����9+��������������+���+����������+�8���0���	+���+�������9+�
����������+�����������+���LB��1	��+�	�����>��,	�����9+3
(�������	�������������+�,������"�� 8�,�������>9��	��/@+�,�,� �� �

� � � � 	 ���+�-����K�����+��2�,����,����+��	����� �	��+��,�0	+�	���,�
1	�� ��,	�����+� �+� 	+��0@������ ��� ��� �+�	+����3� ��,� �	��+��,�
0��,�+����+�	+����������+,����������	+���,��	��������+�+��0���
	+������+���+� ���0�,���9+� AS�MA� �	6�+��N�2�SS�M�� �	��+��,N3� ���
��	����� ��+� ���0�������9+� ��0��9/���� ��� "�� � �,��,� ������,�
�,���6�+�	������,� �+����0�������2���������-@��������+,������+��
��,0��������+��3� ���+��	����>����� ��,� ������,�+�,� ,	/�����	+��
�+�������9+��,0��6*���8�0������1	��,�� �+��,��/9����0�,��������� ���
�+��+����� �	��+��,� ���0�+,������,� �+� '�+ 3� ��� ��,����+� AI�
�	��+��,��+�'�+ �1	�����	0���+�����+�	+����3�������������>���9+�
����,��,��	��+��,�+�,�0�������H���*�+������0�,������+�������9+����
'�+ ���+�"�� 3
4�+�+������0���(��2�����4�����#'�ABBA�AS�2��BB���Q3�J �.�
�����������#'

mailto:fibamdq@infovia.com.ar


76 REUNION IBEROAMERICANA DE BIOQUIMICA, BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOLOGIA CELULAR

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 
región, Chile). Molina. G.1: González, F.1; Cave, R.2; Deglin, M.3; 
Millinarski, A.3, Carvallo P.4. 'Laboratorio de Biología y Genética 
Molecular, laboratorio de Inmunología, 3Departmento de Pedia­
tría, Universidad de Valparaíso; 4 Laboratorio de Genética 
Molecular Humana, Pontificia Universidad Católica de Chile. 
Socio Patrocinante Dra. Pilar Carvallo.

La Fibrosis Quística (FQ) es la enfermedad hereditaria letal más 
frecuente en poblaciones caucásicas. En Chile, se ha estimado una 
incidencia de 1:4000 recién nacidos, basándose en la composición 
étnica. El diagnóstico se efectúa por una concentración de cloro en el 
sudor > 60 Meq/L. Es causada por mutaciones en el gen CFTR, siendo 
la más común AF508. En poblaciones étnicamente similar a la nuestra, 
AF508 es la mutación mas frecuente seguida por G542X. Previamente 
se había reportado en pacientes chilenos, una frecuencia de AF508 
de 29.2 %. Nuestro objetivo es la detección de las mutaciones presentes 
en CFTR, en 14 pacientes con un diagnostico clínico concluyente de 
FQ. Los 14 pacientes presentan cuadros respiratorios recurrentes, 
acompañado mayoritariamente por mala absorción 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 detectó la mutación AF508 en 5 cromosomas y la 
mutación G542X en 2. Esta es la primera vez que se detecta la 
mutación G542X en la población chilena.
Proyecto Apertus.

XIII - 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 pardal GH insensitivity) 'Sioberg. M.. 
'Espinosa, C., 'Dagnino, A., 2Salazar, T., 2Cassorla, F., 2Mericq, V., 
'Carvallo, P. 'Departamento de Biología Celular y Molecular, 
Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile, 
2IDIMI, 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 síndrome de insensibilidad a GH (IGH o síndrome 
de Laron). El síndrome IGH o de Laron es causado por mutaciones, 
que se presentan comúnmente en forma homocigota en el gen GHr. 
Diversos niños presentan una talla baja no patológica, llamada 
idiopática, que podría estar causada por alteraciones menores en la 
GH o su receptor. En este trabajo se analizó de la secuencia codificante 
del gen GHR en 26 pacientes chilenos, con talla baja idiopática, con 
el fin de analizar la presencia de mutaciones. Se extrajo DNA 
genómico 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 polimórficos, uno correspondiente a una 
transición de A-G en la tercera posición del codón 168, en el exón 6, 
presente en 6 pacientes. El segundo corresponde a una transversión 
C-Aen la primera posición del codón 526, en el exón 10, encontrada 
en 13 pacientes. Además se encontró una mutación presente en un 
paciente y en su padre en forma heterocigota, que corresponde a una 
transición C-T en la primera posición del codón 161, en el exón 6. La 
mutación genera un cambio aminoacídico de arginina por cisterna en 
una región del dominio extracelular del receptor que presenta 7 
cisternas. Interesantemente esta mutación 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 (p75NGFR) 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 
Neurobioquímica. Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular. Universidad de Chile.

El síndrome de ovario poliquístico (PCOS) afecta a la mujer 
frecuentemente y está asociado con alteraciones endocrinas y 
anovulación. La administración de valerato de estradiol (EV) en 
ratas produce una condición de ovario poliquístico similar al PCOS 
humano. En este modelo ocurre un aumento en la síntesis y 
liberación de noradrenalina desde los terminales nerviosos 
simpáticos que inervan el ovario y también se producen cambios 
en los niveles ováricoS del factor de crecimiento nervioso (NGF) 
y de su receptor p75NGFR, los que podrían mediar la generación 
de quistes oválicos.
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 expresión de p75NGFR que podrían 
relacionarse con laformación de quistes en ausencia de inervación 
simpática. Encontramos que el tratamiento con GD aumentó el 
contenido de NGF, sin modificar la expresión de p75NGFR. El 
tratamiento con EV disminuyó el contenido de NGF y aumentó 
significativamente la expresión de p75NGFR. El tratamiento con 
GD y EV produjo resultados similares al EV. En conclusión, el 
efecto del EV prima por sobre el efecto de la GD y estaría asociado 
con un aumento temprano en la expresión de p75NGFR, lo cual 
regularía la disminución del NGF y podría comandar la formación 
de quistes ováricos en ausencia de inervación simpática. 
Fondecyt 199-0771, DID Sal 002/2

XIII -  4 ACTIVIDAD METALOPROTEINASICA ANOR­
MAL EN PACIENTES CON PARAPARESIA ESPASTICA 
TROPICAL (Abnormal metaloproteinase activity in patients 
with tropical spastic paraparesis). Vasauez1F. Collados1 L, Kettlun1 
AM, García1 L, Salgado S', Cartier2 L, Valenzuela1 MA. 1 Depto 
Bioquímica y Biología Molecular. Fac. Ciencias Químicas y 
Farmacéuticas. Univ. Chile; 2Depto Ciencias Neurológicas, Fac. 
Medicina. Univ. Chile.

La modificación proteolítica de la superficie neuronal por actividad 
metaloproteinásica de matriz extracelular (MMP) sería relevante 
en la regeneración neuronal. La paraparesia espástica tropical 
(PET) asociada al retrovirus HTLV-1, muestra la degeneración 
axomielínica en los haces corticoespinales de la médula espinal, 
vinculada con la infección de los linfocitos T.
El objetivo del presente trabajo fue comparar el tipo de actividad 
MMP presente en el líquido céfalorraquídeo (LCR) de pacientes 
con PET (23 casos) con controles (23 casos). Esto se realizó 
mediante zimografía para las MMP-2 y MMP-9 e “immuno dot” 
para MMP-3. El posible daño de la barrera hematoencefálica se 
detectó cuantificando la albúmina humana mediante electroforesis 
capilar. A su vez los cambios relativos de los TIMPs (inhibidores 
tisulares de las MMPs) se determinaron mediante “immunowestem 
blot”.
En el LCR de todos los individuos estudiados se detectó MMP-2, 
en cambio sólo en pacientes con PET se observó MMP-9, la que 
mostró diferencias en la intensidad entre pacientes. La presencia 
de MMP-3 en los pacientes con PET fue más evidente, en cambio 
fue difícilmente detectada en los controles. También se observó 
un aumento de los niveles de los TIMPs comparado con los valores 
promedios de los controles.
Financiado por Fondecyt 1000-874.
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XIV - EXPRESION GENICA Y 
TRANSDUCCION DE SEÑALES

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

Examinamos las vías de transducción de señales involucradas en 
la inducción de la expresión de la proteína presináptica SNAP-25, 
utilizando inhibidores selectivos de proteinkinasas. La incubación 
de células cromafines en un medio enriquecido en K+ (38 mM) 
durante 48h aumentó 2.2±0.3% (n=12) la expresión de SNAP-25. 
Esta elevación en los niveles de la proteína fue reducida por los 
inhibidores de la calmodulinkinasa (CaMK), KN62 (lOpM) y 
KN93 (10 (IM) en un 70+9% (n=7) y en un 88+11% (n=5), 
respectivamente. KN92 (1 OpM), análogo inactivo de KN93, inhibió 
en un 29+5% (n=3). Los inhibidores de la proteinkinasa activada 
por mitógenos (MAPK), PD98059 (50pM) y U0126 (10pM), 
también inhibieron el aumento en la expresión de SNAP-25, 
bloqueando por un 45+11% (n=5) y 59+16% (n=4), respectiva­
mente. La incubación de las células en presencia de KN93 (lOpM) 
más U0126 (lOpM), inhibió en un 89+11% (n=4). El aumento en 
los niveles de SNAP-25 inducido por despolarización no fue 
afectado por H-89 (inhibidor de la proteinkinasa A) ni por Gó- 
6976 (inhibidor de la proteinkinasa C). Estos resultados sugieren 
que tanto CaMK como MAPK están involucradas en la inducción 
de la expresión de SNAP-25.

XIV -  2 ACTIVACION DE ERK-2 Y FAK EN 
CARDIOMIOCITOS SOMETIDOS A ESTIRAMIENTO 
MECANICO O TRATADOS CON AGONISTAS HIPER­
TROFICOS. (ActivationofERK-2orFAKinstrain-andhypertrophic 
agonists- treated ventricular myocytes in culture). Meléndez .1. Cam­
pos X, Gálvez A, Lavandera S. Departamento de Bioquímica y 
BiologíaMolecular, Fac. Cs. Químicas y Farmacéuticas, U. de Chile.

Las proteínas kinasas ERK-2 (Extracellular Regulated-Kinase-2) y 
FAK (Focal Adhesión Kinase) son transductores claves en la hiper­
trofia cardiaca inducida por estímulos químicos y/o mecánicos. En 
este trabajo se evaluó el curso temporal de la activación de ERK-2 a 
corto y mediano plazo y su relación con la hipertrofia cardiaca in v itro . 
Además, se determinó si FAK experimenta transactivación por 
agonistas hipertróficos en cardiomiocitos en cultivo. Cardiomiocitos 
neonatos de rata fueron tratados entre 0-120 min. y/o por 24-72h con 
angiotensina II (AII, 1 mM), fenilefrina (10 pM), factor de crecimien­
to análogo a insulina tipo I (IGF-1,100 nM), sometidos a estiramiento 
estático multiaxial (12%) o tratados con un anticuerpo anti pl- 
integrina (lOOpg/ml). Tanto para ERK-2 como para FAK, se deter­
minó el grado de fosforilación porTWB. Para relacionar estos cambios 
con el proceso hipertrófico, se determinaron los niveles proteicos de 
P-MHC. Los resultados mostraron que ERK-2 fue fosforilada tem­
pranamente (5 min.) por todos los estímulos siendo inhibida parcial­
mente por citocalasina-D. Se observó la activación sostenida de ERK- 
2 a las 24 y 48 h. La expresión de P-MHC aumentó con IGF-I a las 
24h y para el resto de los estímulos a las 48h. La activación de ERK- 
2 (24h) fue inhibida por PD-98059(PD, inhibidor de MEK) para todos 
los estímulos, excepto para el estiramiento. La expresión de P-MHC 
(24h) fue atenuada sólo en las células tratadas con PD e IGF-I. La 
acción de genisteina (G, inhibidor de tirosina-kinasas) sólo se observó 
en presencia de IGF-I, AII y el anticuerpo anti p 1-integrina, siendo la 
expresión de P-MHC atenuada sólo en los miocitos tratados con G e 
IGF-I. Todos los estímulos mostraron activación de FAK aunque en 
magnitudes y tiempos distintos.
Se concluye que el estiramiento mecánico multiaxial, y otros agonistas 
hipertróficos, comparten vías transduccionales comunes durante el 
establecimiento de la hipertrofia cardiaca.
Fondecyt 2960046; 1980908

XTV - 3 ANALISIS MEDIANTE MICROARRA YS DE EXPRE­
SION GENICA DIFERENCIAL EN EXPLANTES DE RETI­
NA FETAL HUMANA CULTIVADOS CON DHA. (Microarray 
analysis of differentially expressed genes in human fetal explants 
cultured with DHA) Martínez. J.I.. Uauy R, Rojas C.V. INTA, 
Universidad de Chile. (Patrocinio: Martínez, J)

La deficiencia dietaria de DHA en neonatos produce disminución en 
la agudeza visual y alteraciones electro- retinográficas en los 
fotorreceptores bastones. El DHA y otros ácidos grasos polinsaturados 
modulan la expresión 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 expresión gènica en explantes 
de retina fetal humana. A partir de los mRNAs extraídos de explantes 
cultivados con o sin DHA se sintetizó cDNAs marcados con distin­
tos fluoróforos, que fueron híbridados a los “DNA-microarrays”. La 
expresión gènica diferencial fue determinada de la intensidad relativa 
de los fluoróforos en cada gen del microarray .El nivel de los transcritos 
cambió en 19% de los 2400 genes analizados, de los cuales el 80% 
incrementó su expresión en presencia de DHA. Entre los últimos, se 
encuentran aquellos que codifican enzimas del metabolismo lipidico 
(6-oxidación, elongación, desaturación de ácidos grasos y síntesis de 
colesterol). Entre otros, también aumentaron los transcritos relacio­
nados con síntesis de protaglandinas (inhibidor de la PLA2, 
leukotrieno A-4 hidrolasa, hidroperóxido glutatión peroxidasa) y los 
genes de transducción señales MEK-ERK ( Erk 1, Elk-1).
Los múltiples cambios de expresión gènica podrían explicar los efectos 
del déficit de DHA en la función visual.
Financiamiento: Cátedra Presidencial 1996
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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
RACION DE CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS. 
Henrfquez JP.. Fuentealba L. y Brandan E. Departamento de 
Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. 
Universidad Católica de Chile.

Durante la diferenciación terminal del músculo esquelético, la 
expresión de proteoglicanes de heparán sulfato (PGHSs) -  
componentes esenciales de la matriz extracelular (MEC)- está 
altamente regulada. Más aun, hemos demostrado que ellos 
cumplen una función crítica 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 función. Mediante ensayos de 
o v e r l a y  con [35S]-heparina (análogo de cadenas de HS) 
identificamos un doblete de 33 y 30 kDa (p33/30) en fracciones 
solubles en Tritón X100 y KC1. Ensayos de desplazamiento por 
heparina y de marcación con biotina en células intactas sugieren 
que p33/30 se localiza extracelularmente donde incrementa a 
medida que la diferenciación muscular transcurre. A partir de 
fracciones purificadas y por MALDI-MS y secuenciación N- 
terminal identificamos a p33/30 como histona Hl. Esta histona 
H1 extracelular colocaliza con PGHSs en la MEC pero no en la 
superficie de los miotubos. La cuantificación de fenómenos de 
muerte celular durante la diferenciación de las células C2C12 
sugiere que ellos no darían cuenta de la localización extracelular 
de histona Hl. Ensayos de incorporación de [3H]-timidina 
mostraron que histona H1 promueve la proliferación de mioblastos 
C2C12. Esta es la primera evidencia de un ligando endógeno de 
PGHSs con funciones particulares durante el proceso de 
miogénesis terminal.
(JPH: FONDECYT 2980049,4000024; EB: FONDECYT1990151, 
FONDAP 13980001, MIFAB, Cátedra 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. Salomón, 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 fusión de 
endomembranas cumple un papel fundamental. Entre las proteínas 
que regulan esta fusión se encuentran las Rabs. Las Rabs son una 
familia de proteínas reguladas por GTP y que alternan entre dos 
estados; estado activo, cuando unen GTP y estado inactivo, cuando 
hidrolizan GTP a GDP. Hay varias Rabs ya identificadas en 
compartimientos bien definidos pero muchas otras Rabs tienen 
función aún desconocida, entre ellas Rab22. La sobreexpresión 
transciente de Rab22a en células CHO nos indica que 
GFP.Rab22wt (tipo salvaje) se localiza en la periferia de pequeñas 
y grandes vesículas que colocalizan con endosomas tempranos y 
tardíos mientras que GFP.Rab22Q64L (mutante positiva) se 
encuentra en la periferia de grandes vesículas que colocaliza con 
endosomas tempranos, endosomas tardíos, lisosomas y 
autofagosomas. Por el contrario, GFP.Rab22S19N (mutante 
negativa) se distribuye en forma difusa con poca asociación 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 aparición de vesículas gigantes 
conteniendo GFP.Rab22Q64L y marcadores de la vía endocítica. 
Nuestros resultados indican que rab22 participa activamente en 
el transporte endocítico.

XV -  3 LOCALIZACION DE C O X I E L L A  B U R N E T I I  EN 
COMPARTIMIENTOS INTRACELULARES MARCADOS 
CON PROTEINAS RAB7. ( C o x ie lla  b u r n e ti i Localizes in a 
Rab7-labeled Compartmentl.*Berón. W.. #Rabinovitch, M y 
* Colombo, M.I.. * Instituto de Histología y Embriología, Facultad 
de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, 
Argentina, y # Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal 
de Sao Paulo, Brasil.

C oxie lla  b u rn etii (CB), agente causal de la fiebre Q, es un microorga­
nismo que se replica en la célula huésped formando grandes vacuolas 
con características fagolisosomales. Poco se conoce sobre el tráfico 
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 microscopía óptica se observaron grandes 
vacuolas conteniendo numerosos microorganismos (V-CB). Laforma- 
ción de V-CB se inhibió, en forma reversible, en células tratadas con 
vinblastina, un agente que despolimeriza microtúbulos. Estos resul­
tados sugieren que los microtúbulos son requeridos para la formación 
de las V-CB. Ya que varias GTPasas pequeñas regulan el transporte 
vesicular, estudiamos si Rab5 y Rab7, marcadores de endosomas 
tempranos y tardíos, respectivamente, interaccionan con las V-CB. 
Células infectadas con CB, se infectaron con virus Sindbis 
recombinantes para sobreexpresar proteínas GFP-Rabs. Análisis por 
microscopía de fluorescencia reveló que CB reside en compartimien­
tos tardíos de la vía endocítica marcados con Rab7 cepa salvaje y con 
Ja 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 observó colocalización con 
Rab5 cepa salvaje ni con la mutante dominante negativa Rab5S34N. 
Las V-CB fueron accesibles a Lysotracker, un marcador de compar­
timientos acídicos, y a monodasylcadaverina, un marcador específico 
de autofagolisosomas. Estos resultados sugieren que CB reside en un 
compartimiento acídico con características de endosomas tardíos 
interrelacionados con la vía autofágica.

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 Neurobiología, Departamento de Histología y Embriología, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción, 
Concepción. (Patrocinio: Alejandro Reyes).

En muchos mamíferos, la síntesis de vitamina C ocurre en el hígado, 
por tanto, tej idos que acumulan esta vitamina, como el tejido cerebral, 
deben expresar transportadores de membrana que permitan su capta­
ción. Muchos tipos celulares incorporan la vitamina C en su forma 
oxidada, ácido dehidroascórbico, a través de los transportadores de 
glucosa, mientras que otras células especializadas lo hacen a través de 
transportadores de ascorbato y sodio (SVCT), que permiten la entrada 
de vitamina C reducida al espacio intracelular. A pesar que existen 
evidencias suficientes para señalar que en distintos niveles del Siste­
ma Nervioso Central adulto se expresan estos transportadores, no se 
ha caracterizado su expresión durante el desarrollo cerebral. En esta 
oportunidad realizamos experimentos cinéticos para caracterizar la 
captación de ascorbato en neuronas embrionarias de ratón. Además, 
empleamos estrategias para identificar molecularmente los transpor­
tadores de ascorbato por medio de RT-PCR y análisis de secuencia. 
En cultivos de neuronas embrionarias se observó transporte depen­
diente de sodio de vitamina C reducida. Este transporte fue saturable, 
sensible a la temperatura y consumido por dos componentes de alta 
afinidad, con valores aparentes de Km de 103 pM y menor que 8 pM, 
respectivamente. Uno de los componentes se identificó molecularmente 
como SVCT2. Por consiguiente, queda establecido que en estadios 
tempranos del desarrollo cerebral, las células neuronales adquieren 
capacidad antioxidativa, expresando transportadores de ascorbato y 
sodio.
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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 Gastroenterología, Facultad de Medicina, 
Pontificia Universidad Católica de Chile, Santiago, Chile.

El hígado es un órgano clave en el metabolismo de colesterol y en 
su eliminación a través de la bilis. Aunque el colesterol captado 
desde las lipoproteínas plasmáticas constituye la fuente principal 
de colesterol secretado a la bilis, se desconoce la contribución 
relativa de las diferentes vías de catabolismo hepático de colesterol 
Kpoproteico a la secreción biliar. Dado que la proteína NPC1 juega 
un rol clave en la vía endocítica de captación de colesterol 
lipoproteico en el hígado, el objetivo fue estudiar el metabolismo 
de colesterol y la secreción de lípidos biliares en el modelo murino 
deficiente en NPC 1 (NPC 1 (-/-)).Los ratones NPC 1 (-/-) se alimen­
taron por dos semanas con una dieta control o rica en colesterol, y 
se midió el contenido hepático de colesterol y la secreción de 
lípidos biliares. Resultados: Usando ambas dietas el hígado de los 
ratones NPC1(-/-) contenía más colesterol que los controles. En 
dieta control los ratones NPC1(-/-) mostraron una mayor secre­
ción biliar de colesterol con respecto a los controles. Sin embargo, 
bajo una dieta rica en colesterol los ratones controles incrementaron 
la secreción biliar de colesterol, mientras que los NPC1(-/-) no lo 
hicieron. Conclusión: la expresión hepática de NPC1 es un factor 
importante en la regulación del metabolismo hepático de colesterol 
y la secreción de lípidos biliares.
Financiado por Fondecyt 1000567.

XVI -  4 LA SOBREEXPRESION DE “STEROL CARRIER 
PROTEIN-2” EN EL HIGADO MEDIANTE ADENO VIRUS 
MODIFICA EL METABOLISMO DE LOS ACIDOS 
GRASOS. (Adeno virus-mediated hepatic o verexpression of sterol 
carrier protein-2 leads to modifications in fatty acid metabolism). 
Zanlunuo. S„ Amigo, L., Mendoza, H., Miquel, JF, Rigotti, A., 
Nervi, F. Departamento de Gastroenterología, Facultad de Medi­
cina, Pontificia Universidad Católica de Chile, Santiago, Chile.

Sterol carrier protein-2 (SCP-2) es una proteína que tiene la 
capacidad de unir con alta afinidad distintos tipos de lipidos. 
Aunque se ha demostrado que SCP-2 tiene un sitio de unión para 
ácidos grasos no se sabe si participa en el transporte y metabolismo 
de los mismos. Nuestro objetivo fue caracterizar la función de 
SCP-2 en el metabolismo hepático de ácidos grasos in v iv o . Se 
obtuvo sobreexpresión hepática 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.ElA).
La sobreexpresión de SCP-2 disminuyó en un 60% la neosíntesis 
hepática de ácidos grasos lo que se correlacionó con una 
disminución de un 75% en el contenido hepático de triglicéridos. 
Consistente con la inhibición de la síntesis de ácidos grasos y 
triglicéridos, en los ratones infectados con Ad.rSCP2 comparados 
con los infectados con Ad.ElA., se redujo en un 63% la secreción 
hepática de triglicéridos asociados a VLDL y en un 50% los niveles 
de los transcritos de ApoB, la apolipoproteína más importante de 
las VLDL.
Nuestros resultados indican que SCP-2 juega un rol importante en 
el metabolismo de ácidos grasos y triglicéridos, y en la síntesis de 
lipoproteínas hepáticas in  vivo .
Financiado por proyectos Fondecyt 1000739 y 1000567.

XVI -  5 IMPORTANCIA DE LA ADRENAL SOBRE LA 
REGULACION DE USS-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 Regulación Hormonal y 
Metabólica. CONICET. UBA.

La 1 lB-hidroxiesteroidedehidrogenasa2(HSD2)renalmetaboliza 
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 
glándula adrenal media este aumento. Cuatro grupos de ratas: 
Adrenalectomizadas (ADX) básales, operación simulada (Sham) 
básales, ADX con estrés producido por canulación de estómago 
(ADX + sonda) o por sobrecarga con 10 mi de C1H 200mM (ADX 
+ C1H). Para actividad incubamos microsomas renales 10 min a 
37C con corticosterona tritiada y fría y NAD+. Para abundancia 
utilizamos la técnica de Westem-blot con la fracción microsomal. 
Resultados: Cinética enzimática: Vmax: Sham básales 10.2 +/- 
0,8; ADX 7.9 +/-0,9; ADX + sonda 16.6 +/- 0.6*** y ADX + C1H 
6.6 +/-1.1, pmoles/min/mg proteínas (***p < 0,001 versus ADX). 
No se observaron modificaciones significativas en el Km. Abun­
dancia: No se observaron diferencias significativas entre los 
grupos estudiados.
Conclusión: La adrenal mediaría la activación de la HSD2 produ­
cida por la acidosis pero no la producida por el estrés de la 
canulación

XVI -  6 INHIBICION DE LA RESPIRACION POR ESTERES 
DEL ACIDO 2,6-DIH ID RO XI-4-CA RBO XIFEN O - 
XIACETICO (DIHICARFACET) Y SU PAPEL EN LA RES­
TAURACION DE LA SENSIBILIDAD A DROGAS EN EL 
CARCINOM A M ULTIRRESISTENTE TA3-M TX-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. 
•L Griñó, B., Gajardo, P., Pavani, M., Guerrero, A., Repetto, Y., 
*Cordano, G., *Rivera, E., *Muñoz, S. y *Medina, J. Prog. de 
Farmacología Molecular y Clínica, ICBM, Facultad de Medicina 
y *Depto. de Química Orgánica, Facultad de Ciencias Químicas y 
Farmacéuticas, Universidad de Chile.

El ácido gálico es citotóxico selectivo sobre una gran variedad de 
células cancerosas. Esta propiedad aumenta con la lipofilicidad de 
la molécula. Por lo cual, a partir de él, se sintetizó el ácido 
DIHICARFACET, del cual se obtuvieron diésteres con alcoholes 
de 3 y 4 átomos de C.
Se estudió sus efectos sobre la respiración y el crecimiento celular 
en cultivos del carcinoma TA3 y de la línea multirresistente TA3- 
MTX-R. La respiración fue inhibida debido al bloqueo del flujo de 
electrones, principalmente, a nivel del Complejo III de la cadena 
respiratoria; con lo cual, la generación del potencial de 
transmenbrana fue interrumpida y la síntesis de ATP estaría 
también inhibida. El grado de inhibición (IC50: 0,1-0,5 mM), si 
bien fue mayor al aumentar el tamaño del alcohol, fue muy similar 
en ambos tumores. Estos hechos explicarían la disminución del 
crecimiento tumoral. Al ser combinados con 5-flúoruracilo o 
vinblastina, este efecto fue sinergista y la línea TA3-MTX-R fue 
nuevamente sensible.
Financiamiento: FONDECYT N° 1981066
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)� ,��%(���������	�� 	����	��	��������	�����  
�����	����������	@����%������/	��%��	� (Study 
of molecular machinery involved in recycling from phagosomes) 
Damiani. MT. Colombo M.I. - Laboratorio de Biología Celular 
y Molecular-IHEM-CONICET FCM-UNCuyo-Mendoza-Argen­
tina.

La fagocitosis es el mecanismo utilizado por las células para 
internalizar rápida y específicamente partículas de gran tamaño 
(microorganismos). Los fagosomas tempranos son estructuras 
dinámicas que intercambian material con otros compartimientos 
tales como endosomas, el trans-Golgi y la membrana plasmática 
a través de eventos de fusión y de la formación de vesículas de 
reciclaje. Los mecanismos moleculares involucrados en la for­
mación de vesículas de reciclaje desde el compartimento 
fagosomal no están claramente dilucidados. El tratamiento con 
wortmanina, un inhibidor de la PI-3 kinasa disminuyó la 
internalización y el reciclaje del marcador fagocítico. Resultados 
similares se obtuvieron con Fluoruro de Aluminio, compuesto 
que activa la forma GDP de proteínas G heterotriméricas, indi­
cando que moléculas involucradas en mecanismos de traducción 
de señales regularían dicho proceso. La participación del 
citoesqueleto en el transporte de vesículas de reciclaje se estudió 
con agentes que interfieren con la polimerización de microtúbulos 
(nocodazol, colchicina y vinblastina). El reciclaje desde el 
fagosoma no fue significativamente modificado por la presencia 
de estos inhibidores sugiriendo que los microtúbulos no estarían 
involucrados en este proceso. Estos resultados concuerdan con 
reportes previos que señalan que nocodazol, si bien altera la 
distribución intracelular de los endosomas no modifica el reciclaje 
de transferrina, sugiriendo que el reciclaje desde el comparti­
miento endosomal y del fagosomal serían regulados por una 
maquinaria molecular semejante.

2 - �	�	�(���9	����� �� ���	��9	����� ��� ����  
����	�*�%	��	@������(	�(�%� (Caracterization and in 
vivo localization of Rab4wt and m u La rus).Cordero. J. y Colombo, 
M.I. IHEM-CONICET , Facultad de Cs. Médicas, U.N.C, 
Mendoza. Argentina.

Rab4 es un miembro de la familia de proteínas Rab involucradas 
en el transporte mediado por vesículas. Trabajos previos indican 
que Rab4 colocaliza con el receptor de transferrina en 
compartimentos endocíticos tempranos, regulando el reciclaje 
de dicho receptor desde el compartimiento endosomal a la 
membrana plasmática. Se generaron la mutante activa, Rab4Q67L, 
y la inactiva Rab4S22N, como proteínas de fusión con la proteína 
verde fluorescente (GFP) observando en células vivas su locali­
zación por microscopía de fluorescencia. GFP-Rab4 cepa salvaje 
se localizó en vesículas cercanas a la membrana plasmática y en 
la región perinuclear con alto grado de colocalización con el 
marcador de endosomas tempranos dextrano-rodamina, 
internalizado por endocitosis. Rab4Q67L se distribuyó mayor­
mente en la región perinuclar y sólo se observó colocalización 
con dextrano-rodamina en aquellas estructuras vesiculares cer­
canas al núcleo. En cambio, la mutante Rab4S22N se concentró 
en la región perinuclear con escasa colocalización con dextrano- 
rodamina.
Por otro lado se estudió la función de Rab4 en la endocitosis y 
reciclaje de transferrina en células TRV-b 1 que sobreexpresan el 
receptor de transferrina humano. La sobreexpresión de Rab4 
cepa salvaje y de la mutante S22N inhibió el reciclaje de tranferrina 
a la membrana plasmática respecto a las células control. En 
cambio la mutante activa Q67L aumentó significativamente el 
reciclaje del receptor de transferrina.
Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de Rab4 altera 
morfológica y funcionalmente el centro de reciclaje perinuclear.

3 - 	�",����%��	����� ��� �	�8� "��� �	� (�7��	  
�7�%���� P. AERUGINOSA�	/��(	��	�������(�%�%
(ADP-ribosylation of Rab5 by ExoS of P . a e r u g in o s a  Affects 
Endocytosis)1 Barbiéri. A. 1 Sha, Q .2 Bette-Bobillo, P. 1 Stahl, 
P. D. y 2 Vidal, M.. 1 Cell Biology and Physiology, Washington 
University School of Medicine, St. Louis, MO, USA 2 CNRS, 
Université Montpellier II, Montpellier, France.

P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  exoenzyme S (ExoS) is an ADP- 
ribosyltransferase that modifies low-molecular weight GTPases. 
Ras ADP-ribosylation by ExoS has been shown to occur in  v itr o  
and in  v iv o , 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 on its cellular function, 
i. e. regulation of early endocytic events. Co-culture of CHO cells 
with P. a e r u g in o s a  induced a marked decrease in horseradish 
peroxidase (HRP) uptake compared to non-infected cells, while 
co-culture with a P. a e r u g in o s a  mutant strain that fails to 
produce ExoS did not lead to any change in HRP uptake. 
Microinjection of recombinant ExoS into X e n o p u s  oocytes 
induced strong inhibition of basal HRP uptake by oocytes. 
Moreover, co-inj ection 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 oocytes 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.

*� ,� � � � � � � �� �� � ( � � ��� � 	 � � �� � "	 � 	 � �	  
�7���(�%�%� 	���%��	�� ��� �%"���	(�9����%  
2��	��%�"����	����9	��%� (Calcium requirement in 
acrosomal exocytosis in permeabilized human spermatozoa) De 
Blas G. Michaut M y Mayorga L. Lab. de Biología Celular y 
Molecular. IHEM-CONI-CET. Fac. de Ciencias Médicas. Univ. 
Nac. de Cuyo.

Durante la reacción acrosómica, paso fundamental en la fecun­
dación en mamíferos, la membrana plasmática del espermato­
zoide se fusiona en múltiples puntos con la membrana acrosomal 
externa, con posterior vesiculización y exposición del conteni­
do acrosomal. Esta exocitosis regulada puede desencadenarse 
provocando un aumento de calcio citoplasmático con el agrega­
do de ionóforos específicos. En espermatozoides 
permeabilizados hemos observado que concentraciones 
micromolares de calcio libre inducen la exocitosis del gránulo 
acrosómico. Bario y estroncio provocaron también la exocitosis, 
pero a concentraciones próximas a 1 mM. La reacción es tam­
bién inducida por el agregado de Rab3A recombinante activado 
(una GTPasa monomérica presente en el acrosoma). En este úl­
timo caso no se requiere el agregado de calcio. Rab3A indujo 
secreción acrosomal aún en la presencia de 10 mM EGTA o 5 
mM BAPTA sugiriendo que calcio no es requerido luego de la 
activación de Rab3A. Sin embargo, agregado del ionóforo 
A23187, que permitió la salida del calcio contenido en el 
acrosoma, inhibió completamente la exocitosis inducida por 
Rab3A. Estos resultados sugieren que calcio es requerido lue­
go de la activación de Rab3A, y que probablemente el mismo 
sea aportado localmente desde el acrosoma por la apertura de 
canales ubicados en la membrana de este gránulo secretorio.
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5 - IDENTIFICACION DE UNA PROTEINA RECONOCI­
DA POR 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*. Gómez KA*, Coutelier J-P# , 
Retegui LA. *IQUIFIB (UBA-CONICET), Facultad de Farma­
cia y Bioquímica, Buenos Aires, y #Unit of Experimental Medi­
cine. Université Catholique de Louvain, Brussels, Belgium.

Se ha demostrado que la infección de ratones con el MHV-A59 
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-A59 existían autoanticuerpos (autoAb) que 
reconocían una proteína de aproximadamente 40kDa presente 
en hígado y riñón. La proteína fue purificada e identificada como 
la fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH), la última enzima 
involucrada en el catabolismo de tirosina. A pesar de la presen­
cia de los autoAb, los ratones no manifestaron síntomas de 
tirosinemia, ya que los niveles plasmáticos de aminoácidos fue­
ron similares en los animales controles e infectados.
Se determinó que los autoAb anti-FAH correspondían a dife­
rentes subclases de Ig, y que su presencia no se correlacionaba 
con una concentración elevada de Ig sérica, lo cual permite des­
cartar la activación policlonal inespecífica de células B como 
responsable del proceso autoinmune. Además, experimentos de 
competición en el western-blot indicaron que los autoAb esta­
ban dirigidos contra un epitope críptico de la proteína.
Se concluye que la inducción de autoinmunidad se debería a la 
similitud entre la FAH y alguna de las proteínas virales.

6 - EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE INTERFERON- 
<x2b Y FLAVONOIDES EN UNA LINEA DE CELULAS 
TUMORALES (Antiproliferative effect of interferon-a2b and 
flavonoids on a human tumour celi line) Blank . V.: Poli, C.; 
Marder, M.; Roguin, L. IQUIFIB (UBA-CONICET), Facultad 
de Farmacia y Bioquímica. Buenos Aires, Argentina.

Los interferones (IFN) constituyen una familia de proteínas que 
se caracterizan por ejercer actividades antiviral, antiproliferativa 
e inmunomodulatoria. En un trabajo previo mostramos que el 
IFN-a2b inhibe la proliferación de una línea de células prove­
nientes de un carcinoma cervical humano (WISH). Puesto que 
también se ha demostrado la acción 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 más efectivos fueron la 2'-nitroflavona y la 
2',6-dinitroflavona, con DE50 aprox. 3 pM, mientras que el 
flavonoide natural crisina mostró una DE50 50 pM. Cuando la 
acción de cada uno de estos compuestos se evaluó en presencia 
de una concentración subóptima de IFN-ot2b, se obtuvo una 
mayor actividad antiproliferativa equivalente a la suma de los 
efectos de los componentes individuales. Sin embargo, ninguno 
de los flavonoides inhibió la unión de [125I]IFN-ot2b a recepto­
res de células WISH, sugiriendo que actúan por un mecanismo 
distinto al utilizado por el IFN.
Los resultados obtenidos demuestran una mayor eficiencia bio­
lógica de los flavonoides en combinación con el IFN-a2b, y 
sugieren que la presencia de un grupo N 02 en la posición 2' 
sería importante para ejercer un efecto citostàtico.

7 - ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL FACTOR ESTI­
MULANTE DE COLONIAS DE GRANULOCITOS CON 
SUS RECEPTORES MEDIANTE EL 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 
Bioquímica y #BIOSIDUS S.A. Buenos Aires, Argentina.

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es 
una glicoproteina de 174 aminoácidos que estimula la prolifera­
ción y diferenciación de precursores neutrófilos. Con el propó­
sito de caracterizar su interacción con receptores, se utilizaron 
dos anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-hG-CSF, denomi­
nados 6E3 y 8C2. Ensayos de ELISA de competición indicaron 
que los dos mAbs reconocieron al hG-CSF nativo, aunque sólo 
el mAb 8C2 detectó a la proteina reducida y bloqueada. Mien­
tras el mAb 6E3 inhibió la proliferación inducida por hG-CSF 
de células NFS-60 (leucemia mieloide murina), el mAb 8C2 no 
produjo ningún efecto. Además, sólo el [l25I]mAb 8C2 recono­
ció al hG-CSF previamente unido a receptores de membranas 
celulares. Para identificar los epitopes reconocidos por los mAbs, 
se realizaron digestiones proteolíticas del hG-CSF con distintas 
endoproteinasas: Arg-C, Glu-C, quimotripsina y tripsina. La 
inmunorreactividad de los péptidós obtenidos se analizó por 
Western Blot. La secuencia de aminoácidos de algunos de estos 
fragmentos se determinó por degradación de Edman. Los resul­
tados indicaron que el mAb 6E3 reconoció un epitope 
conformacional localizado en la región 1-122/123 del hG-CSF 
y probablemente involucrado en el dominio de unión a recepto­
res. Por otro lado, el mAb 8C2 estaría dirigido contra un epitope 
lineal, comprendido entre los aminoácidos 41-58 de la citoquina, 
que queda expuesto luego de la unión 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 Bioquímica. Buenos Aires. Argentina.

Han sido determinados los aminoácidos involucrados en la unión 
de la hormona de crecimiento humana (hGH) al PRLR, mien­
tras que los dominios de unión de otras hormonas lactogénicas, 
tales como la prolactina ovina (oPRL) y el lactógeno placentario 
humano (hPL), aún no han sido identificados. Como la hGH, la 
oPRL y el hPL compiten entre sí por la unión 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 hígado de rata) y, como 
reactivo biológico, un anticuerpo monoclonal (Mab R7B4) que 
reconoce un epitope del PRLR parcialmente solapado con el 
sitio de unión de la hGH.
El Mab R7B4 inhibió la unión de la 125I-hGH a microsomas de 
hígado de rata, pero no afectó la de la 125I-oPRL y la del 125I- 
hPL, lo cual sugiere que el sitio al que se unen estas dos hormo­
nas coincide sólo en parte con el correspondiente a la hGH. Por 
otro lado, el Mab inhibió de la misma forma la unión de la hGH 
y de la oPRL a los receptores presentes en las células Nb2, pero 
no afectó la del hPL, lo cual indica que en estos receptores los 
sitios de unión de la hGH y de la oPRL serían idénticos y distin­
tos al del hPL.
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)&� ,� �7 " � �%�� � � � �/ � � � � � �	 � � ��� �� 	
� � �� � " � � ( � �� 	 � � � � � � �� � � ( � � � � � '  = �
" ) � � " )  +  (Differential expression of an oviductal 
glycoprotein from ' � � 	 � � � � � � � � 1 :  Martelotto. L.. Cabrera, R., 
Arranz, S. y Cabada, M. - División Biología del Desarrollo, IBR- 
CONICET. Universidad Nacional de Rosario. Argentina.

L-HGP es una glicoproteína de cubierta gelatinosa de ovocitos 
de ' � � 	 � � � � � � � � 1  que se. sintetiza y es secretada a la luz del 
oviducto a medida que éstos recorren este conducto antes de ser 
fecundados. Ensayos � � � � � � � 	  demostraron que L-HGP previene 
la ruptura del acrosoma de espermatozoides homólogos permi­
tiendo que reaccionen en las cercanías de la cubierta vitelina. 
Hemos determinado, por western blot, que L-HGP está presente 
tanto en extractos como en secreciones de distintas porciones del 
oviducto y no en otros órganos o tejidos. Por otra parte, L-HGP 
sintetizada en la primera porción del oviducto posee una diferen­
cia en su peso molecular con respecto al resto sugiriendo que la 
proteína que está en contacto con la cubierta vitelina posee 
dominios distintos. La deglicosilación de L-HGP purificada a 
partir de secreciones de las distintas porciones mostró en todos 
los casos una doble banda en SDS-PAGE pero de movilidades 
diferentes en la primera porción. Estudios deinmunohistoquímica 
convalidaron los estudios realizados por western-blot y mostra­
ron que aún en oviductos no estimulados L-HGP está presente en 
la región apical de las células secretoras. La secuenciación de dos 
péptidos internos permitió realizar una búsqueda por homología 
en bancos de datos. La homología mayor encontrada es con una 
fosfoinositol polifosfato fosfatasa putativa de 
� � � �4 	 � � � � � � � 	 1 � � � � �� 	 1 5 � �

14 - �	� �����	����� ���� ]��3Î _� ��� ��(�����(�%  
"��� )-)8,�%(�	����� ��"���	� ��	%� ��� ��/��@�  
��/����(�%�	��	%�������38C�2D3�&����	�"	�(���"	?
�������� "��(���	%� ��� � ����	�	� ���	����	?
�	%����������� (Regulation of [Ca2+]¡ in enterocytes by 17B- 
estradiol involves influx pathways different than l,25(OH)2D3 
and thè participation of ER-related membrane proteins). Picotto. 
G.. Rossi A., Russo de Boland, A. y Boland, R. Dpto. de 
Biología, Bioquímicay Farmacia. Universidad Nacional del Sur. 
San Juan 670, Bahía Blanca 8000, Argentina.

Previamente demostramos que el 176-estradiol, análogamente al 
l,25(OH)2D3, incrementa rápidamente la concentración de cal­
cio intracelular ([Ca2+]¡) en enterocitos de rata, estimulando 
según un perfil bifásico las vías de liberación de Ca2+ de depósi­
tos intracelulares y de influjo del catión del medio extracelular. 
En el presente estudio el análisis espectrofluorimétrico de los 
cambios en [Ca2+]1 inducidos por ambos esteroides en presencia 
de inhibidores selectivos (neomicina, U-73122, nitrendipina, 
EGTA, La3+, Ni2+) y en el quenching de fluorescencia de Fura 2 
por ingreso de Mn2+, reveló que el 176-estradiol, a diferencia del 
1,25(OH)2� � � además de activar canales sensibles a 
dihidropiridinas, aumenta el influjo de Ca2+ via canales SOC 
(acoplados a la depleción de los reservorios intracelulares). De 
acuerdo con estas observaciones, la adición simultánea o 
secuencial de las dos hormonas a los enterocitos mostró acciones 
aditivas (+60%) sobre la fase de influjo. El análisis por Western 
blot utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra el 
receptor clásico de estradiol (ER) demostró la presencia de 
proteínas inmunoreactivas en membranas microsomales con 
peso molecular correspondientes al ER (67 kDa) y otras de 
menor tamaño (57-11 kDa). El uso de derivados de 176-estradiol 
ligados covalentemente a BSA indujo un incremento de [Ca2+]i 
similar al de la hormona libre, lo que sugiere la partipación de una 
o más de estas macromoléculas en los efectos no genómicos 
inducidos por el estrògeno en enterocitos de rata.

)8� ,� �� � � � "� � 	 � �� � � ��� ��� "� � �� � � � � 	 �(�,  
����	���������%"��%(	�	��	�	����9�	����(�	�%?
"��(	������"�%��	���������	%0� (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 Tecnología, Universidad Nacional 
de Quilmes (UNQ), Saenz Peña 180, Bernai 1876, Buenos Ai­
res, Argentina. elromero@unq.edu.ar

Describiremos parte de la optimización 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 sólidos. La estrategia comprende la 
derivatización de un extremo no reductor del ácido (2(8 
polisiálico (APS), para unirlo covalentemente a fosfatidileta- 
nolamina por medio de una técnica modificada para evitar la 
autodegradación del APS, en el medio -cido de las aminaciones 
reductivas tradicionales. Los pasos de derivatización y conju­
gación fueron las siguientes: 1) APS + I04Na(generación de un 
aldehido en el extremo terminal del APS= AL-APS, 2) + NaAs02 
(eliminación del exceso de I04Na, 3) ALP-APS + DPPE + 
(CH30)3NaBH (conjugación por aminación reductiva a pH 7,4: 
APS-PDDE, 4) aislamiento y detección del conjugado por 
eluciçin en columna C18 y corrida en geles de tricina 16°T3°C, 
5) cosolubilización de APS-DPPE, eggPC y colesterol para ge­
nerar liposomas derivatizados, 6) comparación de la relación 
proteínas plasmáticas adsorbidas/llpidos de membrana entre 
liposomas derivatizados y sin derivatizar. Los resultados indi­
caron que: a) es posible derivatizar APS por aminación reductiva 
modificada sin reducir sustancialmente su longitud ((10 KD) y 
b) los liposomas derivatizados poseen una relación protelna 
plasmáticas adsorbidas/lípidos tan baja como la de los peguilados 
(Stealth():(10 g/mol, lo que hace a estas vesículas aptas para 
extravasar hacia masas tumorales sólidas.

)N� ,� ��� ��38C�2D3�&� ������� �	� (�	�%���	����� 	  
� ����	�	� ���� ���� ��� �����	%� ��%���	��%  
�%�����(��	%� C��38C�2D�&� induces translocation to the 
membrane of the VDR in skeletal muscle cells). D.A. Capiati*1. 
M.T. Tellez Iñónf y R. Boland*. * Depto. de Biología, Bioquímica 
y Farmacia, Universidad Nacional del Sur. Bahía Blanca, Argen­
tina. f Instituto de Investigaciones en Ingeniería Genética y 
Biología Molecular, CONICET. Buenos Aires, Argentina.

El l,25(OH)2-vitamina D [l,25(OH)2D3] ejerce su acción a 
través de un mecanismo nuclear mediado por receptor (VDR), 
similar al de otras hormonas esteroideas, y un modo de acción 
rápido, no-genómico, que conduce a la activación de vías de 
transducción de señales al igual que hormonas peptídicas. Esto 
último sugiere la existencia de un receptor para el l,25(OH)2D3 
en la membrana plasmática, que aun no ha sido identificado. El 
músculo esquelético es blanco de las acciones genómicas y no 
genómicas del l,25(OH)2D3. En el presente trabajo, se trataron 
cultivos de células musculares esqueléticas de embrión de pollo 
con 1 nM l,25(OH)2D3 durante tiempos cortos (1-10 min), 
seguido de fraccionamiento subcelular. Cada una de las fraccio­
nes obtenidas se analizó por Western blot utilizando un anticuer­
po monoclonal dirigido contra el VDR. Se observó que la 
hormona induce la translocación del VDR desde el núcleo a la 
fracción de membranas. Esta relocalización es bloqueada por 
genisteína (100 pM), herbimicina (5 pM) y colchicina (1-50 
pM), implicando la participación de quinasas de tirosina y el 
transporte a través de microtúbulos en el mecanismo de 
translocación del receptor. Por otra parte, el tratamiento con 
l,25(OH)2D3 aumenta la fracción de VDR fosforilado en resi­
duos tirosina en la fracción nuclear, sugiriendo la activación 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 acción no- 
genómico del l,25(OH)2D3 (v.g. interacción VDR-TRP en la 
regulación del influjo SOC por la hormona; Santillán et al., 
SAIBBM, 2000).

mailto:elromero@unq.edu.ar
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17 - EVIDENCIAS INMUNOQUIMICAS Y MOLECULARES 
DE UNA PROTEINA LIGADORA DE la,25(OH)2-VITAMI-
NA D3 EN S O L A N U M  G L A U C O P H Y L L U M . (Molecular and 
inmunochemical evidence on the existence of a la,25(OH)2D3 
binding protein in S o la n u m  g la u c o p h y llu m ). Milanesi.L., Monje, P. 
y Boland, R. Depto. de Biología, Bioquímica y Farmacia. Univer­
sidad Nacional del Sur. (8000) Bahía Blanca, Argentina.

Se han detectado derivados de vitamina D3 en varias plantas 
superiores, entre las cuales la especie S o la n u m  g la u c o p h y llu m  
<S.g.) tiene la capacidad de sintetizar cantidades apreciables de 
la,25(OH)2 D3. Se desconoce la función que cumple elmetabolito 
en los sistemas vegetales. En las células blanco de los vertebrados 
el la,25(OH)2D3 se liga a su receptor intracelular específico 
(VDR), el complejo se transloca al núcleo donde se une a secuen­
cias específicas del ADN regulando la expresión génica. Con el 
objeto de investigar la presencia en S .g . de una proteína con 
características semejantes al VDR se realizaron ensayos de ligado 
competitivo en suspensiones celulares utilizando 
[H3] 1oc,25(OH)2D3 como radioligando; el ligado no específico se 
determinó en presencia de un exceso de la,25(OH)2D3, detectán­
dose un 43% de desplazamiento que correspondió al ligado 
específico. Estudios de inmunoblot empleando un anticuerpo 
monoclonal dirigido contra el dominio de unión 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 
órganos y cultivos de callos de S .g . Cuando se utilizó un buffer de 
alta fuerza iónica para la extracción proteica se logró aumentar 
notablemente las señales obtenidas con ambos anticuerpos lo que 
sugiere que dichas proteínas están asociadas a una estructura 
celular. Estos resultados también se observaron en otras tres 
solanáceas (L . e s c u le n tu m , N . g la u c a  y N. ta b a c u m ). Se diseñaron 
primers para amplificar la región de ligado al ADN; los mismos 
fueron usados en ensayos de PCR a partir de cDNA de callos 
obteniéndose dos bandas del tamaño esperado.

18 - l,25(OH)2-VITAMINA I), ESTIMULA EN OSTEO- 
BLASTOS EL INFLUJO SOC MEDIADO POR PROTEI­
NAS TRP3 (l,25-(OH),-vitamin D3stimulates in osteoblasts 
SOC influx mediated by TRP3 proteins). Baldi C.. Vázquez G. 
y Boland R. Laboratorio de Química Biológica, Dpto. de Biolo­
gía, Bioquímica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur, San 
Juan 670 (8000) Bahía Blanca, Argentina.

En osteoblastos la,25-dihidroxi-vitamina-D3 (1,25-D3) induce una 
respuesta rápida y bifásica en Ca2+ intracelular ([Ca2+l¡j que implica 
activación de PLC, liberación de Ca2+ de depósitos IP3-sensibles e 
influjo del catión desde el medio externo a través de canales voltaje- 
dependientes. En varios tipos celulares la depleción de Ca2+ de 
depósitos internos resulta en la activación de canales de Ca2+ de 
membrana denominados SOC, constituidos, a menos en parte, por 
proteínas TRP. En este trabajo se presentan estudios funcionales y 
moleculares realizados a fin de establecer si canales SOC contribu­
yen al influjo de Ca2+ dependiente de 1,25-D3 en osteoblastos. El 
tratamiento de células osteoblásticas de rata (ROS 17/2,8)con 1,25- 
D3 en medio libre de Ca2+ indujo un aumento rápido y transiente en 
[Ca2+]1 correspondiente a la fase IP3-dependiente de la respuesta al 
esferoide; la readición de Ca2+ al medio resultó en un incremento 
rápido de [Ca2+], evidenciando la existencia de influjo tipo SOC; 
dicho influjo fue permeable a Mn2+ (SOCMn), insensible a nifedipina 
y verapamil y bloqueado por Gd3+. Mediante RT-PCR se amplifica­
ron fragmentos de 220 bp y 440 bp con una homología superior al 
90% respecto a la proteína TRP3 humana. En células microinyectadas 
con un pool de oligonucleótidos antisentido dirigidos contra el 
RNAm de TRP3 humano, se redujo significativamente (60%) el 
influjo SOCMn dependiente de 1,25-D3 respecto a células control. En 
invertebrados TRP forma complejos multiproteicos interactuando 
con la proteína adaptadora INAD. Por RT-PCR se obtuvo un 
fragmento homólogo a INAD humana. Estos resultados indican la 
existencia de una proteína TRP3 involucrada en influjo SOC 
modulado por 1,25-D3 en osteoblastos y sugieren que la misma 
podría encontrarse asociada a un homólogo de INAD formando 
estructuras supramoleculares de señalización.

19 - PROTEINAS TRP QUE FORMAN COMPLEJOS CON 
EL RECEPTOR DE VITAMINA D MEDIAN EL INFLUJO 
SOC INDUCIDO POR l,25(OH)2-VITAMINA D3 EN CE­
LULAS MUSCULARES (TRP proteins which associate with 
the vitamin D receptor medíate SOC influx induced by 1,25(OH)2- 
vitamin D3 in muscle cells). Santillán G.. Vázquez G. y Boland 
R. Laboratorio de Química Biológica, Dpto. de Biología, 
Bioquímica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur, San Juan 
670 (8000) Bahía Blanca, Argentina.

En células musculares esqueléticas de ave (G a llu s  ga llu s ) el la,25- 
dihidroxi-vitamina-D3 (1,25-D3) estimula la entrada de Ca2+ a tra­
vés de canales dependientes de voltaje y canales operados por 
movilización de Ca2+ de depósitos internos (canales SOC). Exis­
ten evidencias indicando que los canales SOC de mamíferos es­
tán constituidos, al menos en parte, por proteínas de la familia 
TRP. Su regulación involucra complejos supramoleculares de se­
ñalización. Se investigó la participación de proteínas TRP y su 
asociación al VDR (Vitamin D Receptor) en la modulación del 
influjo SOC por 1,25-D3 en cultivos de células musculares de pollo. 
El immunoblotting de proteínas de lisados celulares empleando 
un anticuerpo específico contra una secuencia peptídica altamen­
te conservada en la familia TRP, mostró una única banda de 76 
kDa, la cual coinmunoprecipitó con el VDR bajo condiciones no 
denaturalizantes, sugiriendo una asociación entre ambas proteí­
nas. Paralelamente, la microinyección de células con un 
oligonucleótido antisentido dirigido contra una región altamente 
conservada del mRNA de TRP de mamíferos cuyo producto de 
traducción contiene la secuencia de aminoácidos correspondien­
te al epitope del anticuerpo empleado en el immunoblotting, re­
dujo significativamente (60%) el influjo SOC dependiente de 1,25- 
D3 respecto a células microinyectadas con oligonucleótidos 
“sense” y “scrambled”. Mediante RT-PCR utilizando primers con 
ambigüedades diseñados sobre la base de secuencias de 
nucleótidos altamente conservadas en TRP de mamíferos, se am­
plificaron fragmentos de 220 bp y 450 bp, cuya secuenciación 
mostró una alta homología (>95%) con proteínas TRP. Estos re­
sultados no sólo demuestran la participación funcional de proteí­
nas TRP en el influjo SOC inducido por 1,25-D3 en células mus­
culares de ave, sino que constituyen además la primer evidencia 
molecular sugiriendo la existencia de estas proteínas en músculo 
esquelético y su asociación al VDR.

20 - INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR 
MEDIANTE LA MODULACION DE LOS NIVELES DE 
PEROXIDO DE HIDROGENO (Inhibition of cell proliferation 
by modulating hvdroeen peroxide levelsJ. Policastro. L„ Molinari. 
B., Larcher, F.*, Durán, H. Comisión Nacional de Energía 
Atómica, Buenos Aires, Argentina y *Centro de Investigaciones 
Energéticas y Medioambientales, Madrid, España.

En trabajos previos hemos demostrado un desbalance en el 
sistema antioxidante en función del grado de malignidad en 
líneas celulares tumorales de ratón y la inhibición de la prolife­
ración compensando este desbalance mediante la disminución 
exógena de los niveles de H20 2. El objetivo de este trabajo es 
estudiar la regulación de la proliferación por H20 2 en células 
normales y tumorales de diferentes orígenes tisulares y de 
diferentes especies y evaluar si la modulación de los niveles de 
H20 2 inhibe el crecimiento tumoral in  v iv o  en modelos experi­
mentales. Se determinó la producción de H20 2 mediante el 
ensayo de escopoletina y se demostró un aumento significativo 
de los niveles de H20 2 en función de la malignidad, siendo la 
producción 4 veces mayor en las células tumorales humanas con 
respecto a su contraparte normal. Se evaluó la proliferación en 
células tratadas con catalasa y se demostró una significativa 
inhibición dependiente de la dosis. En los animales con tumores 
experimentales tratados durante un mes con catalasa se demostró 
una inhibición total del crecimiento de los tumores. Se puede 
concluir que el H20 2 participa de un mecanismo general que 
controla la actividad proliferativa de las células. Por otro lado, 
estos resultados abren la posibilidad de evaluar la utilización de 
compuestos capaces de disminuir los niveles intracelulares de 
peróxido de hidrógeno, como terapias antioxidantes.
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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.1; Goldszmid, S.R. 12; Wainstok, R.2 
; Mordoh, J �O" 1 5 	 � �� � � 	 � � � � � 	 � � � �5 � � � � 	 � � �2 � � �1 � � � � _‘Institu- 
to Leloir IIB-BA Fundación Campomar,2Dpto. Qca. Biológica 
FCEyN.UBA

Las vacunas antitumorales autólogas son usualmente poco efica­
ces por la baja inmunogenicidad de los antígenos asociados a 
tumor e insuficiente captación de las células tumorales (CT) por 
células presentadoras de antígeno (APC). Para incrementar di­
cha captación se podrían opsonizar las CT con IgG específicas 
para permitir la unión 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 -3gaip 1 -4GlcNAc-R 
(a-gal) presente en mamíferos no primates y otros organismos, 
pero ausente en el hombre (falta de al-3galactosiltransferasa). 
Para incorporar a-gal a CT, opsonizarlas con Ac anti-Gal y 
cargar APC �� � � � � � 	 3  se fusionaron glóbulos rojos de conejo 
(GRc) (fuente de a-gal), con células IIB-MEL-J, B16F1 y MCF- 
7. Se analizó la incorporación de a-gal a las membranas con 
lectina BSI-FITC, y la opsonización con suero humano (FACS). 
La relación CT:GRc 1:20-1:30 resultó óptima, con >50% de 
células con a-gal en “parches” de membrana o GRc fusionados 
enteros (m icroscopía confocal). Los híbridos fueron 
eficientemente opsonizados con suero humano, hecho que favo­
reció la captación de los mismos en cocultivos con APC. Estas 
evidencias indicarían que la incorporación del epitope a-gal 
podría ser explotado para la generación 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 DIETARIADE PROTEINAS. (Both activity and 
content of mouse liver catalase decrease during dietary protein 
depletion). Ronchi VP. Conde RD, Sanllorenti PM. Instituto de 
Investigaciones Biológicas, FCEN, UNMdP. CC 1245,7600 Mar 
del Plata, Argentina. pronchi@mdp.edu.ar. Patrocinios: UNMDP 
y CONICET.

Anteriormente hemos examinado la regulación del contenido 
de proteínas hepáticas relacionadas con el estrés oxidativo du­
rante el suministro de dietas aproteicas o suplementadas con 
aminoácidos. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto 
de la privación dietaria de proteínas y aminoácidos 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 días con dietas: normal (23% caseína), sin proteínas o dietas 
suplementadas con diferentes aminoácidos. Luego se determi­
nó la actividad y el contenido (mediante “western-blot”) de CAT 
en el citosol hepático. El suministro de una dieta aproteica cau­
só una disminución del 90% en el contenido y actividad de CAT, 
en ambos sexos. Este efecto fue atenuado parcialmente al admi­
nistrar dietas sin proteínas suplementadas con aminoácidos esen­
ciales, metionina, treonina o cisterna. Con el objeto de incluir a 
la CAT dentro del mapa bidimensional de proteínas afectadas 
por la dieta sin proteínas, se realizaron “western-blots” de geles 
2D correspondientes a citosoles de animales normales y alimen­
tados con la dieta sin proteínas. 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 integraría el conjunto de proteínas vincula­
das con el estrés oxidativo cuyo contenido es regulado por la 
dieta aproteica, el efecto causado sobre ella por los aminoácidos 
esenciales, metionina, treonina y cisterna es diferente al que pro­
vocan sobre las glutation transferasas y la anhidrasa carbónica 
III.

27 - EXPRESION DE LA RECOMBINASA CRE EN NEU­
RONAS CATECOLAM INERGICAS DE RATONES 
TRANSGENICOS (Expression of Cre Recombinase in 
Catecholaminergic Neurons of Transgenic Mice) Gelman DM. 
Noain D, Falzone TL, Avale ME, Cerdán MG y Rubinstein M. 
INGEBI, CONICET - Depto. Ciencias Biológicas, 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, la ingesta, el ciclo sueño/vigilia, la atención, 
la motivación y el desarrollo de procesos cognitivos. Ambas 
catecolaminas son sintetizadas a partir de la conversión inicial de 
tìrosina a L-DOPA por la enzima tirosina hidroxilasa (TH). Para 
caracterizar la función específica de proteínas 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 imitantes portadores de alelos nulos. Otras proteínas que se 
expresan ubicuamente, como el Nurrl y la parkina, y que parecen 
cumplir un papel clave en el desarrollo y la diferenciación de neu­
ronas catecolaminérgicas sólo puden ser estudiados en ratones donde 
las mutaciones nulas están 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 análisis 
inmunhistológico realizado en secciones sagitales y coronales de 
ratones transgénicos reveló la presencia de un alto número de célu­
las con núcleos positivos para Cre en la sustantia nigra, área 
tegmental ventral, locus coeruleus y diversos núcleos hipotalámicos 
donde se expresa normalmente TH. La utilización de dos 
cromógenos diferentes permitió corroborar la colocalización de 
immunorreactividad de Cre y TH en estos núcleos. 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 deberían expresar lacZ en todas sus células ex­
cepto en donde se expresa Cre que deberían ser positivas para AP. 
El ánalisis de estos animales está en progreso y los resultados serán 
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.; Rüttler 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 óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS) en células cultivadas de músculo liso 
vascular (cMLV) aórticas de ratas espontámente hipertensas en el 
estadio precoz del ascenso de la presión arterial (pSHR) (4 
semanas; PA: 137±3mmHg) y en estadio de hipertensión estable­
cida (SHR) (12 semanas; PA:183±3mmHg), y sus respectivos 
controles normotensos (pW; PA: 116±3mmHg; p<0.01 y W; PA: 
U4±3 mmHg; p<0.001), n=6 todos los grupos. En cultivos de 
cMLV obtenidas de aorta torácica por digestión enzimàtica, entre 
pasajes 4 a 8, se indujo la expresión 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 determinó la concentración de nitritos (Griess - :mol/ 
:gprot) en el medio de cultivo y la actividad de iNOS (Bredt) en el 
lisado de células por conversión de [3H]-L-arginina en [3H]- 
citrulina (dpm/:gprot/min) Los datos (media±SEM) 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* 627±56 174±10**
INOS 510±54 109±31** 537±37 357±60*
Los cambios en la generación de óxido nítrico por la iNOS de 
cMLV aparecen desde la etapa precoz del desarrollo de la 
hipertensión y podrían participar en la génesis de la alteración 
vascular asociada a esta patología.

mailto:pronchi@mdp.edu.ar
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��,����,��,�	�����,�������+,0��������+�����+�������+�����������,�
-	��+�,� �+�����,8� �+��@�	��,�%�.I�8�2� �+���,6�	��,� ,������,� ���
������+�,� ��� ����������,� -	��+�,8� ��� ����+����9+� +������ ��
�+�������3� �+� �,��,� ,�,����,8� ��� ���+,0����� ��� +�����+������ �,�
,��	�����8���+�	+� �����+���� I��"8�2�+���,� �*�������0��
,	,�����,� M�./�	��,�8� �.��,�K�/�	��,�8� �.�.�����/�	��,�N� ��
�+-�������,� M��������,�+�� 8�*������+�8� /�+�,��6+�8���������+�N� ���
$��'A3�(��������0����8��	+1	��+�����+��������,0��>9������+����
���0�������������������,�+�� �	+������$��'A� �+�������+�,����
����������,�-	��+�,8�*	���+��0�>����0����+�������+-�����9+�0���	Z
�����0��� ��������,�+�� � �+� �+,�2�,�������+,0����� ���-�K�,�,� �+�
�@�	��,��+�����,3
�	�,���,� ����,� ��+*����+� 1	�� +�����+������ ,�� 	+�� �� � � � � � 	 � ���
���+,0�����������/�	��,��$��'�A8�0����+���0�2�+������+��0���1	��
$��'A� ������6��������+,0�����*�������������+�����+������ �� �� �� 	 � �
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37 - �/��(�� ��� ��������� ���	���%(����	���  
�	��	I�FP,	("	%	����(�@�����	%���	��� (non genomic 
effect of aldosterone on Na+,K+-ATPasa in vascular tissue). 
Hitschfeld,C.; Alzamora, R. y Marusic E. T.. Laboratorio de 
Fisiología Celular y Molecular, Facultad de Medicina, Universidad 
de Los Andes.(Patrocinio: A. Morello)

Es conocido que aldosterona tiene un efecto genómico en el 
transporte de sodio y potasio en tejidos epiteliales que involucra 
diversos canales iónicos y enzimas. De éstas la que presenta un rol 
regulatorio primordial en la homeostasis es la Na+,K+-ATPasa. 
Recientemente se han descrito efectos rápidos de aldosterona 
sobre el calcio citosólico y el intercambiador Na+/H+. El objetivo 
del presente trabajo fue investigar si la aldosterona ejercía efectos 
no genómicos sobre la Na+,K+-ATPasa del tejido vascular. La 
actividad de la Na+,K+-ATPasa se midió por captación de *Rb7K+ 
sensible a ouabaína en anillos aórticos de rata.
Los resultados indican que aldosterona (10 nM) disminuye la 
actividad de la enzima con un efecto máximo a los 20 min, 
controles: 143.8±5,4 aldosterona:88,2±2,8 nmol K7min/g de teji­
do (p<0.001, n=20); retomando la actividad ATPásica a los 
valores controles a los 120 min. El efecto inhibitorio fue bloquea­
do por espironolactona (10 |iM), antagonista clásico del receptor 
mineralocorticoídeo. Actinomicina D(5|I.M) y Cicloheximida 
(100pM) no modificaron el efecto observado a los 20 min. 
Rapamicina(15|lM),un estabilizador del complejo ligando-recep­
tor suprimió el efecto de aldosterona, lo mismo ocurre con 
Colchicina( 100pM), la que impide el transporte de vesículas en el 
citoesqueleto.
Estos resultados indican que aldosterona, en una primera etapa, 
inhibe actividad de la Na+,K+-ATPasa en vasos sanguíneos a través 
de un mecanismo no genómico en el que estaría involucrado algún 
componente del receptor citosólico. Probablemente aldosterona 
induce la internalización de alguna isoforma de la enzima. (MED 
007/2000 UANDES)

&.� ,��	I��FI,	("	%	����(�@�����	%���	��2��	��+  
����(�/��	���������	%��%�/���	%����/��(����  
	�� �%(��� �	� ��� �	� 	�(�� �� 	 � � (Na+, K+-ATPase 
isoforms identification in vascular human tissue and regulation 
by aldosterone) Cabello. C.: González, M.; Marusic E. T. 
Laboratorio de Fisiología Celular y Molecular, Facultad de 
Medicina, Universidad de Los Andes. (Patrocinio: J. Puente).

La Na+, K+-ATPasa es una proteína integral de membrana 
constituida principalmente por la subunidad catalítica alfa (a) y 
la subunidad de anclaje beta (P), encontrándose en algunos tejidos 
una tercera subunidad denominada gamma (y) cuya función no 
está clara. Se han identificado tres isoformas �  y tres isoformas 
p, cuyo patrón de expresión 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. Además se investigó el efecto de aldosterona en la 
actividad de la Na+, K+-ATPasa.
Mediante TR-PCR se logró identificar la presencia de los mARN 
específicos de las isoformas a b �� � a 3, p3 y p3 en arteria uterina. 
En arteria coriónica no se encontró a 3. Las isoformas p2 y y están 
ausentes en ambos tejidos.
El efecto de aldosterona en la actividad de la bomba de Na se 
midió por captación de 86Rb+/K+ sensible a ouabaína. Los 
resultados muestran que aldosterona (10 nM) aumenta la actividad 
de la bomba de Na en 74,7 ± 3.8 H  (n = 13, P<0.0001) respecto al 
grupo control a las 18 hrs en explantes de anillos arteriales. 
Además, mediante Northern blot se observó que aldosterona afectó 
la expresión de a,.
Los resultados indican que la expresión de isoformas de Na+, K+- 
ATPasa es dependiente de la etapa de desarrollo en el músculo 
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 acción de la hormona conlleva un aumento en la expresión 
de la isoforma a,.

/	��	������	
&;� ,� "��/��� ��/�	�	(����� ��� �	���/	��%� �7?
"� �%(�%� 	 � � � 	 � � �� � � 	@� � � � � � �� �� � �%� ��  
� �( � ( � 7 �� 	%0� (Inflammatory pattern of exposed 
macrophages to cadmium on non-cytotoxic conditions.) Ramirez. 
PC . & Giménez, MS.Laboratorio de Bioquímica 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 fisiología y metabolis­
mo de los seres vivos mediante su capacidad para inducir estrés 
oxidativo. Su relación con el proceso inflamatorio, observado 
en pacientes crónicamente expuestos, y su significado biológi­
co son escasamente conocidos. Se estudió el efecto de la expo­
sición al cadmio 0 �� �� ��� 	 :  bajo condiciones no citotóxicas (CNC, 
dosis < 20pM Cd+2, durante 18 hs de cultivo) sobre el perfil 
inflamatorio de los macrófagos peritoneales residentes de ratón 
(MPR). Se observó una disminución en la captación de ácido 
araquidónico (AA) la cual es restaurada en células pre-incuba- 
das durante 6 hs con glutatión reducido. La exposición al cadmio 
bajo CNC induce liberación de AA y la síntesis de la principales 
especies reactivas del oxígeno (ERO, anión superóxido y 
peróxido de hidrógeno). Además la exposición al cadmio pro­
dujo efectos diferenciales sobre estos parámetros inducidos por 
agonistas de la liberación de AA en MPR: a) antagoniza el efec­
to de lipopolisacarido bacteriano y b) sinergiza el efecto de áci­
do okadaico y zimosan opsonizado. Además, bajo CNC se de­
muestra la relación dosis-respuesta y el paralelismo entre el ni­
vel de lipoperoxidación (TBARS), liberación de AA, inducción 
de la expresión de la isoforma inducible de la ciclooxigenasa 
tipo -2 y síntesis de PGE2. La exposición al cadmio bajo CNC 
incrementa la biodisponibilidad celular de AA mediados por 
cambios redox e induce un perfil inflamatorio en MPR.

*'� ,� � / � �(�%� ��� � 	 � � �� � %� �� � � ��� � 	 � 	 � � �  
� �� �7� ��� � 	 � � � / 	 � �%0� �%(� � ��%� IN VITRO
(Cadmium effects on redox balance in macrophages. &� � � ��� 	  
studies). Ramirez. P C . & Giménez, MS. Laboratorio de 
Bioquímica 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 evalúa el efecto de exposiciones al 
cadmio bajo condiciones no citotóxicas (CNC) y citotóxicas (CC) 
sobre el balance redox y sus principales consecuencias sobre 
los macrofagos peritoneales residentes (MPR) de ratón. Bajo 
CNC (<20pM Cd+2, 18 hs de incubación) se observó: a) un in­
cremento (P<0.05) dosis dependiente en la producción de espe­
cies reactivas del oxígeno (ERO, anión superóxido, peróxido de 
hidrógeno y radical hidroxilo); b) un incremento en el conteni­
do de glutatión (GSH) y metalotioneinas (MT); c) la actividad 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, manganeso-superóxido 
dismutasa y selenio-glutatión peroxidasa incrementó mientras 
que el resto de las enzimas antioxidantes no fueron modifica­
das; d) incrementó el nivel de lipoperoxidación (TBARS); e) 
inducción del daño apoptótico dosis dependiente del DNA (TU­
NEL); f) no afectó el sistema de reparación del DNA (Ensayo 
cometa); g) inhibió la actividad ATPasa; h) incrementó 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 reparación 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 
según las condiciones de exposición, manifestado por daño en 
componentes de membrana y del material genético. Además, el 
proceso de apoptosis ocurre solo en exposiciones bajo CNC.
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41 - CITOTOXICIDAD E INDUCCION DE APOPTOSIS�
POR TOXINAS EXTRACELULARES DE C L O S T R I D I U M �
S E P T I C U M �EN LINFOCITOS Y MACROFAGOS DE RA­
TON. M������K����2� �+�� �0�0��,�,� �+�	����+� *��� �K�������	����
��K�+,� �*� C lo s t r id u m  s e p t i c u m � �+� ��	,�� �2�0-��2��� �+��
�����0-�/�N� ����+�,3� �;� $	������>8� "C� ������>8�C"�����8�C�
�����F�,'�2� ���*�+�+�� ���$	>��+��3� �����"���������/6���+�Z
���,����������+��������+��	�,3��-����	���2�(��������:S�����+�
�	�,8��$��'���� �����i	+,�3��	3��

C lo s tr id u m  s e p tic u m ��,��/�+�����	,���������/�+/��+��+�����	�H�����
1	���*�������+������-������������������,�,��+�����,8���+�	+������
6+����� ��� ����������3� (���	��� 	+�� �K���K�+�� ��+� ����������
-����6����8�*������������0����3� �����+���,������+��,����	�,Z
���+� 1	�� �,��,� ��K�+�,� ,�+� ��0���,� ��� 0���	���� ���������+�,�
���*��9/���,�2����1	6����,��+��@�	��,����+��,� ��+,�,��+��,���+�
�0�0��,�,3� ��� ��<������ ��� �,��� �����<�� *	�� �,�	����� ��� �*�����
�������9K�����+���+*�����,�2�����9*�/�,� ������9+� 2����0��,�+����
��� ����+�,��� �0�0�9����� �+� ,����+���+��,� ��� �3� s e p t ic u m �
�'��� �I�I3� ��,� ,����+���+��,� *	���+� ����+���,� �+� ,�,�����
����-8��+���+�����+�,� �+���9����,8��+�*�,����/��6����������6�3�3�
�����������������	����*	���	�+��*������ �����+������	���9+�����
��������� "''� 3� ��� �������+9� �0�0��,�,� 0��� �������*���,�,� �+�
/���,�����/���,�����A3Qj�0�������K������9+�������3�����*��������
�����+��+�����9+�,���,�	��9���0���+���,����+���+��,���+��+���Z
��,�2� ���	���,�MA;A� -�,������	��9+� A;:��N3�3��,�,����+�+��+��,�
��� C. se p tic u m ���,	�����+���+�������,��H,��9K���,�0��������9*�/�,�
1	��0������+*�����,�3����+�������� �0�0��,�,� �,�	����������+������
��� ��+��+�����9+� ���� ,����+���+��8� 1	�� ,�� �����+��9� 0��� 	+�
�+�����+��� ���������+��� 0��0�����+��� �� ��� ��+��+�����9+� ����
��,��3�����H,���,���,	�����,�����+���,��	�,���+� 	+� �	��+���
,�,��+�����������0�0��,�,��+�*	+��9+���������0�3

L�� .� ESTUDIO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE�
SOBRENADANTES DE C L O S T R I D I U M  C H A U V O E I . .
M��	�2� �*� 0������2���� �������2� �*� C l o s t r i d i u m  c h a u v o e i �
,	0�����+�,N�$	������>3"3� ����+�,8�3� "�����3"3� �����F�,8�'�2�
���*�+�+�����$	>�H+��� �����"���������/6�3��+����,�����3���Z
���+��������+��	�,3��-����	���2�(����+������+��	�,�:S�����Z
$��'������K� /	�i	+,�3��	3��

C lo s tr id u m  c h a u v e i��,�����/�+�����	,�����������+�-���+*��������
�������1	���*��������/�+��������+��2����+�3��,����������/�+�,Z
���0�,���	+�����+�,����+��,�����,�,�����0��� �����,� �K���K�+�,�
1	������H,�0��,�+��+�	+���������0��������+�	+�0���������3� ���
-�� �+*������� 1	�� �����,�,� 0�����,�,� 0	���+� 0������0��� �+� ���
0���/@+�,�,� ��� �������/�+�,��,� 1	�� 0��,�+��+� 	+� �������
�+��,���� 3� ��+� ��� ��<���� ��� �������+��� ���������� 0������6�����
�K������	���� ��� �3� c h a u v o e i� ,�� �����>���+� �,�	���,� ��0���+���
,����+���+��,������	��������� �����0�� C. c h a u v o e i� �'���A��B�8�
����+���,��+�,�,���������-���<����+�����+�,��+���9����,8��+�*�,��
��/��6����������6�3� ���������������,��+��6�����*	���������+������
��*���+��,�0%�2���+��+������+�,���������8���0���+����>���,��+��
�����,	,�����3� ����HK���������������+>��H�����MQ3�������^AN�*	��
����+������0%�S3L�8��	+����+��+�����9+����Q��"���������� 3����
�+���>���+���,�0��*���,����0�����,�,��K������	����,��+���+�/���,�
���0�������������� ��0�������>���,���+�/�����+�8���,	���>�+������
���������������+���>�+�,������,33���� ���+��*�����+���+�����+��,�
�+���+�����+�,���,+��	����>�+��,8��+�	+���+/�����("��0���+������
������S��5��8�,��+�����,������+���0�,�������	������������2���
�+��+,����� 2��+���+�����+�,���,+��	����>�+��,�2� ���	�����,M�M�.�
�����0�����+��N� ��+,������+� ,	� ���������� ��,� ��� ��2��� 0�,��
�����	���3� �,��� �,� ��� 0������ �+*����� ��+��� ,�� �������+�� ���
0��,�+���� ��� 0�����,�,� �K������	����,� �+� ,����+���+��,� ��� �3�
c h a u v o e i.

L�� .� FLAVONOIDES Y EL SNC. ESTUDIOS DE MODE­
LADO MOLECULAR Y ANALISIS QSAR. (Flavonoids�
and the CNS. Molecular modelingstudies and QSAR analysis).
"�����8�"3�;��,��E3$3;�n� �	+�� ��+�-8��3C��&����8�%3C_��7�,�U,5�8�
�3C�� "���+�8� =3� %3C�� (�����+�8� �3� �3�� b�+,���	��� ��� !	6����� 2�
4�,���1	6����� ���9/���,8�4��	��������4��������2� ��1	6����8�
�+����,����� ���  	�+�,� � ���,.� � � �� � '8� � �/�+��+�C�
���!�����.��0������+������!	6�����2�̂ !	6�����"�����+��8�
4��	�����������+���,��K����,8��+����,����������+���������(����8�
��� (����8� ��/�+��+�C� ww�+,���	��� ���  ����/6�� � ��	���� 2�
��	�����+���,8�4��	����� ��� "�����+�8� �+����,����� ���  	�+�,�
����,C���/�+��+�3

���0	�,��,���+���*���+��,��,��	��	��,8��	�-�,��������,�������0��
��+>����>�06+���8�,�+�������,��+����6*���,��+�������	����9+����
����+,�����8����,�����9+8������+�	�,�9+8����-�0+�,�,�2���,��,����,�
��+@,���,3��,��,����0	�,��,�0�,��+�������*�+�����0�����,�,����,�
��� 	+�9+���� ��+>����>�0�+�,� M,	. �DN� ���� ���0��<�� ����0����
$� ��3� ��,	�����,� ����+���,� �+� +	�,���,� �����������,� -�+�
,�F����������K�,��+�������	+�/�	0��������0	�,��,�+��	����,�2O��
,�+�@����,8�lo s  f la v o n o id e s , ���+�0��0������,������/�+��,�0������,�
,	. �D,3��������������*�����9*���O����0��������,	. �D,��H,�
���0����� (D r u g  D e s. D e v .� ABB:8� A�8� AB�N���,��������,���1	���Z
���+��,� �,��	��	����,� 1	�� ����� 0�,���� 	+� ��/�+��� 0����
�+��������+�����+����-������0���3��+��,��������<��0��,�+����,�	+�
+	��������������*�����9*����1	����*�+����,���������6,����,�1	��
����� 0�,���� 	+� ��/�+��� 0���� 	+��,�� ��� ,����� ��� ��,� *����+�,8�
�������+������+����,	. �D,3��,����������,����,���+��,�	���,����
,	0��0�,���9+����A���*����+����,8�+��	����,���,�+�@����,8���+����
���>�0�+� M	+����+>��6�>�0�+�� ��H,���N3� �+H��,�,� !���� ��� ��,�
0��H�����,�1	����,�����+� ��� �+�������9+�0������,�*����+�,�I8�^.�
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*;� ,� �7���� ��(����� ��� 2��	��� %�����	��	��  
���� 2�����+� ����(	�����%� ��� �	� ��(������
POR EPR.(Nitric oxide in iron overloaded livers: limitations 
ofEPR detectionl Aimú. L.: Galleano, M.; Borroni, M.V.; Svartz, 
A.; Guerschberg, L. y Puntando, S. Fisicoquímica-PRALIB 
(CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad 
de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.

Se estudiaron los niveles de óxido nítrico (NO) en hígado de 
rata sometidas a sobrecarga de hierro (200 mg/kg) con y sin 
administración simultánea de LPS (lipopolisacárido de E. c o tí) .  
NO fue detectado por EPR, utilizando dietilditiocarbamato como 
atrapador. El tratamiento con LPS durante 5 h incrementó los 
niveles de NO detectado con respecto a los valores controles 
(5.1±0.6 UA y 0.5±0.2 UA respectivamente) y la administra­
ción previa de L-NAME previno dicha respuesta (0.8±0.4 UA). 
En animales tratados con LPS y simultáneamente con hierro 
dextrán (Fe) se observó un significativo incremento (122%) en 
los niveles de NO detectados en hígado con respecto al grupo 
tratado sólo LPS, que no fue reflejado por los niveles de NOy y 
NO, en plasma. La actividad de NOsintasa en homogeneizado 
de hígados controles y tratados con Fe (sin LPS) no mostró di­
ferencias significativas (285+40 y 283+17 pmol/min/mg tejido, 
respectivamente), sugiriendo que la suplementación con Fe no 
modificó la actividad de la enzima. La incubación de hígados 
provenientes de animales controles y sobrecargados con Fe con 
una fuente generadora constante de NO (lmM SNAP) generó 
una velocidad de producción del complejo DETC2-Fe-NO 
significamente distinta. Estos resultados sugieren que los nive­
les de Fe endógeno afectan la cinética de detección de NO por 
EPR utilizando DETC como atrapador. Esta interferencia limita 
la utilidad de la metodología a situaciones en las cuales los ni­
veles de hierro de las muestras permanecen constantes. 
Financiado por TWAS, ANPCyT y Universidad de Bs. As.
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"� � � 2 �7	 � � � � � � � � � � � �0� (Hexachlorobenzene- 
induced changes in brown adipose tissue proteins 
phosphorylation). Demarco. I.: Randi A.; Alvarez, L.; Kleiman 
D.. Dpto. de Bioquímica Humana, Facultad de Medicina, UBA. 
Patrocinante: Universidad de Buenos Aires.

El hexaclorobenceno (HCB) es un persistente contaminante 
ambiental lipofílico, que produce disfunciones endocrinas, 
porfiria y cáncer en animales de experimentación. Previamente 
demostramos sus efectos sobre la función y fosforilación de 
proteínas hepáticas, así como alteraciones en la lipogénesis en 
tejido adiposo marrón (TAM).
Nuestro objetivo fué investigar efectos dependientes del tiempo 
(4, 7, 15 y 30 días) y de la dosis del HCB, administrado in  v iv o  
a ratas hembras Wistar, sobre la fosforilación de proteínas de 
sobrenadante de 8500xg de TAM, en presencia y ausencia de 
ortovanadato. Las fosfoproteínas se analizaron por SDS-PAGE 
y autorradiografía. Resultados: Se observó un efecto bifásico del 
HCB en la fosforilación de proteínas con aumento en las bandas 
de 53,47 y 70 kD a los 7 días, disminuyendo hasta los 30 días. 
El ortovanadato estimuló la fosforilación de la banda de 47 kD. 
La curva de dosis ( 25, 50 y 100 g/lOOg p.c.) a 7 días, mostró 
aumento en la fosforilación de proteínas de 93 y 53 kD, y 
disminución de 43 kD, a la dosis máxima. En la curva de dosis 
(1, 10 y 100 mg/lOOg p.c.) en intoxicación aguda (1 día), 
disminuyó la fosforilación de 43 y 33 kD. Las alteraciones 
observadas por HCB, en la fosforilación de proteínas, en trata­
mientos agudos y crónicos, sugieren que proteínas quinasas y 
fosfatasas estarían involucradas en el mecanismo de acción del 
HCB en el TAM.

8)� ,� �	���(�7��	����� ������	� ���� �	����� ��?
������	��7"��%�������(������	%	����"��%(	?
(	%� ��� �	(	%� (Chronic intoxication of Cadmium induce 
expression of telomerase in rat prostate). Alvarez SM. Giménez 
MS. Bioquímica 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 extensión de 
repeticiones teloméricas por lo que es muy importante en la 
protección y replicación de los cromosomas. Es una transcriptasa 
reversa que en células somáticas normales tiene una baja o 
indetectable expresión pero que está aumentada en la mayoría de 
la células con procesos neoplásicos. 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 intoxicación con 
cadmio produce variaciones en la expresión de telomerasa en las 
próstatas 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 intoxicación crónica con Cadmio bajo la 
forma de CdCl2 en el agua de bebida durante 3 meses, a las Co se 
les administró agua sin Cadmio. Fueron sacrificadas por decapi­
tación, se extrajo inmediatamente las próstatas que fueron con­
geladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -70°C hasta su 
procesamiento. Las muestras fueron homogeneizadas y el ex­
tracto de proteínas obtenido fue sometido a la técnica de TRAP 
(Telomerase Repeat Amplification Protocol) para detectar la 
expresión de la enzima. Se observó una mayor expresión de la 
telomerasa en las muestras de próstatas sometidas a la intoxica­
ción con Cadmio. El cadmio estimula la expresión de la 
telomerasa, lo que podría proporcionar un nuevo mecanismo 
para explicar la citotoxicidad de este elemento en la próstata de 
rata.
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"�	���(	�2��	�	0� (Heptachlor and o,p’ DDT effects on 
phophoinositides metabolism and signal transduction in human 
platelets and placenta). Souz.a. M. S.1 MoyaG12, Magnarelli G 12 
y D’Angelo A.M.11 :LIBIQUIMA. Neuquén. 2: Carrera de Me­
dicina. Cipolletti. U.N. Comahue, Argentina, e-mail: 
libiqma@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
tación y vida silvestre; sin embargo, la información 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 señalización relacionados con fosfoinosítidos. 
Para ello se utilizaron dos sistemas involucrados en la viabilidad 
y el desarrollo fetal: placentas a término y plaquetas.
En homogenato de placentas se observó un aumento significati­
vo respecto al control en la incorporación de PIP2, PIP y PI para 
el tratamiento con concentraciones de 10'5 M de Heptacloro y 
o.p’DDT (95, 145 y 106 % ; 71, 117 y 92% respectivamente), 
resultados que sugieren efecto sobre el metabolismo de un 
precursor común.
La incubación de plaquetas con 105 M de Heptacloro resultó en 
un aumento significativo respecto al control del 35% en la 
incorporación basal de PIP2, sin afectar el de PIP y PI, probable­
mente por alteración del recambio del grupo fosfomonoéster. En 
cambio, la duplicación de la marca en PIP2 después de la 
activación por Trombina, indicaría efecto sobre la actividad de 
de PLCp , y alteración de la reactividad plaquetaria.

mailto:libiqma@uncoma.edu.ar
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60,� � �������%�����"(���%�	(3����	����(��%��	  
��� ��� ��� ��%	������� ���� ��E��0� (Role of AT2 
Angiotensin II receptors on kidney development) Sánchez1, S.I., 
Fuentes1, L.B., Seltzer2. A.M.. Ciuffo1. G.M. ‘Bioquímica Avan- 
zada. Area de Biología Molecular. Facultad de Química, 
Bioquímica 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 AT2, se expresan en edad temprana en el feto. Sin embargo, 
receptores del subtipo AT, presentan un patrón especial, con 
niveles altos de expresión en feto y pronta desaparición después 
del nacimiento, sugiriendo un rol de los mismos en la 
organogénesis. Los receptores del subtipo AT2 inducen la 
defosforilación de proteínas 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 preñadas durante la última semana de gestación 
con diferentes agonistas y antagonistas de receptores de Ang II. 
Estudios de autoradiografía permitieron identificar la localiza­
ción de receptores en cortes de riñón de ratas recién nacidas y de 
ocho días provenientes de madres tratadas. Es de destacar que el 
tratamiento de la madre con el antagonista AT2, PD123319 
previene la expresión de receptores del subtipo AT, y la progre­
sión de los glomérulos a estadios III y IV en la región juxtamedular. 
Estos estudios indican que las sustancias atraviesan la barrera 
placentaria y sugieren un papel importante de los receptores del 
subtipo AT2 en el desarrollo ontogénico del riñón.

61 - � � � %�� � � � � � � � � � "	 � 	 � �	� %� � � � �� 	 �  
�	(	��(��	�����	�"F	�%���7"��%	����� 	�� ��?
(������	����	�	����	�%0� (A second gene for the PKA 
catalytic subunit is normaly expressed in C a n d id a  a lb ic a n s ) .  
Castilla. R.. Zelada, A., Passeron, S., Giasson, L. y Cantore M. 
L., Facultad de Agronomía, Cátedra de Microbiología, IBYF 
(CONICET), Universidad Laval, Quebec, Canadá. Subencionado 
por: UBA, CONICET, ANPCyT, Fundación Antorchas.

Hemos demostrado con anterioridad que la presencia de la PKA 
activa es esencial en el proceso de diferenciación del hongo C. 
a lb ic a n s . Una cepa mutante obtenida por knock out del gen 
TPK2 (codifica para la subunidad catalítica de la PKA) es viable 
y presenta una germinación que aunque disminuida es estimula­
da por AMPc, dbAMPc, glucagon y hCG y es bloqueada por 
inhibidores de la PKA (PKI y H89); estos resultados indican que 
una actividad de PKA sigue jugando un rol decisivo en el proceso 
de diferenciación del hongo. El proyecto genoma de C. a lb ic a n s  
reveló un gen para otra putativa isoforma de PKA designada 
TPK1. La expresión de esta isoforma en la mutante tpk2 podría 
explicar los resultados indicados mas arriba. Se investigó enton­
ces la existencia de esta segunda actividad PKA y la expresión 
del gen TPK1 en ambas cepas,salvaje y mutante. Se encontró que 
la actividad de la Tpkl, 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 eluídos de columnas de 
DEAE. Se investigó por RT-PCR la expresión de este segundo 
gen. Se encontró 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 
diferenciación de C. a lb ic a n s  y la existencia de al menos dos 
genes diferentes para la subunidad catalítica de la PKA. Estos 
resultados parecen indicar que ambos están involucrados en los 
eventos bioquímicos relacionados con la diferenciación de C. 
a lb ic a n s .

62 - ��(��	������ I N  V I V O  �� I N  V I T R O  ��(���"F	��  
"��(���	%� ��� S A C C H A R O M Y C E S  C E R E V I S I A E  (in
v iv o  and in  v itr o  interaction between PKA and proteins in 
S a c c h a r o m y c e s  c e r e v is ia e .)  Pórtela P.. Moreno S., Rossi S. 
Departamento de Química Biológica. FCEyN. Ciudad Universi­
taria, 4o piso, pportela@qb.fcen.uba.ar

PKA contiene dos subunidades regulatorias (R ) y dos subunidades 
catalíticas( C ). La fosforilación de sustratos es controlada, en 
parte, por la localización de quinasas en compartimientos 
subcelulares. Nuestro objetivo es estudiar el mecanismo de PKA 
in vivo, en particular encontrar proteínas de anclaje para PKA en 
S a c c h a r o m y c e s  c e r e v is ia e . Las R ( I y 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 láminaP-a-héli- 
ce-a-hélice responsable de la interacción con AKAPs. En 
S .c e r e v is ia e  la región amino-terminal de la R (Bcylp) es sufi­
ciente para su localización y no posee homología de secuencia 
con RI o RII. Aún no se describieron AKAPs para eucariotas 
inferiores. Se realizó una predicción de estructura secundaria del 
amino-terminal de Bcylp (aminoácidos 1-50) que reveló una 
estructura con dos a-hélice similar a la que posee RII. Para 
encontrar proteínas de anclaje en S .c e r e v is ia e  se realizaron dos 
abordajes experimentales:
Ajldentificación de proteínas que interaccionan in  v iv o  con 
Bcylp utilizando co-inmunoprecipitación.
BjCromatografía de afinidad Bey 1 p-cAMP-agarosa de extracto 
crudo de levaduras (pull-down).
Se identificaron 18 proteínas (3 coinciden por ambos métodos) 
que interaccionaron con Bcylp y fueron sustratos de PKA. La 
identificación de AKAPs permitiría estudiar la relación entre la 
localización subcelular y selección de sustratos.

63 - ( � 	 �%� � � � �� � � ��� �	� %�E	� � ��� "(2� ��  
��(�����(�%� ��� �	(	+� �/��(�%� ��������@���?
����(�0� (PTH signal transduction in rat enterocytes: Effects 
of aging). Gentili C.. Morelli, S., Boland R y Russo de Boland 
A. Dto. De Biología, Bioquímica y Farmacia. Universidad Na­
cional del Sur, 8000 Bahía 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 activación de las vias mensajeras 
adenilil ciclasa/cAMP/PKA y PLC/IP3/DAG/PKC y que estos 
mecanismos dependientes de la hormona están alterados con el 
envejecimiento celular. En este trabajo examinamos el efecto de 
PTH en la activación de proteínas quinasas activadas por 
mitógenos (MAPKs) en enterocitos de rata jóvenes (3 meses) y 
seniles (24 meses). En los animales jóvenes, la hormona induce 
un rápido incremento en la fosforilación de MAPKs (ERK1 y 
ERK2), siendo máximo al minuto de tratamiento (300%), mien­
tras que en enterocitos de ratas seniles es significativamente 
menor (60%). La respuesta es dependiente de la dosis (10 11 -10“ 
7 M) con máxima estimulación a 10 9-108 M. Tanto en animales 
seniles como en jóvenes la fosforilación de MAPK inducida por 
PTH no fue afectada por los inhibidores de PKC, 
calphostin(lOOnM), bisindoleylmaleimida(30nM) y Ro 31820 
(200nM). El tratamiento con ésteres de forbol sólo o en simultá­
neo con PTH no modificó la fosforilación dependiente de la 
hormona. Similarmente a PTH, el agonista de adenilil ciclasa, 
forscolina(5-15pM) y de PKA, SpcAMP (50-100pM), estimu­
lan la fosforilación 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 específi­
co de la tirosina quinasa citosólica c-Src, PPI (10-20pM), y el 
inhibidor de PI3K, Wortmannina (lOOnM), suprimieron en un 
60% y 90 %, respectivamente, la fosforilación de MAPK indu­
cida por PTH. Estos resultados sugieren que PTH activa la vía 
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.
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���(	�0� (Relationship between profile of estrogen receptor 
isoforms, c-FOS and PCNA expresión in an experimental 
mammary tumor). Gutiérrez. A.. Actis, A., Rilo, C., Cocea, C., 
Croci, M., Rivera, E., Bergoc, R. Laboratorio de Raidoisótopos. 
Fac. de Farm, y Bioq., Universidad de Buenos Aires.

El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de isoformas 
del receptor a estrógeno (RE) en tumores mamarios inducidos en 
rata mediante inyección ip de N-Nitroso-N-metilurea y 
correlacionarlo con el grado de diferenciación tumoral y la 
expresión de proteínas relacionadas con la proliferación como c- 
FOS y PCNA. Las isoformas de RE se determinaron por HPLC 
utilizando columnas de exclusión molecular y midiendo la ra­
diactividad de las fracciones recogidas en un espectrómetro de 
centelleo líquido. Muestras de los mismos tumores se conserva­
ron en formalina, cortaron y colorearon con hematoxilina-eosina 
para su observación microscópica y clasificación histopatológica; 
sobre los mismos cortes la expresión de c-FOS y PCNA se 
determinó por inmunohistoquímica. Los resultados indicaron 
que: los tumores con alto grado de diferenciación (cribiformes) 
presentaron numerosas mitosis por campo, significativa expre­
sión de c-FOS y PCNA y la isoforma oligomérica de RE, el 
monómero y fragmentos de proteólisis. Los tumores más 
indiferenciados (papilar y comedocarcinoma) mostraron expre­
sión de c-Fos y PCNA variable, presencia del monómero de RE 
y fragmentos de proteólisis; baja proporción de esos tumores no 
expresaron RE y mostraron áreas de necrosis. En conclusión, el 
perfil de isoformas de RE mostró que el oligómero está presente 
sólo en los tumores más diferenciados, que son también los que 
expresan mayor grado de proliferación.
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������	%� (DNA-binding specificity of homeodomain-leucine 
zipper proteins) Tron. A.. Bertoncini, C., Palena, C., Chan, R., 
González, D. Cát. de Biología Celular y Molecular, Fac. de Bioq. 
y Cs. Biol., Univ. Nac. del Litoral, Santa Fe, Argentina.

El homeodominio es un motivo proteico de 61 aminoácidos que 
se halla presente en factores de transcripción generalmente 
involucrados en procesos de desarrollo. En plantas, existe una 
familia de proteínas con homeodominios en las que este motivo 
se halla asociado a un cierre de leucinas (Hd-Zip). Estas proteí­
nas unen ADN en forma de dímeros. En nuestro laboratorio he­
mos demostrado que la proteína Hd-Zip Hahb-4 de girasol une 
preferentemente la secuencia pseudopalindrómica 5’-CAAT(A/ 
T)ATTG-3’. En el presente trabajo, hemos aplicado el modelo 
derivado de estos estudios para analizar la interacción con el 
ADN de otra proteína, denominada Hahr-1, perteneciente a otra 
familia, que posee un dominio de dimerización ligeramente dis­
tinto. Con este objetivo, se midió la unión de Hahr-1 a distintos 
oligonucleótidos que contenían variaciones puntuales de la se­
cuencia mencionada, encontrándose unión preferencial a la se­
cuencia 5 ’-CATT(A/T)AATG-3’. Dado que entre los 
homeodominios de ambas proteínas estudiadas existe una dife­
rencia en la posición 47, se construyeron mutantes en las cuales 
el aminoácido de dicha posición fue intercambiado por el pre­
sente en la otra proteína. Las proteínas mutantes mostraron un 
cambio de especificidad, indicando que el aminoácido 47 
interactúa con los nucleótidos de las posiciones -2  y +2 de la 
secuencia de unión. De esta manera, lie y Phe generan preferen­
cia por las hemisecuencias CAAT y CATT, respectivamente. La 
construcción de proteínas quiméricas entre las dos estudiadas 
indicó, además, que otras regiones del homeodominio son tam­
bién importantes para determinar tanto la selectividad como la 
afinidad de unión a estas dos secuencias.

74 - 	�	��%�%�����	��	����%�"������/���%���?
���	��%�����	�"���	���������	�"�������	���  
�2���(0� (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 
Bioquímica, UBA.

Los microsatélites son polimorfismos presentes en el ADN que 
están constituidos por una unidad de repetición de 2 a 5 pares de 
bases, que puede estar repetida en un número variable de veces, 
generando variabilidad individuo específico.
El presente trabajo expone los resultados de la investigación de 
8 sistemas de microsatélites, 7 autosómicos y uno sexual, en la 
población 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 
últimos nacidos en Chile o hijos de ambos padres de origen 
chileno).
Se determinó que los grupos investigados se encuentran en 
equilibrio de Hardy-Weinberg y los parámetros poblacionales y 
frecuencias alélicas fueron comparadas con las previamente 
publicadas en la población metropolitana de Buenos Aires. El 
presente trabajo permitió establecer las distancias genéticas 
entre los grupos investigados, grupos aborígenes de Argentina y 
población metropolitana de Buenos Aires como así también 
generar un banco de datos genéticos de utilidad en la investiga­
ción forense.
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83 - CARACTERIZACION DEL “CLUSTER” DE ADN 
RIBOSOMAL NUCLEAR EN POBLACIONES DE MOS­
CAS DE LA FRUTA, C E R A T I T I S  C A P I T A T A  Y 
A N A S T R E P H A  F R A T E R C U L U S .  (Characteristics of the nu­
clear ribosomal DNA cluster in the fruit flies C. c a p ita ta  and A. 
fr a te r c u lu s ) . Sonvico1. A.: Benseñor1, L.; Basso2, A. y Quesada- 
Allue1, L. A. ‘Instituto de Investigaciones Bioquimicas 
(Fundación Campomar, FCEyN-UBA) Bs. As. Argentina, in s ­
tituto de Genética INTA, Argentina. E-mail: lualque@iib.uba.ar

Los genes de ADNr en eukariotas se organizan en “clusters” 
dispuestos en unidades repetidas en tándem. Estos clusters están 
formados por genes y por regiones espaciadoras internas (ITS1 
e ITS2) y externas (ETS); están separados por una región 
espaciadora intergénica (IGS). En D r o s o p h ila  los genes 18S y 
28S están separados por el ITS 1, 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, AÍ096451, 
AÍ187101, AÍ187102, AÍ210891) p a r a  C. c a p i ta ta  y A . 
fr a te r c u lu s .  Los respectivos tamaños para los ITS 1 son de 985 pb 
y 580 pb, resultando de gran utilidad para distinguir las dos 
especies en estadios inmaduros.En el ITS2 de C. c a p ita ta  existen 
polimorfismos, mientras que en de A. f r a te r c u lu s  se detectó una 
sola banda. A nivel intrapoblacional, no encontramos diferen­
cias en los ITS1 e ITS2. Con una sonda de 18S de C e r a tit is  se 
localizó la posición del cluster en los dos cromosomas sexuales 
de las dos especies.

84 - UTILIZACION DE LAS RESERVAS ENERGETICAS 
DURANTE LA METAMORFOSIS DE LA MOSCA DEL 
MEDITERRANEO, C E R A T I T I S  C A P IT A T A . (Utilization of 
energetic resources during the metamorphosis of C .c a p ita ta )  
Nestel1. D.: Tolmasky2, D. S.; Rabossi2, A. y Quesada-Allue2, L. 
A. ‘The Volcani Center, P.O. Box 6, Bet-Dagan 50250, Israel, 
in s titu to  de Investigaciones Bioquimicas (Fundación 
Campomar, FCEyN-UBA) Bs. As. Argentina. E-mail: 
dtolma.fc @ iib.uba.ar

Se estudió la utilización de las fuentes energéticas en la mosca 
Mediterránea durante el período que abarca la transición de larva 
saltante (-8 hs) hasta la formación del adulto farado (+144 hs). 
Los resultados indican que: a) desde -8 hs hasta la transición de 
pre-pupa a pupa (+40 hs) la principal fuente de energía fue el 
glucógeno; b)de +40 hs a +100 hs es notoria la degradación de 
proteínas y c) a partir de las +100 hs comienzan a ser utilizados 
los lípidos. Se estudiaron, en paralelo, la fosforilasa y la amilasa 
del glucógeno y las peptidasas ácidas lisosomales. Se comprobó 
que las actividades correlacionan con los cambios en los niveles 
de sus respectivos sustratos.
Es la primera vez que se ha podido analizar la utilización de las 
diferentes fuentes de energía durante la metamorfosis 
holometábola de insectos. Los resultados indican que durante 
ésta se utilizan el glucógeno larval, el neoglucógeno pupal y, 
quizás, aminoácidos, además de triglicéridos.

85 - REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE GLICOSIL- 
TRANSFERASAS CLAVES EN LA SINTESIS DE 
G ANG LIO SIO DO S. (Transcriptional regulation of 
glycosyltransferases in ganglioside biosynthesis ). Raimondi 
LP. Daniotti JL y -Maccioni HJF Departamento de Química 
Biológica. Facultad de Ciencias. Químicas. CIQUIBIC- 
CONICET Universidad Nacional de Córdoba

La composición de gangliósidos es regulada en forma específica 
de tipo celular durante los procesos de diferenciación y desarro­
llo. Los gangliósidos simples tales como GD3 son abundante­
mente expresados en estadios tempranos del desarrollo en SN y 
a medida que la diferenciación procede son progresivamente 
reemplazados por gángliósiodos complejos (GM1 GDI a GDlb 
GTlb). Estudios de Northern blot e hibridización in situ revela­
ron que al menos en parte la modulación por desarrollo de la 
calidad de los gangliósidos se debe a la regulación transcripcional 
de glicosiltransferasas claves. Entre éstas podemos mencionar a 
la UDP-Gal:GA2/GM2/GD2 galactosiltransferasa (GM1 sintasa). 
Usando la secuencia codificante de GM1 sintasa de rata clonada 
en el laboratorio se identifico un clon EST homologo de ratón. 
Este clon fue secuenciado y el análisis de los datos de secuencia 
reveló que la misma se encuentra en el cromosoma 17, en el locus 
del complejo mayor de histocompatibilidad y que contenía 
múltiples secuencias consenso para diversos factores regulado­
res de la transcripción. Por PCR se amplificaron fragmentos de 
la putativa región promotora, los cuales se fucionaron al gen 
reportero CAT. Los clones recombinantes se usaron para realizar 
ensayos de transcripción en células CHO-K1. Los resultados 
revelan que un fragmento de 1500 pb hacia el 5' del ATG (-1500) 
es capaz de estimular la expresión del gen reportero. La deleción 
de -150 pb no afectó mayormente la actividad promotora a 
diferencia de la deleción 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 PAPILOMA VIRUS 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., Lapeña A., Alonso 
L.G. y de Prat Gay, G. IIB-Fundación Campomar, FCEyN. Av. 
Patricias Argentinas 435 (1405) Buenos Aires, Argentina, e- 
mail: ferreiro@iib.uba.ar

La interacción del factor de transcripción E2 con ADN juega un 
papel determinante en la regulación de la transcripción de todos 
los genes del papilomavirus, y participa en funciones relaciona­
das tales como replicación, regulación del número de copias de 
episomas, y ensamblado de la partícula viral. Estamos interesa­
dos en la disección molecular del mecanismo de reconocimiento 
y unión al ADN del dominio C-terminal de E2 (E2c). Utilizando 
técnicas espectroscópicas en solución, determinamos que dos 
moléculas diméricas de HPV-16 E2c pueden unirse a un sitio 
canónico de E2, contrastando con el dominio homólogo de BPV- 
1 para el cual sólo un dímero es unido. Los dos modos de unión 
de HPV 16-E2c son no equivalentes, uno de alta afinidad (K 0=0.2 
nM) y otro de “baja” afinidad (K D=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 específicos o no específicos es diferente para 
ambos dominios. Espectros de dicroismo circular en el UV- 
cercano muestran que el ADN sufre un cambio conformacional 
significativo al unirse E2c. No obstante, el dominio de BPV-1 
provoca un cambio conformacional diferente al mismo 
oligonucleótido, atribuible a una curvatura más pronunciada del 
ADN. Las diferencias y similitudes bioquímicas presentadas son 
relacionadas con las estructuras cristalográficas resueltas para 
ambos dominios, que podrían explicar diferencias en la regula­
ción de la transcripción de ambos virus.
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