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6
Séabado 8

9:30 - 12:30 TALLER ENSENANZA DE LA BIOQUIMICA
“Perspectivas de la Bioquimica y Biologia Molecular de 1992. Forma-
cion y campo de accién del investigador”.



PROGRAMA

Jueves 6 de agosto de 1992

12:00

15:00

17:45

17:45

18:00

18:15

18:30

CONFERENCIA PROFESOR O. CORI

Burzio, L. (Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile, Valdivia), Proteinas adhesivas de moluscos bivalvos.

SIMPOSIO ESTRUCTURA DE PROTEINAS X
Coordinador: O. Monasterio

Brunet J. E. (Instituto de Quimica, Universidad Catdlica de Valparaiso). La
fluorescencia resuelta en el tiempo en el estudio de la dindmica de proteinas.

Monasterio O., Barros L., Gonzalez C., Sanchez R,, Soto C. y Lagos, R. (Departa-
mento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Tubulina y la fami-
lia de proteinas que unen calcio.

Jabalquinto A. M., Encinas M. V., Rojas M. C. y Cardemil, E. (Departamento de
Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Santiago de Chile y Universidad de
Chile). Estudios estructurales comparativos en las carboxiquinasas fosjbenolpirdvicas
dependientes de ATP y de GTP.

Carvajal N. (Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas
y Recursos Naturales, Universidad de Concepcidn). Estructura y funcion de la
arginasa.

METABOLISMO Y EXPRESION GENICA

Comunicaciones Libres I
Presidente: J. C. Slebe
Secretario: M. A. Valenzuela

Kessi E., Guixé V., Ureta T. y Hofer H. W. (Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Departamento de Cs. Biol. Anim., Facultad de Cs. Vet. y Pee., Universidad
de Chile y Fachbereich Biologie, Universidad de Konstanz). ¢Es lactato un interme-
diario de la biosintesis de glicogeno en los oocitos de rana?

Torres J. C. y Babul J. (Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universi-
dad de Chile). Consecuencias metabdlicas de fosfofructoquinasas con propiedades
cinéticas diferentes en E. coli.

Orellana M., Rosenbluth H. y Valdés E. (Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile). Efecto del ayuno sobre el metabolismo microsomal
de &cido laurico en higado y rifién.

Morgado N., Campos R., Sanhueza J. y Valenzuela A. (Unidad de Bioquimica
Farmacolégica y Lipidos. INTA. Universidad de Chile). Comportamiento de
hepatocitos de rata sometidos a cambios en el aporte de oxigeno.



18:45

19:00

19:15

21:30

21:30

22:00

22:30

Fuentes O. R. y Orellana M. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile). Respuesta al ayuno de peroxisomas hepéticos y renales.

Daniotti J. L., Landa C. A. y Maccioni H. J. F. (Departamento de Quimica Bioldgi-
ca, Facultad de Ciencias Quimicas U.N. Cordoba, Cdrdoba, Argentina). Cambios en
la sintesis y composicion de gangliésidos durante el desarrollo del epitelio
pigmentario de la retina de pollo.

Campos A., Urrea R. y Brandan E. (Departamento de Biologia Celular y Molecu-lar,
Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad Catdlica de Chile). Aislamiento y
caracterizacion de proteoglicanes de heparan sulfato presentes en la superficie de
células musculares esqueléticas.

TRABAJO DE INCORPORACION Y AVANCES DE TESIS DE DOCTORADO
Coordinadores: T. Ureta
A. Venegas

Soto C. (Programa de Doctorado en Ciencias, mencién Biologia, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile). Valido como trabajo de incorporacién a la Sociedad de
Bioguimica de Chile. Gadolinio inhibe la polimerizaciéon de la tubulina e induce
despolimerizacion de microtibulos de manera similar a calcio.

Hinrichsen P. (Programa de Doctorado en Biologia Celular y Molecular, Pontificia
Universidad Catélica de Chile). Clonamiento y secuenciaciéon del gen de la
benzaldehido liasa de Pseudomonasfluorescence bivar Al.

Jacob "G. (Programa de Doctorado en Ciencias mencion Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile). Metabolismo de inositol fosfato en oocitos de
Xenopus laevis.

Viernes 7 de agosto de 1992

9:00

9:00

9:15

9:30

BIOQUIMICA DE VEGETALES Y OTROS
Comunicaciones libres 1l
Presidente: L M. Pérez
m - Secretario: G. Gonzalez

Irarrazabal C. y Salazar I. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile). Evaluacion del potencial carcinogénico de contaminantes del
aire de Santiago.

Adonis M., Vignolo P., Quifiones L. y Gil L. (Departamento de Bioquimica, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Chile). Alteraciones en la composicion de
isoenzimas citocromo P-450 y en el metabolismo de &cidos grasos por extractos
orgéanicos del material particulado del aire de Santiago.

Erazo S. y O’Reilly S. (Instituto de Quimica, Facultad de Ciencias Basicas y Mate-
maticas, Universidad Catélica de Valparaiso). Fototransformaciones de isémeros del
beta-caroteno, efecto de la clorofila.
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11:00

11:00

11:15

11:30

11:45

12:00

12:15
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Cordova C., Montoya R.*, Gonzalez M.* y Tejada N. (Departamento de Botanica,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima,
Per(i y *Departamento de Biologia Molecular y Departamento de Botanica, Facultad
de Ciencias Biolégicas y RR.NN., Universidad de Concepcién, Concepcion, Chile).
ADN cloroplastidial de tres poblaciones de algas gracilarioideas de la costa oeste del
Pacifico.

Curotto E. y Concha M. (Instituto de Quimica, Universidad Catélica de Valparaiso).
Produccidn de betaxilanasas extracelulares del hongo Penicillium janthinellum 87 M-
115.

Prieto H., Chiong M. y Pérez L. M. (Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuti-
cas, Universidad de Chile). Efecto de diferentes inductores sobre la via fenil
propanoide en callos de Emon. .
Roco A., Castafieda P.*, Chiong M,, Pérez L. M. (Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile. *UMCE). Induccién de pal y peroxidasa en
plantulas de Citrus limén como respuesta a heridas.

BIOLOGIA MOLECULAR

Comunicaciones libres 11
Presidente: A. Venegas
Secretario: H. Toledo

Venegas J., Salas J. y Solari A. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medici-
na. Universidad de Chile). Purificacién y caracterizacion de tres DNA polimerasas de
la forma proliferativa epimastigote de T. cruzi.

Krautwurst H., Kim J, Frey P. A. y Cardemil E. (Departamento de Quimica, Uni-
versidad de Santiago de Chile e Institute for Enzyme Research, U. Wisconsin). Hacia
la mutacion sitio-especifica de la carboxiquinasa fosfoenolpiriivica (PEPCK) de
Saccharomyces cerevisiae.

Martinez M. T., Hinrichsen J. P., Vasquez A., Gémez |., Becker M. 1.* y Venegas A.
(Laboratorio de Bioquimica, P. Universidad Catolica de Chile. *Bios Chile IGSA).
Estudios de epitopes de la porina OmpC de Salmonella typhi expuestos en la superfi-
cie bacteriana.

Toledo H., Carlino A., Brot N. y Weissbach H. (Department of Gene Regulation,
Roche Institute of Molecular Biology, USA). Efecto del ATP sobre la estructura
molecular de Grp78.

Gonzalez C., Lagos R., Rabajille E. y Monasterio O. (Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Cuerpos de inclusién de polipéptidos de
tubulina en Escherichia coli.

Sanchez R., Lagos R. y Monasterio O. (Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile). Clonamiento, expresiéon y purificacion de un
péptido carboxilo-terminal de la subunidad-alfa de tubulina humana.

Wilkens M., Vergara C., Monasterio O. y Lagos R. (Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Formacion de canales i6nicos en
bicapas lipidicas por la microcina E492 de Klebsiella pneumoniae.
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12:45

13:00

15:00

17:45

17:45

18:00

18:15

18:30

Lebdn O., Peruzzo G., Quintana L., Urzta U. y Slebe J. C. (Instituto de Bioqui-mica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile). Aislamiento y propiedades de
agarasas de bacterias marinas.

Meller C., Soto V., Hinrichsen V., Cachicas V., Figueroa G. y Yudelevich A. (Labo-
ratorio de Bioquimica, P. Universidad Cat6lica de Chile e INTA, Universidad de
Chile). Clonamiento y caracterizacidon de determinantes de adhesividad e invasividad
de Aeromonas sobria.

SIMPOSIO REGULACION METABOLICA
Coordinadora: C. Connelly

Venegas A., Urra S., Gomez I., Bruce E., Martinez M. T., Torrejon M. (Laboratorio
de Bioquimica, P. Universidad Catélica de Chile). Expresion y regulacion de genes
de porinas de Salmonella typhi y Escherichia coli.

Orellana O., Sagredo B., Vargas D., Salazar O. y Jedlicki E. (Departamento de
Bioguimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Organizacién y funcion de
un gen para aminoacil tRNA sintetasa de Thiobacillusferrooxidans.

Slebe J., Ludwig H., Reyes A., Carcamo J. G., Mellado G., Sdez D. y Leon O.
(Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile). Estructura y regulacién de la
fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Connelly C., Hinrichs M. V., Jedlicki A. M., Gatica M. y Allende J. E. (Departa-
mento de Bioquimica, Facultad de Medicina y Departamento de Biologia, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile). Regulacion de la caseina quinasa Il de Xenopus
laevis utilizando subunidades recombinantes.

Ureta T. (Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Compartimentacion en la regulacion de la utilizacion de glucosa en oocitos de anfibio.

ESTRUCTURA DE PROTEINAS Y ENZIMOLOGIA

Comunicaciones libres 1V
Presidente: N. Carvajal
Secretario: A. M. Jabalquinto

Alvear M., Encinas M. V., Herrera L. y Cardemil E. (Departamento de Ciencias
Quimicas, Universidad de la Frontera y Departamento de Quimica, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Santiago de Chile). Distancias entre los cuatro residuos de Cis-
364 de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica (PEPCK) de Saccharomyces cerevisiae.

Encinas M. V., Rojas M. C., Cardemil E. y Goldie H. (Universidad de Chile, Uni-
versidad de Santiago de Chile y University of Saskatoon, Canadd). Fluorescencia
intrinseca de las carboxiquinasas fosfoenolpirdvicas de ratay Escherichia coli.

Herrera L., Jabalquinto A. M. y Cardemil E. (Departamento de Quimica, Facultad
de Ciencia, Universidad de Santiago de Chile). Proteolisis parcial de la
carboxiquinasa fosfoenolpiravica (PEPCK) de Saccharomyces cerevisiae.

Jabalquinto A. M., *Goldie H. y Cardemil E. (Departamento de Quimica, Facultad
de Ciencia, Universidad de Santiago de Chile y *Departamento de Microbiologia,
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20:00
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9:30
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Universidad de Saskatchewan, Canada). Ausencia de grupos sulfhidrilos reactivos en
la carboxiquinasa fosfoenolpirtdvica de E. coli.

Martinez O. J. A. (Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Bio-
l6gicas y Recursos Naturales, Universidad de Concepcidn). Estructura de la
ribonucleasa T1. Analisis de los enlaces puente hidrégeno y estructura del solvente.

Carvajal N. y Torres C. (Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Biologicas y de Recursos Naturales, Universidad de Concepcidn). Rol de iones meta-
licos en la arginasa.

Weber M., Frese G., Arroyo J., Tapia G. y Gonzalez, G. (Laboratorio de Bioqui-
mica, Instituto de Quimica, Universidad Catélica de Valparaiso). Efecto de especies
reactivas de oxigeno sobre albumina humana.

Téllez R., Connelly C. y Allende J. E. (Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina y Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Acido félico y derivados poliglutamilados inhiben a la caseina quinasa Il de Xenopus
laevis.

Kettlun A. M., Valenzuela M. A., Pieber M., Alvarez A., Chayet L., Collados L,,
Mancilla M., Briones A., Silva M. A. y Traverso-Cori A. (Departamento de Bio-
quimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Uni-
versidad de Chile). Caracterizacion cinética y funcional de la ATP-difosfohidrolasa
de placenta humana.

Chayet L., Garcia L., Collados L., Valenzuela M. A., Kettlun A. M,, Mancilla M. y
Traverso-Cori A. (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Actividad ATP-
difosfohidrolasica de fraccién periplasmica de E. coli.

8 de agosto de 1992

TALLER ENSENANZA DE LA BIOQUIMICA
“Perspectivas de la Bioquimica y Biologia Molecular de 1992. Formacién y campo
de accién del investigador”.

Coordinador: Jorge Babul

Vella F. (Department of Biochemistry, University of Saskatchewan, Saskatoon, Ca-
nadd). Modem Education in Biochemistry.

Eyzaguirre J. (Laboratorio de Bioquimica, Pontificia Universidad Cat6lica de Chi-
le). Proposiciones auriculares para responder a los desafios actuales que enfrenta en
nuestro pais la carrera de Bioquimica.

Krauskopf M. (Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia). La
formacidn del bioquimico en tiempos de cambio.

Foradori A. C. (Facultad de Medicina, Centro de Diagnéstico, P. Universidad Catoé-
lica de Chile). Los requerimientos de bioquimica para una escuela de medicina del
afio 2000.



Babul J. (Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Doctorados en Bioquimica y Biologia Molecular y la investigacion en Ciencias Biol6-
gicas en Chile.



CONFERENCIA PROFESOR OSVALDO CORI

PROTEINAS ADHESIVAS DE MOLUSCOS BIVALVOS. Luis Burzio,
Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universi-
dad Austral de Chile, Valdivia.

Los moluscos bivalvos del género mytilidos han desarro-
Ilado una estrategia que les permite sobrevivir en el
ambiente turbulento del litoral marino, y aprovechar
de esta zona Qla riqueza en nutrientes y el alto
intercambio gaseoso. El mecanismo de adherencia esta
representando por una proteina de caracter basico (pro-
teina polifendlica o PP), la cual contiene dihidroxi-
fenilalanina (DOPA) que resulta de modificaciones
postsintéticas de residuos de Tyr. Nuestro laboratorio
estad estudiando las PP de mytilidos chilenos, tales
como la cholga (Aulacomya ater), choro zapato
(Chromytilus chorus), asi como de otras especies. Compa-
rada con otras especies, la PP de A. ater presenta
ademas de DOPA un alto contenido de Gly, HO-Lys vy
ausencia de Pro. Los péptidos tripticos de esta protei-
na corresponden a la secuencia de consenso: Ala-Gly-
Dopa-Gly-Gly-X-Lys, donde el vresiduo X corresponde a
Val, lie o Leu. Fuera de las diferencias estructurales,
estudios inmunoldgicos también demuestran la diferencia
de esta proteina con las PP de otras especies. Ademas
de estos residuos, se discutiran aspectos relacionados
con entrecruzamiento enzimatico de las PP, inmobiliza-
cion de enzimas y el desarrollo de tecnologias para el
uso de las PP como adhesivos de uso biomédico e
industrial.



SIMPOSIO ESTRUCTURA DE PROTEINAS

LA FLUORESCENCIA RESUELTA EN EL TIEMPO EN EL

ESTUDIO DE LA DINAMICA DE PROTEINAS. (Time re-
solved fluorescence in the study of protein

dynamics). Brunet, J.E. , Instituto de Quimica
Universidad Catélica de Valparaiso.

Las proteinas en solucién pueden adoptar
un gran numero de subestados conformacionales
que se pueden distinguir solo en base a peque-

fias diferencias estructurales. La intercon-
versién entre estos estados da origen al estu-
dio de la dinamica de proteinas. Entre los

métodos experimentales sobresale la espectros-
copia de fluorescencia debido a que las espe-
cies excitadas electrénicamente tienen tiempos
de vida del orden de los nanosegundos, que en
general corresponde al tiempo de interconver-
sion entre los subestados conformacionales de
proteinas. Las técnicas empleadas consisten
en el estudio del apagamiento de la emisidén de
un fluorésforo en el interior de una proteina
mediante la difusién de moléculas apagadoras

a través de la matriz proteica; El analisis
del movimiento rotacional de un fluorésforo en
el interior de una proteina mediante fluores-
cencia polarizada; El estudio de la relaja-
cion de la matriz proteica alrededor de una
sonda fluorescente en un estado electrénico
excitado y el estudio directo del tiempo de
vida de la fluorescencia intrinseca o extrin-
seca de un fluorésforo apropiado.

Se analizaran las ventajas y desventajas
de las técnicas enunciadas mas arriba, se es-
tudiaran las condiciones para su empleo y se
presentaran algunos ejemplos principalmente en
base a estudios con hemoproteinas.

Proyecto FONDECYT 539-91
\Y

ESTUDIOS ESTRUCTURALES COMPARATIVOS EN LAS
CARBOXIQUINASAS FOSFOENOLPIRUVICAS
DEPENDIENTES DE ATP Y DE GTP. (Structural
comparativa studies on ATP- and GTP-dependent
phosphoenolpyruvate carboxykinases).
Jabalauinto. A_M.. Encinas. M.V.. *Rojas. M.C.
y Cardemil. E . Departamentos de Quimica,
Facultad de Ciencias U. de Santiago de Chile
y *U. de Chile.

Las carboxiquinasas fosfoenolpiravicas
catalizan la reaccion:
*ow Mea-
OXALOACETATO + NTP <-——-—-—- > PEP + NDP + CO2

de acuerdo a los requerimientos de nucledtido
se puede dividir a estas enzimas en dos grupos
1) dependientes de GTP (animales) y

2) dependientes de ATP (levaduras, plantas y
microorganismos).

En esta presentacién se discutiran los
siguientes toépicos: a) Estructura primari
b) Estructura cuaternaria, c)Estudios del
sitio activo mediante modificacién quimi
d) Caracterizaciéon fisicoquimica del
unién del nucledtido de las enzimas de rata y
levaduras, y e) Emisién de fluorescencia de
los triptofanos para las enzimas de rata,
levaduras y Ej coli.

Financiado por FONDECYT 91-0446 y DICYT-USACH

Coordinador: O. Monasterio

TUBULINA Y LA FAMILIA DE PROTEINAS QUE UNEN CALCIO.
(Tubulin and the family of calcium binding proteina).
Monasterio, 0., Barros, L., Gonzalez, C., Séanchez,
R., Soto, C. y Lagos, R. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La fam a de proteinas que unen calcio tiene como
caracteristica estructural comGn el sitio de wunié6n
del catidon. Este sitio esta compuesto por alrededor
de 30 aminoacidos estructurados en un arreglo hélice-
vuelta-hélice (HLH), muy conservado. Esta disposiciodn
se repite dependiendo del numero de sitios de unién
de calcio y la wunién a mas de un sitio genera
cooperatividad. La polimerizaciéon de la tubulina, un
heterodimero con subunidades denominadas alfa y beta,
es inhibida por calcio y hemos determinado que este
cation se une a dos sitios en forma cooperativa e
induce actividad GTPasica. La concentracién de calcio
necesaria para obtener un 50% de: uni6én del catiodn,
inhibicién de la polimerizacién y estimulaciéon de la
actividad GTPasica es similar, indicando que estos
procesos se encuentran relacionados. La prediccion de
estructura secundaria de los ultimos 38 aminoacidos
de la regién carboxilo terminal de ambas subunidades,
indica que sélo la subunidad beta presentaria el
arreglo HLH y wunirfa calcio. Esta prediccién se vioé
confirmada por tincion diferencial con el colorante

“stains all”, en geles de poliacrilamida, de las
subunidades de tubulina y de fragmentos carboxilo
terminal, expresados como péptidos de fusién en E.

coli. Este colorante permite identificar las proteinas
que unen calcio. La unién cooperativa de calcio, Ila
estructura HLH de la subunidad beta y la secuencia de
aminodcidos muestran que la tubulina tiene caracteris-
ticas comunes con la familia de proteinas que unen
calcio.

Financiado por proyecto FONDECYT 1051/92.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA ARGINASA (Structure and
function of arginase). Nelson Carvajal B. , Depto. de
Biologia Molecular, Fac. de Ciencias Bioldgicas y
Recursos Naturales, Universidad de Concepcioén.

En afios recientes, se ha visto la necesidad de reexami-
nar el rol de los 1iones metadlicos y las relaciones
entre la estructura y una fun n biolégica particular
de la arginasa. En este trabajo, de discute el estado
actual del problema y sus proyecciones futuras.

Existen claras diferencias en la localizacion subcelu-
lar y las propiedades cinéticas de algunas de las
arginasas analizadas. A partir de los cDNA, se han
predicho las secuencias primarias de algunas arginasas
y se han descrito enzimas formadas desde una hasta
cuatro subunidades. Un caso particular lo representa
la enzima de S. cerevisiae, que corresponde a un
trimero que interacciona con fines regulatorios con
una molécula también trimérica de ornitina transcarba-
milasa. Con respecto a la arginasa de higado humano,
se han propuesto estructuras tetraméricas, triméricas
y ain monoméricas lo que se explicaria, de acuerdo a
nuestros resultados, por una relacion entre el estado
de agregacion y la composicién y pH del medio.

El requerimiento de metales es cubierto principalmente
por Mn ,que es indispensable para la actividad y la
mantencion de la estructura cuaternaria de las argina-
sas oligoméricas. Un caso particular es, de nuevo”~la
encima de S. cere ae, en la que participan Mn y
Zn con roles catalitico y estructural, respectivamen-
te.

FONDECYT 92-0294



SIMPOSIO REGULACION METABOLICA

EXPRESION Y REGULACION DE GENES DE PORINAS DE
SALMONELLA TYPHI Y ESCHERICHIA  COLI.
(Expression and regulation of porin genes from
Salmonella typhi and Eecherichia coli).

Veneqas, A., Urra, S., Goémez, 1., Bruce, E.,
Martinez, M.T., Torrejon, M. Laboratorio de
Bioquimica. P. Universidad Catdlica de Chile.

La expresion de los genes de las porinas
OmpF y OmpC de E. coli estan bajo regulacién
por factores externos como osmolaridad vy
temperatura, modulados por otros mecanismos
responsables del ajuste fino en el balance de
los niveles de ambas porinas en la membrana
externa. Esto ultimo se ha demostrado en
E. coli frente a un incremento de osmolaridad
del medio: al aumentar OmpC, disminuye en
proporcion OmpF. Esto ocurre por activacion
del gen ompC por OmpR, factor que también
activa la transcripcién del gen micF,
produciendo un RNA "antisense' que inhibe la
traduccion del mRNA de OmpF.

Nuestros estudios de expresion, analizando
los niveles de porinas por Western blot, y
utilizando el gen micF de Salmonella typhi en
E. coli, hacen suponer que este tipo de
regulacion también opera en Salmonella typhi.

Ademas, hemos detectado inhibicién de la
exportacion de OmpC hacia la membrana externa,
probablemente a nivel de traduccié6n. La
expresion del gen ompC de S. typhi incorporado
en gran numero de copias, inhibe la expresion
de la porina OmpC del hospedero E. coli. Este
efecto depende de la integridad de la regidn
del péptido sefial del gen ompC de S. typhi
izado en la transformacion de E. coli.

Finalmente, se discuten resultados
obtenidos al introducir, por electroporacion,
genes de porinas de E. coli en S. typhi.

Financiado por proyecto FONDECYT 682-91.

ESTRUCTURA Y REGUINCION DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA.
(Structure and Regulation of fructose-1,6-bisphosphatase)
Slebe. J.C.. Ludwig._ 1L, ReYes._ 2L. Cercana.— jUL.»
Mellado. G,, See?. P, Y tefai-JL. Instituto de
Bioquimica, Universidad Austral de Chile.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) cataliza la
hidrélisis de Fru-1,6-Pe a fructosa 6-fosfato y Pi La
regulacién de la actividad en el higado vy rifién es
gobernada predominantemente por el nivel de su
inhibidor, Fru-2,6-Pe. Concentraciones micromolares del
azlucar bisfosfato inhiben la enzima y potencian su
inhibiciéon por AWP, reduciendo efectivamente la
actividad FBPasica cuando las velocidades glicoliticas
son altas. Sin embargo, la naturaleza de la inh cidén
de la enzima por Fru-2,6-Pe es controvertida. Algunos
autores han propuesto la existencia de un sitio
alostérico para el Fru-2,6-Pe, pero otros favorecen una
interacciéon del inhibidor sélo a nivel del sitio
catalitico. Nosotros hemos postulado que la enzima tiene
un "dominio de wunién de fructosa-bisfosfato”, que
acomoda Fru-1,6-Pe o Fru-2,6-Pe, pero cada ligando
ocuparia varios determinantes de unién diferentes. La
accion de otros ligandos (Mga*, K¥) también afectan la
actividad. Se analizaran algunos modelos y se discutiran
otros posibles mecanismos de regulacién: agregacion e
interaccion con otras proteinas citosélicas.
La enzima aislada de diversas fuentes es un tetramero de
subunidades idénticas. Las secuencias aminoacidicas de
varias FBPasas muestran que la identidad entre las
enzimas es alrededor de 40%, pero presentan regiones de
alta similitud (70-80%), indicando que se han conservado
ciertos elementos estructurales importantes para la
accion y regulacién de la enzima. Datos de rayos-x de la
enzima de rifion de cerdo permiten tener una visiéon mas
clara de la arquitectura molecular de la FBPasa, y junto
a otras técnicas, permitiran en el futuro establecer el
nimero, la naturaleza y localizacién de todos los sitios
de unidén en la molécula de enzima.

(Financiado por: DID-UACH, S-92-40; FONDECYT, 92-150).

Coordinadora: C. Connelly

ORGANIZACION Y FUNCION DE UN GEN PARA AMINOACIL tRNA
SINTETASA DE Thiobaci 1lus__ferrooxidans.(Organization of
an aminoacil tRNA synthetase gene from T.ferrooxidans).
Qrellana. o.. Sagredo, B., Vargas, D., Salazar, 0.y
Jedlicki, E.

Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile

Las aminoacil tRNA sintetasas (RS) catalizan la
esterificacion de un aminoacido en el extremo 3" de

un tRNA especifico, constituyendo esta reaccion la
etapa crucial en la traduccién correcta del mensaje
genético. En bacterias se ha descrito la presencia de
una RS por cada aminoacido. Salvo contadas excepciones,
existe un s6lo gen para cada sintetasa, por lo que su
expresion es vital para la sobrevivencia de la célula.
Recientemente se ha descrito que en B._subtUis existen
dos genes para tirosil RS (tyrS y tyrZ). Se observé que
la secuencia del ipéptido codificado por tyrZ
presentaba un grado limitado de similitud (27%) con la
secuencia aminoacidica de las otras tyr RS descritas.
En nuestro laboratorio hemos clonado y secuenciado del
genoma de Tt ferropxidans (una bacteria acidéfila que
utiliza ion ferroso o compuestos de azufre reducido
como fuente de energia)un segmento de DNA que codifica

para una tirosil RS (tyrzT7). La secuencia del
polipéptido codificado por este gen presentaba un 50%
de si itud con el producto del gen tyrZ de

subtjli.5. Estudios sobre la localizacién genémica
revelaron que el gen tyrZT estaba adyacente al promotor
del oper6n de RNA ribosomal rrnT2. Estudios sobre la
expresion indicaron que el gen tyrZT era funcional
s6lo si la bacteria era cultivada en un medio con ion
ferroso pero no tiosulfato como fuente de energia. Se
encuentran en progreso los estudios para determinar la
funcionalidad del polipéptido codificado por tyrZT.
Financiado por FONDECYT (proyecto 92-967) y D.T.1
(proyecto B-3380).

REGULACION DE LA CASEINA QUINASA 11 DE Xenopus
laevis UTILIZANDO SUBUNIDADES RECOMBINANTES.
(Regulation of casein kinase 11 from Xenopus
laevis by means of recombinant subunits.)
Connel . C.. Hinrichs. M.V.. Jedlicki. A.M..
Gatica. M. . y Allende. J.E. Departamento de
ca, Facultad de Medicina y Departamento

iologia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile.

La caseina quinasa Il (CKIl) es una proteina
quinasa presente en el niacleo y citosol de
células eucaridéticas que parece intervenir en
la regulacién de expresién génica y prolifera-
cioéon celular. CKIl fosforila varias proteinas
nucleares clave como la RNA polimerasa, DNA
topoisomerasa y nucleoplasmina. Es una de las
quinasas mas abundantes en el nucleo de oocitos
de Xenopus laevis, sin embargo se conoce poco
sobre los mecanismos de su regulacién. Hemos
logrado el clonamiento, secuenciacién y expre-
sion en bacterias de las dos subunidades de la
CKIl de X. laevis. Las subunidades alfa y beta
expresadas en bacterias han sido purificadas a
homogeneidad y pueden ser reconstituidas para
mostrar una actividad especifica muy alta. La
holoenzima CKIl reconstituida retiene la capa-
cidad de autofosforilarse en la subunidad beta.
Utilizando 1la técnica de mutagénesis sitio
dirigida, hemos obtenido alteraciones en la
subunidad beta en los sitios de altofosforila-
ciéon y en un posible sitio de fosforilacioén
catalizada por la proteina quinasa cdc2. Se
utilizaran estos y otros mutantes para analizar
el mecanismo molecular de la regulacién de la
actividad de CKII.

Apoyado por FONDECYT y The Council for Tobacco
Research.
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COMPARTIMENTACION EN LA REGULACION DE LA
UTILIZACION DE GLUCOSA EN OOCITOS DE ANFIBIO
(Compartmentation in the regulation of glucose
utilization by amphibian oocytes). Tito Ureta.
Departamento de logia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile,

w
-

Se usa el término compartimentacién metabd-
lica para referirse a reacciones aisladas de
otros eventos celulares. Se presentaran datos
de la teratura que sugieren que la comparti-
mentacién es un mecanismo decisivo para la
regulaciéon del flujo de metabolitos. También
se describiran argumentos para la vision
contraria. Se mostraran experimentos de
nuestro laboratorio que sugieren un grado
importante de compartimentacién metabdélica en
oocitos de anfibio: a) no hay dilucién isot6-
pica de la sintesis de glicégeno (pero si de
la produccidén de 14C02) si simultaneamente se
coinyectan glucosa radiactiva e intermediarios
no marcados, b) el transporte de glucosa es
etapa limitante para la sintesis de glicégeno
pero no para la operacién del ciclo de las
pentosas; c) La coinyeccié6n de gliceraldehido-
3-P o fructosa-2,6-bisP inhibe profundamente
la sintesis de glicégeno, pero no afecta la
produccién de *C02, a partir de glucosa
marcada; d) la inyeccién de enzimas o de
anticuerpos anti-enzimas afecta ferencial-
mente a las dos vias de utilizaciéon de
glucosa. Finalmente, se mostraran resultados
que sugieren la presencia de una via glicoli-
tica muy rapida (10 seg a 3 min) que convierte
glucosa en lactato; la sintesis de glicégeno
es mucho lenta (8 a 15 min) y se produce por
gluconeogénesis a partir de triosas. (Finan-
ciado por FONDECYT 0829-91 y por la Volks-
wagenwerk Stiftung).

TALLER ENSENANZA DE LA BIOQUIMICA
\' Perspectivas de la Bioquimica y Biologia Molecular de 1992.
Formacion y campo de accién del investigador

MODERN EDUCATION IN BIOCHEMISTRY. Vella, F . Department
of Biochemistry, University to Saskatchewan, Saskatoon,
Cafiada.

Biochemistry has been the fastest growing
discipline in the biological Sciences for the past
several decades. It has become the fundamental Science
neccesary for the understanding of living systeras since
it supplies most of the terminology by which these
systems are described and most of the principies
essential for the majority of thinking about such
systems.

This rapid growth has serious implications for
biochemical education, which must concéntrate more on
fundamental general principies and the acquisition of
a variéty of intellectual skills which will prepare
students for future work in the face of a rapidly
expanding volume of new knowledge whose pace shows no
signs of slowing down, than on a mastery of mostly
descriptive textbook knowledge acquired mostly by rote
learning.

Modern educational research has shown that more
effective and useful learning occurs when students are
actively engaged in study than by the traditional
didactic approach of set leetures and laboratory
exercises. These results should be incorporated in the
planning and conducting of educational programa if
these are to achieve the desired effeets. This research
forms the basis for most of the recommendations that
have been made by authoritative educational bodies in
North America and Europe in recent years, and which
inelude @ emphasis on attitudes and valules,
intellectual and technical skills, together with usable
knowledge, @ reduction in didactic methods that
emphasize passive learning, (3) greater emphasis on
self- and collaborative education, (4) emphasis on
problem solving, and (56) [learning in an integrated,
interdisciplinary way. These recommendations apply as
much to undergraduate as they do to graduate education.
Their implementation is a challenge for University
faculty.

Coordinador: J. Babul

PROPOSICIONES CURRICULARES PARA RESPONDER A LOS
DESAFIOS ACTUALES QUE ENFRENTA EN NUESTRO PAIS LA
CARRERA DE BIOQUIMICA.

Dr. Jaime Eyzaguirre, Laboratorio de
Bioquimica,Pontificia Universidad Catélica de Chile.

La carrera de Bioquimica fue fundada en la
Universidad de Chile en 1958, con el objeto primario
de formar futuros investigadores en las ciencias
biolégicas bésicas.

Treinta y cuatro afios después, nos
encontramos con que seis Universidades del pais
ofrecen un programa de pre-grado en Bioquimica, Yy
varias, también, programas de Magister y Doctorado en
distintas disciplinas biolégicas.

Simultaneamente, han ocurrido en nuestro
pais profundos cambios estructurales, que repercuten
en los requerimientos y naturaleza de los
profesionales necesarios para enfrentar la nueva
realidad. Entre los desafios que se plantean, esta la
apertura al exterior y la gran competitividad que esto
genera. Nuestras alternativas de desarrollo pasan por
introducir valor agregado a nuestras exportaciones,
entre las cuales han tenido especial desarrollo las
agroindustriales y de productos del mar. En este
campo, los Bioquimicos pueden hacer un valioso aporte.

Se  pretende formular alternativas de
formacion para los Bioquimicos, que respondan a estos
nuevos requerimientos y oportunidades profesionales.
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LA FORMACION DEL BIOQUIMICO EN TIEMPOS DE CAMBIO.

Manuel Krauskopf, Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile,
Valdivia.

La hora presente es hora de modernidad. El cambio vertiginoso que
caracterizaba el devenir de los paises mas desarrollados estd siendo asumido en
algunos paises de América Latina, y particularmente en Chile. El pais al abrir
las compuertas de su economia se propone alcanzar niveles de eficiencia y
eficacia que le permitan desarrollarse en el marco de un mercado globalizado y
altamente competitivo. Este no es el Gnico aspecto que distingue la modernidad
que el proyecto histérico se plantea. No obstante, conviene considerarlo y
reflexionar si la Universidad debe asumirlo en la formaciéon de sus
profesionales y en consecuencia, de los bioquimicos. Es de provecho ademaés,
examinar el perfil del bioquimico que la sociedad demanda e intentar averiguar
si de hecho el pais necesita modificar radicalmente la formacién de éste para
responder al proyecto histérico con el que se encuentra comprometido.

Todo parece indicar que hoy como ayer, el biogquimico debe tener, -en lo
principal-, un sélido conocimiento de las disciplinas bésicas, a saber
matematicas, fisica, quimica y biologia, a un nivel tal, que garantice la
comprensién de los principios que rigen la I6gica molecular de la vida, y de las
técnicas troncales que permiten su estudio y aplicacion. La modernidad
reclama eliminar cuando existe, lo superfluo y accesorio, en especial si ello
puede afectar la percepcién del educando respecto al valor que tiene para su
desempefio, la inteleccién que éste consiga sobre la cimiente molecular de la
vida. En efecto, toda vez que lo profesional no es otra cosa que la proyeccion
experta de la utilidad que deriva de estos conocimientos en distintos campos, el
curriculum de estudios y el modo de concebir la ensefianza de las asignaturas
que cubran los aspectos sefialados, imponen mantener la esencialidad de la
formacion basica.

Son especialmente los avances sobre el conocimiento basico los que han
enriquecido la posible contribucién del bioquimico en medicina, farmacia,
sector silvoagropecuario, ambiental, idustrial, etc. Por ello, le corresponde al
bioquimico un creciente protagonismo en el desarrollo de la sociedad toda.

Se discutirén los aspectos sefialados y los aspectos positivos y negativos que el
modo de plantear politicas publicas puede tener en la respuestas educativas en
tiempos de cambio. Se analizard la dindmica de las universidades en el
escenario actual.

DOCTORADOS EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR Y LA
INVESTIGACION EN CIENCIAS BIOLOGICAS EN CHILE.

Jorge Babul, Departamento de
Ciencias, Universidad de Chile.

logfia, Facultad de

En 1971 se iniciaron en C e los programas de
postgrado en Bioquimica y Biologia Molecular (B y BM)
con la finalidad de: a) completar la formacién de los
licenciados en ciencias y profesionales bioquimicos al
nivel de doctorado, b) elevar el nivel de la ensefianza
en estos campos en las universidades y c¢) crear o
mejorar los laborato s de investigacion asociados a
las diversas instituciones responsables del desarrollo
cientifico y tecnolégico. Ademas, se pretendia que estos
profesionales tuvieran la oportunidad, a través de la
realizaci6n de sus tesis, de enfrentarse en forma
independiente a la solucién de los problemas que se
hubieren planteado.

Hasta 1991 aproximadamente 55 alumnos han realizado
su tesis en By BM y se han graduado de doctor (Doct)
en Chile. El 70 x provenia de la licenciatura en
bioquimica y el 15 x de la de biologfia. Estos Doct
constituyen el 55 X de los Doct en biologia graduados en
Chile y el 20 x de los Doct en biologfa activos en el
pafis. El 60 x de los Doct en B y BM graduados en Chile
se encuentra participando en proyectos Fondecyt y un 20
x trabaja en el extranjero. Los que trabajan en el pafs
representan el 55 x de los Doct activos en By BM en
C e; el 55 x se desempefia en oquimica y el 30 x en
biologia molecular. En la actualidad se estén ejecutando
33 proyectos Fondecyt en B y BM, de un total de 195
proyectos en Biologfia.

Se discutiré la formacién de los licenciados en
biologia y en bioquimica en relacién a su preparacién
para estudios de postgrado en B y BM y la formacién de
doctores en relacién a su quehacer en investigacién en
estos y otros campos de la Biologia, tanto en Chile como
en el extranjero.

LOS REQUERIMIENTOS DE BIOQUIMICA PARA UNA ESCUELA DE
MEDICINA DEL ANO 2000. Foradori, A.C. Facultad de
Medicina, Centro de Diagnéstico, P. Universidad Caté-
lica de Chile.

El incremento exponencial de la Bioquimica Experi-
mental pone en duro aprietos a los docentes para
transmitir el conocimiento relevante especialmente a

las profesiones relacionadas. La Medicina (entendida
como el arte y la Ciencia Bioldgica aplicada orientada
a la recuperacion y mantencién de la Salud individual
y colectiva) opera con una metodologia en todo similar
al investigador cientifico o el policial. El espacio
del actuar Médico es el laberinto (U. Eco "Apostillas
a El nombre de la Rosa™). La Medicina requiere asi de
signos asociados por una légica que permite moverse
dentro del laberinto de la Clinica. La Bioquimica es,
sin duda, quien mas signos y légica ha aportado a la
Medicina Moderna y en ese sentido ha optimizado la
habilidad del Médico para desplazarse en el Laberinto
de la Clinica. Sin embargo por el caracter de extremo
raduccionismo Tfiloséfico de la Bioquimica se estan
creando muchos signos que no son comprensibles para
los Médicos (Por Ej. El Journal of Bidlogical Chemistry
se ha transformado en un texto iniciatico). ElI Proyecto
Genoma Humano, una obra maestra de la Tecnologia Bioqui-
mica, reduce al individuo a una serie de Secuencias de
Nucledtidos, se requiere un enorme trabajo (mas grande
aun que el propio Proyecto original) para entender al
individuo o a la Sociedad y a sus alteraciones: ¢Qué
requiere una Escuela de Medicina en el umbral del afio
dos mil?.

1) Enumeracién de los componentes béasicos (desde el
agua) -

2) Ensamble de las Macromoléculas (Proteinas, Polisaca-
ridos, Acidos Nucleicos).

3) Termodinamica Basica y el Tiempo Biolégico (Catali-
sis) .

4) La loégica de la sintesis y degradacion (metabolismo).
5) La ldgica de la Regulacién (in situ).

6) La logica de la Regulacién mas alla del indi
(genética).

7) La Bioquimica de algunos Modeloi Celulares (Membra-
nas contactos, excitabilidad, motilidad, sentidos).

8) Modelos de légica Bioquimica de grandes problemas
Médicos.

duo




TRABAJO DE INCORPORACION

GADOLINIO INHIBE LA POLIMERIZACION DE LA
TUBULINA E INDUCE DESPOLIMERIZACION DE
MICROTUBULOS DE MANERA SIMILAR A CALCI0.
(Gadolinium inhibits tubulin polymerization
and induces microtubule sasserably in a

similar manner that calcium). Soto. C.
Monasterio. <L Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

3+ 3+
{f£s ione~+lantanidos Gd y Nd , pero no
Th3 y Eus , son capaces de inhibir la
polimerizacion de tubulina e inducir la

despolimerizacidon de Igs microtubulos, encuna
manera similar a Ca¢ . La unién de Gds a
tubulina fue caracterizada a través de
Espectroscopia de Resonancia Para~agnética
Electrénica (EPR). La unién de Gd¥ a dos
sitios de unién de alta afinidad en la
tubulina fue cooperativa, mostrando un
coeficiente de Hill de 1,5 y una-constante de
semisaturaciéon de s x 10 M. C&¢ interactua
cooperativamente con la tubulina en dos sitios
de unién de alta afinidad, encontrandose un
coeficiente de Hill de 1.4 y~una constante de
semisaturaciéon de 2-3 x 10 M. La wunién de
Ca* fue independiente de la concentraci6on de
tubulina y no promueve la agregacién de la
pr~eina. 2+Exper imentos de competencia entre
Gds y C&¢ fueron j~guidos a través de EPR,
encontrandose que Gdsz y Ca¢ compiten por los
sitios de uniéon de alta y baja afinidad en la
tubulina.

Los resultados “obtenidos en este trabajo
demuestran que Gd es una sonda paramagnética
util para estudiar la| caracteristicas de los
sitios de unién de Ca de alta afinidad en la
tubulina.

Financiado por los proyectos FONDECYT 1133-89,
0043-90 y 1061-92 y DTl PG-0046-91.

COMUNICACIONES LIBRES

ALTERACIONES EN LA COMPOSICION DE ISOENZIMAS CITOCROMO P-450
Y EN EL METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS POR EXTRACTOS ORGANICOS
DEL MATERIAL PARTICULADO DEL AIRE DE SANTIAGO( Alterations
in tbe composition of cytochrome P-450 isozymes and in fatty
acids metabolism by organic extracts irom Santiago airborne
partiéles). Adonis M. . Tignolo P.. Quifiones. L. y Gil L.
Departamento de Bioquimica Facultad de Medicina Universidad
de Chile.

La isoenzima citocromo P-450 ITAl cataliza la hidroxilacion
w y e-1 de acidos grasos, entre ellos acido laurico y acido
araquidoénico. Otra isoenzima la citocromo P-450 1Al posee un
alto nivel de actividad catalitica sobre hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs). Diversos estudios realizados
en nuestro laboratorio han demostrado que las actividades de
citocromo P-450 ITAl y 1Al se ven claramente afectadas por
la desnutricion. Ademas estudios previos de nuestro
laboratorio han revelado una alta concentracién de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y un alto poder
mutagénico en extractos organicos del aire de Santiago.

En este estudio se muestra el efecto de diferentes extractos
organicos del material particulado del aire de Santiago,
sobre el metabolismo in vitro del &cido laurico. Ratas
normales y desnutridas fueron inyectadas con extractos
organicos( 40 mg/kg). La actividad &acido laurico hidroxilasa
se determiné por HPLC en fase reversa, identificando y
cuantificando los productos hidroxilados en posicién w y w-
1. La identificacion de las isoenzimas P-450 ITAl y 1Al en
diferentes preparaciones microsomales de ratas normales y
desnutridas con y sin tratamiento se hizo por Western Blot.
La administracion de los extractos organicos produjo un
incremento en la isoenzima P-450 IAl , una disminucién en la
isoenzima P-450 ITAl y un marcado decrecimiento en las
actividades w y *-1 de &cido laurico hidroxilasa, tanto en
ratas desnutridas como normales. Estos resultados sugieren
que los extractos del material particulado del aire de
Santiago alteran la composiciéon de isoenzimas citocromo P-
450 afectando el metabolismo de HPAs y de &cidos grasos.

Financiado por proyectos FONDECYT 1314-91 Y OEA 03-91-52B -
290 CHE.

DISTANCIAS ENTRE LOS CUATRO RESIDUOS DE CIS-
364 DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
(PEPCK) DE Saccharomvces cerevisiae.(DISTANCES
BETWEEN THE FOUR CYS-364 RESIDUES OF Saccharo-
mvces cerevisiae PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXY-
KINASE) . 1Alvear,M. *Encinas.M. V.. *Herrera,
L. y aCardemi 1,E. 1Departamento de Ciencias
Quimicas, Universidad de la Frontera, y sDe-
partamento de Quimica, Facultad de Ciencia,
Universidad de Santiago de Chile.

La PEPCK de levadura estd formada por
cuatro subunidades iguales de 61,3 kDa. Expe-
rimentos previos (Alvear y col.(1992) Biochim.
Biophys.Acta 1119. 35-38) sugieren que la Cis-
364 corresponde a un residuo del sitio activo.

Con el objeto de determinar las distan-
cias entre los residuos de cisteina-364 dentro
del tetramero, 1la enzima se marcé con N-(yodo-
acetil)-N“-(5-sulfo-1-naftil)etilendiamina (1,
5-1AEDANS) en uno de ellos, y con diferentes
proporciones de 4-[N-(yodoacetoxi)etil-N-me-
tilamino]-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (1ANBD)
en los 3 restantes. Se midié la transferencia
de energia singlete-singlete no radiativa en-
tre el dador (AEDANS) y el aceptor (ANBD), y
del anéalisis de los datos se calcularon las
distancias.

Las distancias (&%) obtenidas para las
proporciones AEDANS:ANBD 1:1, 1:2 y 1:3 fue-
ron, respectivamente, 44+2, 45+2 y 38+1. Expe-
rimentos de entrecruzamiento de las subunida-
des de la enzima nativa indicaron la formacién
preponderante de especies de 120 kDa.

Los datos pueden interpretarse suponiendo
que la estructura cuaternaria de la proteina
consiste en una asociacion de dos dimeros.

Financiado por Fondecyt 91-0446 y DICYT-USACH.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE PROTEOG6LICANES DE HEPARAN SULFATO

PRESENTES EN LA SUPERFICIE DE CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS. (IsoUtion
and characterization of cell surfact heparan sulfate proteoglycans froa
skeletal tdsele cells). A. Caepos, R. Urrea y E. Brandan. Departaaento de
Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Uni-
versidad Catélica de Chile. (Patrocinio: N.C. Inestrosa).

La tatriz extracelular (NEC) estd coapuesta de varias glicoproteinas,
colagenos y proteoglkanes (P8s). Especial interés se ha centrado en la
presencia de PGs hidrofébicos asociados a la aeabrana plasaatica. Existe
evidencia experiaental que indica que éstos participarian en la unién y
presentaciéon a la célula de factores de creciaiento o bien coto sitios de
unién entre la célula y la NEC. Henos evaluado, localizado y caracterizado a
nivel estructural P6s hidrofébicos presentes en la aeabrana de células
ausculares diferenciadas in vitro ((~"C%).

Estudios de solubilizacién seguidos de caracterizacion estructural
indican que en la superficie de las células C ~ existe al aenos un PG de
heparan sulfato (P6HS) anclado a la aeabrana via fosfatidil inositol. Este
P6HS presenta un taaafio nolecular de aproxiaadaaente 220 kDa. Estd foraado
por una proteina central de G7 kDa y cuatro o cinco cadenas de heparan
sulfato de 2S-3S kDa. Este PGHS fue inaunoprecipitado con anticuerpos contra
un PGHS proveniente de células de Schvann (Carey and Stahl, J. Cell Biol
111, 2053-2062, 1990), tanto desde extractos en detergentes de las (UC”,
del aedio de secrecién de éstas o bien luego de trataaiento de la superficie
celular con la enziaa fosfatidil inositol fosfolipasa C. La naturaleza
hidrofébica de este PGHS fue estudiada por incorporacion a liposoaas de
fosfatidilcolina. Experiaentos de pulso y caza sugieren que este P6HS se
encuentra inicialaente en la superficie de las pera luego ser liberado
al aedio de secrecién. Estudios de inaunocitolocalizacién indirecta en
cortes de aésculo esquelético de rata indican que este PGHS se encuentra en
la superficie de las fibras ausculares co-localizando con laainina presente
en la laaina basal a nivel de endoaisio. No se encontré este P6HS en el
periaisio auscular donde localiza principalaente la fibronectina.

Estos resultados sugieren que células ausculares in vitro y aisculo
esquelético adulto sintetizan un PGHS el cual se encuentra en la aeabrana
plasaatica anclado via fosfatidil inositol y que co-localiza con laainina

(Financiado parcialaente por IFS 1407/2)

ACTIVIDAD ATP-DIFOSFOHIDROLASICA DE FRACCION
PERIPLASMICA DE E.coli. (Periplasmic ATP-
diphosphohydrolase activity from E.coli)
Chavet.L..Garcia.L., Collados.L.,valenzuela,
M.A..Kettlun,A.M._Mancilla,M. y Traverso-
Cori.A. Dpto de Bioquimica y Biologia
Molecular. Fac. Cs. Quimicas y Farmacéuticas.
Univ. de Chile.

La actividad ATP-difosfohidrolasica o
apirasica periplasmica purificada por electro
enfoque difiere de las apirasas descritas en
organismos superiores por presentar actividad
5"AMPasa ademéds de ATPasa y ADPasa.

Esta enzima es muy inespecifica frente a
nucleosidos di y trifosfato. Como los
derivados di fosforados de nerilo y geranilo
no son hidrolizados, la funcién de la apirasa
no estaria relacionada con la biosintesis de
la pared bacteriana donde participa el Dol-PP
Esta enzima no se asemeja a la ATPasa
mitocondrial porque es insensible a azida y
oligomicina y es poco sensible a DCCD.Tampoco
se parece a la (Nar-K*)ATPasa porque la
ouabaina no tiene efecto inhibidor. En cambio
es inhibida por F~, VO3- y DES. La actividad
ADPéasica medida seria de la apirasa ya que
Ap5A, inhibidor especifico de la quinasa
adenilica no la disminuye. El  tipo de
dependencia de cationes bivalentes es un
parametro que la diferencia de las enzimas de
eucariontes,puesto que el grado de activacion
va en el sentido Co2->Mn2 >Mg2”~>Ca2*>Zn2* .En
las enzimas de origen animal y vegetal es mas
efectivo Ca2-. La Concanavalina A inhibe a
la enzima lo que sugiere que podria ser una
glicoproteina igual que la de eucariontes.

Financiado por proyecto Fondecyt 90-1006.

ROL DE IONES METALICOS EN LA ARGINASA. (Role
of setal ions in artfinase). Nelson Carvajal y
Claudio Torree. Depto. de Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas y de Recursos
Naturales, Universidad de Concepcion.

AUn persisten inportantes interrogantes acerca
del rol del netal en la arginasa, lo que nos
ha movido a revisar el problema.

Mientras la enzima nativa es estable a 70°C,
las subunidades de arginasa de higado humano
se inaotivan aun a 37 °C. Los sustratos
(arginina o canavanina) y Jlos inhibidores
competitivos (ornitina y lisina) protegen en
forma especifica y las oonstantes de
disociacién determinadas a partir de estos
efectos, concuerdan con las constantes
determinadas en estudios cinéticos. La
cinética de inactivacion es bifasica (aun en
presencia de los sustratos o inhibidores), Io
que interpretamos en base a dos conformaciones
denaturadas. Los valores de Km o Ki no son
afectados por el tipo de metal activador (Mn,
Co, Ni, Cd) y el Zn es un 1inhibidor de Ila
enzima activada por estos iones metalicos.

Las subunidades no se reactivan con metales
después de incubarlas con p-hydroximercuri-
benzoato, aun en presencia de sustratos o
inhibidores competitivos. En cambio, el
complejo enzima-metal es ligeramente activado
por este reactivo. La enzima es inactivada por
2-hidroxinitrobenzil-bromuro, aun en presencia
de sustratos, inhibidores o metales.

Se sugiere que el metal no participa en la
unién del sustrato a la enzima y se discute
su participacion en términos esencialmente
estructurales.

PROYECTO FONDECYT 92-0294

ADN CLOROPLASTIDIAL DE TRES POBLACIONES DE ALGAS GRACILARIOIDEAS DE LA
COSTA OESTE DEL PACIFICO. (Chloroplastidial DNA from three population of
gracilarioidea algae of the Pacific coast). Cordova. C¢, Montoya. Rj.(*).
Gonzalez. Mi(*) y Tejada. N. Dpto. de Botanica, Facultad de C. Bioldgicas,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima 14%002, Peri. (*) Dpto. de

Biologia Molecular y Dpto de Botanica, Fac. de C. Bioldgicas y RR. NN.,

Universidad de Concepcidn, Concepcion, Chi

Las algas gracilarioideas (RHOOOPHYTA, GRACILARIALES) tienen impor-
tancia econémica por la presencia de polisacaridos gelificantes (agar-agar)
en su pared celular.

La taxonomia de estas algas ha sido criticamente revisada en base a
estudios morfoanatémicos y de ontogenia reproductiva, siendo en la actuali-
dad muy importante la contribucién de las técnicas de biologia molecular
para el esclarecimiento de la sistematica de estos taxa.

En el presente trabajo se realiza una comparacién sobre la base de
los perfiles de restriccion del ADN cloroplastidial, en algas gracilarioi-
deas de tres localidades de la costa oeste del Pacifico: Pigeon Point
(USA), Ancén (Perd) y Dichato (Chile).

Las muestras frigorizadas fueron transportadas en el menor tiempo
posible al laboratorio y procesadas inmediatamente. Los talos fueron moli-
dos en frio (nitrégeno liquido) y digeridos en presencia de SDS y proteasa.
Luego de desproteinizar se precipitaron los acidos nucléicos con alcohol
frio. EI ADN cloroplastidial fue separado de proteinas, carbohidratos, ADN
nuclear y ARN en una gradiente de Cloruro de Cesio y digeridos con enzimas
de restriccion.

Los fragmentos de restriccion separados por electroforesis en geles
de agarosa muestran diferencias en las tres poblaciones estudiadas, dos de
ellas, USA y Per( adscritas a Gracilariopsis lemaneiformis y la tercera a

Gracilaria chiler.sis. Una revision mas profunda puede per ir la individu-
alizacion de las dos poblaciones adscritas a Gj. lemaneiformis.

Se destaca la necesidad e importancia de esta técnica en la solucion
de problemas taxénomicos cuando hay ausencia de estructuras reproductivas,

como sucede en la poblacion de Ancon (Peri).

TESIS DE POSTGRADO FINANCIADA POR LA RED LATINOAMERICANA DE BOTANICA Y
EJECUTADA EN LOS DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y BOTANICA DE LA UNI-
VERSIDAD DE CONCEPCION, CONCEPCION, CHILE.
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Produccién de !3-xilanasas extracelulares del
hongo Penicillium janthincllum 87 M-115).
(Production of extrace llular B-xylanases by P.
janthinellum). Curotto. E. y Concha. M.
Instituto de Quimica Universidad Catélica de
Valparaiso. (Patrocinio: G.GOnzalez).

Enzimas y hongos 1lignocelulésicos tienen
una aplicaciéon potencial en el tratamiento de
las pulpas de madera y en el blanqueo de pulpas
de celulosa. La factibilidad del uso de xila-
nasas en el biopulpaje, entre otros aspectos, es
altamente dependiente de la selectividad de las
enzimas y de la ausencia de actividad celulo-
Iitica. El objetivo de este trabajo es estudiar
la produccién de 13-xilanasas inducidas por
diferentes xilanos, seleccionar las mejores
condiciones de actividad endoxilanasa y minima

de celulasa para su posterior estudio de
especificidad. Se utilizé, xilanos de abedul vy
alerce como inductores. La Actividad xilanasa

fue determinada a 60° C y 0.1 M tampén fFosfato
pH 6.0, midiendo cuerpos reductores con DNS a
partir de 20 mg de xilano de alerce, como sus-
trato. Se estudié la produccién de O-xilanasa
entre 10-100 mM de 2,2-dimetilsuccinato (OMS) pH
entre 4,5-6.0. La mayor actividad se obtuvo al
5Q dia (1.2 U.1.), 10 mM de tamp6n y pH 4.5, con
xilano de alerce. No se producen proteasas. En
DMS 50 mM y pH 4.5 13-xilanasa fue inducida por
xilano alerce y abedul presentando mayor acti-
vidad especifica en alerce que en abedul. La
actividad celulasa fue minima en todas las expe-
riencias. Los perfiles electroforétieos son
diferentes, lo que podria dar cuenta de menor
multiplicidad enzimatica cuando se induce con
xilano de abedul. Es necesario purificar vy
caracterizar las xilanasas inducidas por los
xilanos estudiados, para afirmar que son
xilanasas con distinta especificidad.

FLUORESCENCIA INTRINSECA DE LAS CARBQXIQUINA-
SAS FOSFOENOLPIRUVICAS DE RATA Y Escherichia
coli. (Intrinsic Fluorescence of rat and E.col i
phosphoenolpyruvate carboxykinases). Encinas,
M.V. >, Rojas, M¢C.ti, Cardeail, E.1 y Goldie,
H. 3. Universidad de Chile2, Universidad de
Santiago de Chilel y* University of Saskatoon,
Canada3s.

La reaccién de descarboxilacién del oxaloace-

tato catalizada por las carboxiquinasas fosfo-
enolpiruvicas (PEPCKs), requiere de GTP o ATP
segun el origen de la enziaa. En este trabajo
se estudiaron las propiedades fluorescentes

de los triptofanos de las PEPCKs de rata (GTP)
y de Escherichia coli (ATP).
Los triptofanos de la enziaa de rata, presen-

tan un aaxiao de eaisién a 335 na,valor carac-
teristico de residuos aas bien escondidos en
la proteina. Los triptofanos de la enziaa de
E. coli presentan una eaisién a aayor Jlongitud
de onda. La acrilaaida resulté ser un efectivo
apagador de la fluorescencia de aabas enziaas,
cuyos triptofanos aostraron una accesibilidad
siailar a este apagador. En caabio, el desac-

tivador id6nico, Nal peraitié detectar diferen-
cias significativas entre las dos carboxiqui-

nasas. La intensidad de la fluorescencia de la
PEPCK de rata,disainuyé por unién de los nu-

cleétidos. Adeaas, estos sustratos redujieron

la efectividad de la desactivacién por acri
aida y yoduro. En la enziaa de E.coli la ad
cién de ATP o ADP auaent6 la eal 6n
fluorescente. Se calcularon las respectivas
constantes de disociacién para estos ligandos.

Financiaaiento: Fondecyt proyectos 90-4 vy
91-446, DTl Universidad de Chile, proyecto
Q-3068-9013 y DICYT, Universidad de Santiago
de Chile

CAVMBIOS EN LA SINTESIS Y COMPOSICION DE GANGLI0SIDOS
DORANTE EL DESARROLLO DEL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA
RETINA DE POLLO. (Developmental changes in ganglioside
composition and synthesis in pigment epithelium of the
chick retina.) Daniotti, J.L.*. Landa. C.A. y Maccioni,

H.J.F. Dpto. Quimica Bioldégica, Fac. Ciencias Quimicas,
U.N.Cérdoba, Cdérdoba, Argentina. (Patrocinio: J.E.
Allende.)

Durante el desarrollo del sistema ocular de pollo
la pared del tubo neural da origen, por evaginacion, a
la vesicula optica. La posterior invaginacion de ésta
conduce la formacién de dos capas, una que diferencia
en epitelio pigmentario (EP) y la otra en retina neural
(R\N). En RN las células precursoras (Retinoblastos, Rb)
generan las distintas clases de neuronas retinales y las
células gliales de Muller (CGM). Estudios de la
expresion de ganglidsidos durante el desarrollo han
mostrado que los Rb expresan principalmente GD3. Cuando
los Rb diferencian a células neuronales declinan la
expresion de GD3 y expresan ganglidésidos de la serie
gangliotetraosilceramida (GTOC); cuando los Rb dife-
rencian a CGM también expresan GTOC pero mantienen la
expresion de GD3. Estos cambios correlacionan con la
regulacion de ganglidsido glicosiltransferasas claves.
En este trabajo, aplicando técnicas bioquimicas e
inmunocitoquimicas, estudiamos la regulacion de la
expresion de ganglidsidos y de glicosiltransferasas
durante el desarrollo del EP. Los resultados muestran
que: a) en estadios tempranos las células precursoras de
EP son GD3 y GM3 positivas; b) cuando las células que
constituyen el EP diferencian, contienen
predominantemente GM3; c) los cambios correlacionan con
un alto valor en la relacién GM3-/GD3- sintasa. Se
concluye que las células precursoras del EP, al igual
que los Rb, son GD3+ pero al diferenciar expresan
mayoritariamente el gangliésido GM3. El patrén de
expresioén de gangliésidos en EP, diferente al de CGM y
neuronas ganglionares diferenciadas, indica que células
derivadas de un progenitor comin regulan la biosintesis
y expresion de ganglidsidos segin el entorno en el que
ocurre la diferenciacioén terminal. (Apoyado por CONICET
y CONICOR

* Direccién actual: Depto. Bioquimica, Fac. Med
univ. de Chile, Casilla 70086, Santiago 7.

FOTOTRANS FORMACIONES DE ISOMEROS DEL J3-CAROTENO,
EFECTO DE LA CLOROFILA. (fi-carotene isomers
phototransformations, chlorophyll effect).
Erazo S. y O’Reillv S. Instituto de Quimica,
Facultad de Ciencias Basicas y Matematicas,
Universidad Catélica de Valparaiso.

Los 13-carotenos, constituyentes de
alimentos que contribuyen a su color, presentan
propiedades antioxidantes y otorgan beneficios
potenciales a la salud humana. Actualmente,
existe un creciente interés por incorporarlos
como micro nutrientes en dietas humanas, debido
al rol que presentarian en el control de algunas
patologias. Sin embargo, los alimentos en las
condiciones de procesamiento y almacenamiento
sufren transformaciones, debido a envases
transparentes a la luz y a la presencia de
fotosensib ilizadores . Estas reacciones pueden
traer cambios indeseables en el color, aroma y
valor nutritivo del producto.

En esta investigacion se estudia la
isomerizacién y Tfotooxidacidén de 6-carotenos
extraidos de la microalga Dunaliella salina
os a la accién de la luz en presencia de
clorofila. La composicién y la proporcién de la
mezcla de isd6meros del extracto se determina por
HPLC en una columna RP-18 de 4m- (Merck).

En atmésfera inerte, se encuentra con luz
policromatica (Filtro Schott RG 630 ) transposi-
cién del isémero 9-cis-p-caroteno a todo-trans-
p-caroteno a, tiempos menores de 20 min y una
pérdida no selectiva, a tiempos mayores. Pesek
y ~col. al contrario, postulan en jugos de
zanahoria sometidos a la luz, la transposicioén
del todo-trans-p-caroteno a isoémeros cis. En
condiciones aeroébicas, con luz policroméatica
(>630 nm) y monocromatica (450 nm) se observa
destruccién no selectiva, a diferencia de |lo

sefialado por Foote y col. quienes informan
degradacién preferente del isémero 9-cis-p-
caroteno. Estos resultados diferentes, probable-
mente debido a la presencia de fotosensibiliza-
dores, hacen interesante a futuro un estudio
cinético de estas fototransformaciones.

Se agradece la participacion de la Dra

G.Tapia D. Proyecto financiado por DGI, UCV.
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RESPUESTA AL AYUNO DE PEROXISOMAS HEPATICOS Y RENALES
(Response to starvation of hEpatic and ranal peroxisomes)
Fuentes Q.R. y Orellana M. Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El ayuno agudo determina un aumento de la gluco-
neogénesis y de la utilizacion de lipidos por /3 -oxida-
cion. El higado y el rifién, los 6rganos con mayor abun-
dancia de peroxisomas, son los uUnicos capaces de reali-
gluconeogénesis y ~-oxidacion peroxisomal. Existe in-
formaciéon contradictoria con respecto al efecto del ayu-
no sobre la ~-oxidacién peroxisomal hepatica y renal.
Asismismo no esta bien establecido si el rifion juega un
papel en el metabolismo energético durante el ayuno.

En este trabajo se estudié el efecto del ayuno por
24, 48 y 72 horas sobre la actividao de catalasa y la
/3-oxidacion peroxisomal hepatica y renal en ratas ma-
chos. Ambas actividades fueron determinadas por métodos
espectrofotométricos en sobrenadantes 200g x 10 minutos
de los homogenizados, previa solubilizacién con Tritén
X-100.

Los resultados muestran que las actividades de ca-
talasa y "-oxidacidn peroxisomal. son respectivamente 3
y 3.5 veces mayor en higado que en rifion de ratas con-
troles. La /3-oxidacion peroxisomal que no se modifica
a las 24 horas de ayuno, aumenta 30% a las 48 horas y se
mantiene elevada después de 72 horas de ayuno. En forma
similar la ,5-oxidaciéon peroxisomal renal que muestra un
leve aumento a las 24 horas de ayuno, sube un 71% a,las
48 horas de ayuno y se mantiene elevada al cabo de 72
horas de ayuno. La actividad de la catalasa hepatica no
se modifica con el ayuno en tanto que la catalasa renal
muestra un leve aumento desde las 48 horas de ayuno.

Esta respuesta es similar a la observaos por otros
autores frente a agentes hipolipidémicos. Se discute un
posible rol del rifidén en el metabolismo energético du-
rante el ayuno.

Financiado por Proyecto DTl 3178/9013, U. de Chile.

PROTEOLISIS PARCIAL DE LA CARBOXIQUINASA FOS-
FOENOLPIRUVICA (PEPCK) DE Saccharomvces cere-
visiae. (PARTIAL PROTEOLYSIS OF Saccharomvces
cerevisiae PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE).
Herrera,L. , Jabalquinto,A .M. y Cardemi 1.E .
Departamento de Quimica. Facultad de Ciencia.
Universidad de Santiago de Chile.

La PEPCK de levadura cataliza la descai-—
poxilacién y fosforilacion de oxaloacetato en
presencia de ATP para generar fosfoenolpiruva-
to, ADP y CO02. La enzima es un tetramero con
subunidades iguales de 61.3 kDa en esta espe-
cie, a diferencia de la de otros organismos.

Se realiz6 digestion parcial con diversas
enzimas proteollticas. y a diferentes tiempos
de incubacion se mididé la actividad y se ana-
lizaron muestras en geles de poliacrilamida
con 2% de SDS.

Los resultados indicaron que tripsina al
7% produce la fragmentacién de la proteina ge-
nerando especies de 57. 53 y 49 kDa, a la vez
que disminuye la actividad de la PEPCK. Quimo-
tripsina y proteasa de S. aureus VB (7% y 10%.
respectivamente) no tuvieron efecto. Los efec-
tos provocados por tripsina fueron evitados
casi totalmente por la inclusién de la mezcla
de CO2 y ADP o C02 y ATP en el medio de incu-
bacién, pero no asi por los sustratos solos o
por otras combinaciones de sustratos. La se-
cuenciacion del extremo aminoterminal del pép-
tido de 57 kDa revelé que el punto de corte
por tripsina corresponde a Arg-76. Otros expe-
cimentos indicaron que la enzima proteolizada
conserva parcialmente su estructura cuaterna-
ria. Se postula que la ligazén de C02 y ADP o
ATP a la PEPCK induce un cambio conformacional
en la proteina, retirando a la Arg-76 de la
superficie de la enzima.

Financiado por Fondecyt 91/0446 y DICYT-USACH.

CUERPOS DE INCLUSION DE POLIPEPTIDOS DE TUBULINA EN

Escherichia coli (Inclusioén Bodies of Tubulin
Polypeptides in Escherichia coli). Gonzalez. C., Lagos.
Rabajille. E. y Monasterio. Q.. Laboratorio de

Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

La sobreproduccién de trozos polipeptidicos de las
subunidades alfa y beta de la tubulina en Hs coli
induce la formacion de agregados insolubles,
denominados cuerpos de inclusién (Cl). Lo mismo se ha
observado con otras proteinas sobreproducidas en
bacterias. Como una forma de contribuir al conocimiento
de los mecanismos moleculares involucrados en la
formacién de los Cl, se estudié el efecto del tamafio vy
la composicién polipeptidica. Por subclonamiento se han
obtenido 3 polipéptidos pertenecientes a la subunidad a
y 4 a la subunidad fi de la tubulina, los que contienen
el dominio carboxilo-terminal, solo o asociado con
otros dominios de la proteina. EI clon RL-38fi4, que
contiene parte del dominio de interaccioén entre
subunidades, se expresa insoluble (sobre 90%); mientras
que el clon RL-60fi8, que carece totalmente de ese
dominio, lo hace parcialmente soluble (sobre 37%). Por
otra parte, parecen existir diferencias en la
solubilidad de acuerdo con la subunidad a la cual
pertenece el polipéptido expresado. Asi, el clon RL-
33B6 (que contiene s6lo el dominio carboxilo-terminal)
se expresa soluble (sobre 97%), en tanto que el clon
RL-52ct3 es parcialmente soluble (50%). Los dos
polipéptidos tienen peso molecular similar (6901 vy
8279, respectivamente) y no contienen residuos de
cisteina en su molécula. El analisis de los resultados
indica que el tamafio de los polipéptidos, su
composicién o ambos influyen en la formacién de los CI.

Financiado por proyectos: FONDECYT 92-0035; FONDECYT
1051-92 y Depto. Postgrado y Postitulo, Universidad de
Chile, Beca PG-089-92.

EVALUACION DEL POTENCIAL CARCINOGENICO DE CONTAMINANTES DEL AIRE
DE SANTIAGO/Evaluation of the carcinogenic potential of environmental
pollutants from Santiago) Irarrdzabal. C. y Salazar. I

Departamento de Bioquimica , Facultad de Medicina , Universidad de Chile.

La capacidad de un precarcinégeno para inducir la sintesis de P450-I1A,
tiene como consecuencia su propia activacién, lo cual podria constituir el
factor determinante de su potencia carcinogénica. Estudios 1n vivo de nu-
merosos investigadores, han correlacionado el potencial carcinogénico de di-
versos compuestos quimicos con su capacidad para inducir estas isoenzimas.

En el presente trabajo se estudié en ndcleos de higado de rata, la capacidad
de diferentes mezclas de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP), pre-
sentes en extracto de particulas del aire de Santiago, para inhibir la sintesis
de DNA y aumentar la actividad catalitica del Sistema Monooxigenasas para
sustratos especificos de las isoenzimas IA. Esta capacidad se compararé con
la de dos HAP puros: Benzopireno (BP)y 1-Nitropireno (NP).

Ratas Wistar, hembras de 35 dfas, recibieron una dosis i.p.(40mg/ kg)
de Extracto Organico de particulas del aire de Santiago, o de HAP, disuelto
en aceite de maiz. Las ratas control recibieron el correspondiente volumen
de aceite de maiz. Los animales fueron sacrificados 48 hrs post-tratamiento
para aislar y purificar nacleos de higado.

Los HAP purosy los Extractos Organicos ( mezclas de HAP) estudiados,
produjeron diferentes efectos tanto en el grado de inhibicién de la sintesis de
DNA (24 a8051), como en el grado de aumento en las actividades aril hidro-
carburo hidroxilasa (4 a408$)y etoxiresorufina O-desetilasa (11a 33$)
dependientes de P450-1A ,y en la actividad NADPH-P450 6xido-reductasa
(2 a73$).

Nuestros resultados indican que las mezclas de Hidrocarburos Aroméaticos
Policiclicos presentes en particulas contaminantes del aire de Santiago po-
seen un alto potencial carcinogénico, dado la relacién directa entre el grado
de aumento en las actividades del Sistema Monooxigenasas dependientes de
las isoenzimas P450-1A y el grado de inhibicion déla sintesis de DNA,
producidos por el tratamiento con dichas mezclas de contaminantes.

Financiado por FONDECYT-1314-91
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AUSENCIA DE GRUPOS SULFHIDRILOS REACTIVOS EN
LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE EL coli
(E- coll phosphoenolpyruvate carboxykinase
does not contaln reactive sulfhydryl groups).
Jabalquinto, A.M., *Goldle. H. y Cardemil. E.
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencia,
Universidad de Santiago de Chile y *Departa-
mento de Microbiologia, Universidad de
Saskatchewan, Cafiada.

La carboxiquinasa fosfoenolpiruvica (PEPCK)
de EL. coli es homéloga a la PEPCK (ATP) de
levadura y no posee similitud con las PEPCKs
dependientes de GTP. Como parte de una inves-
tigacion dirigida a obtener informacion
estructural de las PEPCKs dependientes de ATP,
se estudia la reactividad de los residuos de
cisteina de la enzima de H. coli.

Experimentos de titulacién con DTNB en pre-
sencia de 8M urea indicaron la ausencia de
puentes disulfuro en la enzima, en tanto que
en condiciones no desnaturantes se titularon
2 grupos tioles por mol de enzima luego de 90
min de reaccién, indicando una muy baja reac-
tividad para los sulfhidrilos de la enzima na-
tiva. Por otra parte, la enzima no fue inac-
tivada por una serie de reactivos especificos
para sulfhidrilos, los cuales variaban amplia-
mente en cuanto a tamafio y caracteristicas
polares.

Estos resultados nos indican que la PEPCK de
E. coli. a diferencia de todas las PEPCKs
estudiadas, no contiene grupos sulfhidrilos
reactivos. Este es un hecho importante que
pone en tela de juicio la posible funcidn
catalitica de los grupos sulfhidrilos alta-
mente reactivos detectados en otras PEPCKs.

Financiado por Fondecyt 91/0446 y DICYT-USACH

CARACTERIZACION CINETICA Y FUNCIONAL DE LA
ATP-DIFOSFOHIDROLASA DE PLACENTA HUMANA .
(Kinetic and functional characterization of
human placenta ATP-diphosphohydrolase).
Kettlun, A.M. . Valenztiela, M.A.,Pieber, M.,
Alvarez,A., Chayet,L., Collados,L., Mancilla,
M. ,Briones,A., Silva,M.A. y Traverso-Cori,A.
Depto Bioquimica y Biologia Molecular. Fac.
Cs. Quimicas y Farmacéuticas. Univ. de Chile.

La baja produccién de PGla (antiagregante
plaquetario) de la placenta humana parece
estar suplida por una actividad ADPasica que
corresponderia a la ATP-difosfohidrolasa,
cuya presencia permitirla regular el proceso
de agregacién plaquetaria dependiente de ADP.

No hay diferencias en la distribucién de
la apirasa en los lados materno y fetal. La
caracterizacion cinética mostré que: a)
concentraciones elevadas de Ca3* y Mg”~- son
inhibitorias, lo que indica que se unirfan
también a la enzimav b) los residuos de cisy
trp no son importantes en la catalisis, pero
si se modifica arg e his se observa
reversion del efecto inactivador con AMPcP;
la nitracién de tirosinas con TNM inactiva,
pero no hay proteccién por AMPcP.

La relacion de esta enzima con la
agregacion plaquetaria se encuentra apoyada
por su efecto inhibidor in vitro. Esta
importante funcién reguladora de la apirasa
en placenta se corrobora por la presencia de
proteinas, una activadora y otra inhibidora
de su actividad. Estudios preliminares
indican que la inhibidora seria particulada,
en cambio la activadora es soluble.

Financiado por DTI 833"S-%i3 y Fondecyt 90-1006.

¢ES LACTATO UN INTERMEDIARIO DE LA
BIOSINTESIS DE GLICOGENO EN LOS OOCITOS DE
RANA? (Is lactate an intermediate for the
glycogen biosynthesis in frog oocytes?)
Kessi, E., Guixe, V., Ureta, T.__V H. W.
Hofer. Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Departamento Cs. Biol. Anim.,
Facultad de Cs. Vet y Pee., Universidad de
Chile, y Fachbereich Biologie, Universitat
Konstanz.

En comunicaciones previas de este labo-
ratorio se ha mostrado la aparicién réapida
(10 segundos) y transitoria de dos frac-
ciones radiactivas (fracciones Il y 1IlI) a
partir de [14C]glucosa micro-inyectada en
oocitos de Caudiverbera caudiverbera. Para
identificar estas fracciones, se micro-
inyectaron oocitos con [14C]glucosa, o con
glucosa no radiactiva y se prepararon
extractos percléricos los cuales se cromato-
grafiaron en Dowex 1X8. Las fracciones
resultantes se analizaron por cromatografia
liquida de alta resolucion en una columna
CarboPac PA1 (DIONEX). Una de las fracciones
radiactivas de interés se analizé por
métodos enzimaticos que incluyen tratamien-
tos con LDH-GPT y AST-MDH, seguidos de
anadlisis cromatografico en MonoQ o CarboPac
PA1. Paralelamente, los extractos perclo-
ricos obtenidos luego de microinyectar
glucosa no radiactiva se analizaron por
espectrometria de masas. La fraccién radiac-
tiva analizada contiene lactato y aspartato,
lo cual es sorprendente en vista de las
bajas actividades de fosfofructoquinasa y de
fructosa-1,6-bisfosfatasa que estas células
presentan.

Proyecto FONDECYT 91-0829
Fundacién Volkswagen

HACIA LA MUTACION SITIO-ESPECIFICA DE LA CAR-
BOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA (PEPCK) DE Sac-
charomyces cerevisiae. (TOWARDS SITE-DIRECTED
MUTAGENESIS OF Saccharomvces cerevisiae PHOS-
PHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE) . ¢(Krautwurst.
H. . 3Kim,J., 3Frev,P A.. y 3Cardemil,E. 1De-
partamento de Quimica. U.de Santiago de Chile,
y 3lInstitute for Enzyme Research, U. Wisconsin.

Experimentos previos han indicado que las
cisteinas 364 y 457 de la PEPCK de levadura se
encontrarifan en o cerca del sitio .activo de la
enzima. Con el objeto de validar esta conclu-
sion, se disefi6 una estrategia para lograr su
reemplazo por residuos de serina.

El gen de la enzima fue clonado en el fa-
go MI3mpl9 entre los sitios Hindll1-EcoRI. Em-
pleando la estrategia de Kunkel, se obtuvo el
correspondiente U-DNA de una hebra, sobre el
que se sintetizé in vitro la segunda hebra
conteniendo ya sea separadamente o en forma
conjunta los codones mutados. A partir de las
placas de lisis correspondientes, se obtuvo
DNA de una hebra y se secuencié completamente
el inserto Sall-EcoRl que contiene los codones
mutados. Se han identificado varios clones que
contienen las mutaciones deseadas para efec-
tuar los reemplazos Cis364/Ser y Cis457/Ser,
pero todos los clones analizados del doble mu-
tante presentan cambios no deseados. En forma
sorpresiva, se detectdé una diferencia con Ila
secuencia publicada del gen, lo que podria
significar un cambio en el marco de lectura
del extremo 3 “. Se trabaja en la expresioén de
los genes recombinantes y en la verificacion
de la secuencia del gen.

Financiado por proyectos Fondecyt 9170446,
DICYT-USACH y GM 30480.
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AISLAMIENTO Y  PROPIEDADES DE AGARASAS DE BACTERIAS
MARINAS (Isolation and properties of agarases from
marine bacteria). Ledén, 0., Peruzzo,G., Quintana, L.
Urzta, U. y Slebe, J.C. Instituto de Bioquimica,
Facultad de Ciencias. Universidad Austral de Chile.

Estruturalmente el agar ha sido definido como una
familia de polimeros constituido por residuos de
galactosa y 3,6 anhidrogalactosa, unidos por enlaces
a-1,4 y B-1,4 en forma alternada.

El agar es hidrolizado enzimaticamente por bacterias
provenientes de ambientes marinos. De acuerdo a su
efecto degradativo, las bacterias agaroliticas pueden
agruparse en: aquellas que producen depresiones
alrededor de las colonias, junto con halos de
aclaramiento del agar y, bacterias que producen
orificios y licuefaccion del agar.

En nuestro laboratorio hemos aislado dos cepas
bacterianas que poseen una gran eficiencia en la
hidrélisis de agar y que pertenecen al segundo grupo
de bacterias descrito En este trabajo se describen
algunas propiedades de las agarasas presentes en una
de estas cepas (B-1). En esta cepa la actividad
agarasica es inducida por agar y las enzimas
permanecen unidas a las células. Utilizando un
procedimiento de extracciéon con tritén X-100, dos
agarasas han sido separadas por cromatografia en TSK-
DEAE. Ambas enzimas hidrolizan agar dando como
producto final neoagarobiosa y requieren de sales para

su actividad. Sin embargo, difieren en algunas
propiedades como ser,en su perfil de actividad vs pH
y su accién sobre agar no denaturado. Estudios

recientes han mostrado que la mayor parte de la
actividad agarasica se encuentra en la pared celular o
en el espacio periplasmico, ya que puede ser liberada
por tratamiento con EDTA y lisozima.

La caracterizaciéon de estas enzimas permitira
determinar su funcién en el proceso de agarolitico Yy
establecer las posibles causas de su gran efi ncia.

(Financiado por: Proyecto FONDECYT 90-51 y DID-UACH
S-90-2).

ESTRUCTURA DE LA RIBONUCLEASA Ti. ANALISIS DE LOS
ENLACES PUENTE HIDROGENO Y ESTRUCTURA DEL
SOLVENTE. (Structure of the Ribonuclease Tl.Analysis of
the hydrogen bonds and solvente structure) Martinez O.
JA Departamento de Biologia Molecular, Fac. Cs. Biol.
Rec. Nat., Universidad de Concepcion. (Patroc..N. Carvajal)

La Ribonucleasa Ti es wuna endoribonucleasa con
especificidad por los nucléotidos de Guanina. Su
estructura fue resuelta a 15& de resolucién, por
difraccién de rayos-X.

El modelo incluye 798 &tomos, 1 residuo en desorden,
N98, 7 residuos en dos conformaciones, i i6n Calcio y
120 moléculas de solvente.

Los atomos de hidrégeno fueron calculados e incluidos
con el programa MOLEDT. Los puentes hidrégeno fueron
calculados  utilizando el programa  ORTEP. Las
interacciones entre las moléculas de solvente fueron
calculadas con la subrutina CONTACT del programa FRODO.
La estructura de la enzima, 104 residuos de aminoé&cidos,
estqd estabilizada por 145 enlaces puente hidrégeno
intracatenarios, entre los cuales hay un gran nimero de
enlaces puente hidrégeno de tres centros, principalmente
estabilizando las estructuras secundarias regulares. Se
establecen, ademas, 213 enlaces puente hidrégeno con
moléculas de solvente. Las 120 moléculas de solvente
establecen 97 interacciones entre si, generando mallas,
redes o0 cadenas, que estabilizan las zonas no
estructuradas de la molécula de proteina.

Financiamiento: Proyectos 91.31.41-1; 91.31.43-1 DIUdeC

ESTUDIOS DE EPITOPES DE LA PORINA OMPC DE
SALMONELLA TYPHI EXPUESTOS EN LA SUPERFICIE
BACTERIANA. (Studies of surfact-exposed
epitopes of Salmonella typhi OmpC porin).
Martlrrz. M.T., Hinrichsen. J.P., Vésauez. A.
Goémez . 1., Becker. M.1.* y Veneaas. A.
Laboratorio de Bioquimica. P. Universidad
Catdlica de Chile. Alameda 340, Santiago.
*Bios Chile IGSA. Bilbao 2034-A, Santiago.

Estudios previos han permitido clonar y
secuenciar el gen ompC de Salmonel la typhi.
Con ello, se ha propuesto un modelo para el
plegamiento de la estructura secundaria del
monémero de OmpC en la membrana. Se postulan
3 segmentos polipeptidicos principales
expuestos en la superficie bacteriana.

Para completar estos estudios se prepararon
anticuerpos monoclonales contra trimeros de
OmpC de S. typhi. Mediante ensayos ELISA se
identificaron 3 monoclonales que reaccionaron
contra trimeros de OmpC de S. typhi aislados
de un clon de E. coii recombi.nante y contra
células enteras de S. typhi. No hubo reaccién
contra monémeros de porinas de distintas
bacterias, analizados por "Western blots" o
“dot blots™. Tampoco contra trimeros OmpC/OmpF
aislados de E. coli, ni de otras bacterias.

Los 3 monoclonales se probaron contra
bacterias enteras adsorbidas a un Tfiltro de
nitrocelulosa, en un ensayo "dot blot" simple.
La reaccion resulté especifica para S. typhi
con dos de los anticuerpos, detectandose una
muy débil reaccién con Salmonella paratyphi A.
El tercero no reaccioné con células intactas.

Estos resultados apoyan la idea de zonas
expuestas no homélogas a las de E. coli. Al
mismo tiempo, los monoclopales resultan muy
apropiados para la identificaciéon de S. typhi.

Financiado por proyecto FONDECYT 682-91.

CIONAHIENTO Y CARACTERIZACION DE DETERMINANTES DE ADHESIVIDAD E
INVASIVIDAD DE Aeroaonas sobria. (Cloning and cbaracterization of
invasion deterainants of Aerocaonas sobria ) Heller, C., Soto, V.,
Hinrichsen. V.. Cachicas. V.. Fiqueroa, 6.. Yudelevich. A. Laboratori
de Bioquiaica, Facultad de Ciencias Bioldgicas, U. Catdlica de Chile,
e INTA Universidad de Chile.

La capacidad de algunas bacterias enteropatégenas de adherirse y
luego invadir las células de la aucosa gastrointestinal es un eleaento
de virulencia iaportante en el proceso de infeccion.

Con el objeto de aislar y caracterizar los genes involucrados en
invasividad estaaos estudiando este proceso en Aerocaonas sp. Para
ello heaos construido en E.coli VCS257 y utilizando el cosaidio pHC79,
un banco de genes de la cepa de origen clinico Aeroaonas sobria 830,
que es invasora y enterotoxigénica. Este banco ha sido utilizado para
identificar clones de E.coli que han adquirido la capacidad de invadir
ain vitro" cultivos de células Hep-2 en aonocapa. Este andlisis
peraitié identificar tres clones denoainados pAS97, pASE5 y pASBIO,
que adquirieron la capacidad de invadir células Hep-2.

El andlisis del ADN plasaidial de estos tres clones peraitid
distinguir en los insertos dos regiones distintas, cada una de las
cuales confiere, en foraa independiente, capacidad de invasion. Esto
iaplica que al parecer existen en Aeroaonas al aenos dos sisteaas
independientes capaces de conferir invasividad.

El subclonaaiento de frageentos derivados del clon pAS97,
realizados en los vectores pUCl9 y pkK223-3, peraitié establecer que
las funciones de invasividad estan contenidas en un fragaento de
aproxiaadaaente 1500 pb.

Financiaaiento: Proyecto Fondecyt 92/ 0099.
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COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS DE RATA SOMETIDOS A
CAMBIOS EN EL APORTE DE OXIGENO (Rat hepatocytes
behaviow under different oxygen contribution) Morgado,
N., Campos, R., Sanhueza, J. y Valenzuela, A. Unidad de
Bioquimica Farmacolégica y Lipidos. INTA, U. de Chile.

La participacion de formas activas del 0" en el dafio que
se produce durante la isquemia-reperfusién es acep-
tada. Sin embargo, los mecanismos que generan dichas
formas son un tema aun en discusion. Hepatocitos de
rata fueron sometidos a cambios en el aporte de 02
(oxigenacién-anoxia-reoxigenacion) estudiando parame-
tros relacionados al estres que estos cambios producen:
Glutation reducido (GSH) por su funcién citoprotectora,
malondialdehido MDA, como producto terminal de [lipope-
roxidacion celular, xantina dehidrogenasa-oxidasa
(XDH-X0) como sistema generador de especies activas del
0 vy quimioluminiscencia espontanea para detectar dichas
especies. La viabilidad celular se midié por exclusion
de azul tripan y liberacién de lactato deshidrogenasa
(LDH) al medio extracelular.

Durante el periodo de oxigenacién hay un aumento en los
niveles de GSH y MDA. Al someter la preparacion
oxigenada a un periodo de anoxia los niveles de ambos
permanecen constantes y al reoxigenarla hay una caida de
GSH y aumento de MDA. Respecto a la formacién de
especies activas, hay un aumento neto en la quimiolumi-
niscencia cuando se somete la suspensién al protocolo
experimental. Los hepatocitos manifestaron la presencia
de X0 y ausencia de XDH. Sin embargo, en higado completo
o en tejido vascular hepatico detectamos aproximadamente
un 8/. de actividad XDH lo que nos hace sugerir la
existencia de una compartamentalizacién de la enzima. La
actividad de LDH y la exclusi6n de azul tripan se
mantuvieron constante, lo que nos permite descartar
posibles efectos debido a muerte celular.

FINANCIADO POR FONDECYT 1194/90.

EFECTO DE DIFERENTES INDUCTORES SOBRE LA VIA
FENIL PROPANOIDE EN CALLOS DE Citrus limén.
(Effect of different elicitors on the

phenylpropanoid pathway in Citrus 1imén
callus). *
Prieto. H.. Chiong, M. y Pérez, L.M. Facultad

de Ciencias Qcas y Farmacéuticas. Universidad
de Chile. Casilla 233, Santiago 1, Chile.

La infecci6on fungica en Citrus limén
activa la via fenilpropanoide produciendo
fitoalexinas. Para estudiar los mecanismos de
induccién de esta via se establecieron callos
de C. limén y se analiz6 la cinética de
induccién de la PAL por distintos inductores.

Al tratar callos de hipocotilo con dafio
mecanico (M) se obtuvo dos maximos de
actividad de PAL, 8-10 horas y 18-20 horas
post-induccioén, siendo el primero el méas
importante. Cuando se utilizé luz UV sélo se
observé el maximo de las 18-20 horas.
Pectinasa aislada de Al ternaria alternata
indujo un maximo a las 4 horas y luego otro a
las 14 horas. En callos de albedo se observo
un comportamiento diferente. DM indujo un
maximo a las 48 horas el que se repitiod
cuando se utilizé DM + luz UV.

Estos resultados indican que el
mecanismo de induccién de la PAL es tejido
especifico y depende del inductor que lo
estimula. También sugiere la participacién de
mas de un mecanismo transductor de la sefal
intracelular vy la probable existencia de
varios genes para una misma enzima.

Financiado por FONDECYT 90-0066 y PG 009-92
U. Chile (M. Chiong) y FONDECYT 91-0806 (L-M.
Pérez).

dificulta

vegetal por

precursores de
peroxidasas y depésito de lignina.

EFECTO DEL AYUNO SOBRE EL METABOLISMO
MICROSOMAL DE ACIDO LAURICO EN HIGADO Y RI-
NON. (Effect of fasting on lauric acid microsomal metabolism in
liver and kidney) Qrellana M» Rosenfelmh, H» y. Valdés. E.
Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina, Universidad de Chile.

El sistema oxidativo microsomal es un complejo
multienzimatico cuya oxidasa terminal es el citocromo P-450 (dt.
P-450). El dt. P-450 partidpa en el metabolismo de drogas y
compuestos endégenos tales como 4c. grasos, prostaglandinas y
esteroides. Existen diversas isoenzimas dt. P-450 que catalizan la
oxidadén de &c. grasos en posicion w y w-1. El rol de estas
hidroxiladones es actualmente motivo de controversia. Una de
las hipétesis al respecto, seria la contribudén del dt. P-450 al
catabolismo lipidico. Se ha descrito que los &c. grasos w-
hidroxilados por el sistema oxidativo microsomal, son posterior-
mente oxidados al 4&ddo dicarboxilico correspondiente, sustrato
de la [i-oxidacién peroxisomal.

Se estudio el efecto del ayuno sobre la oxidadén de &c.
laurico y la fluidez de la membrana microsomal en higado y
rifion. Con el objeto de verificar si la inducdén del catabolismo
lipidico afecta la actividad del dt. P-450, se utilizaron ratas en
ayuno de 24, 48 y 72 hrs. Tanto en higado como en rifion el
metabolismo microsomal aument6 a las 24 hrs. de ayuno y el
metabolito que se produjo en mayor proporcién en ambos érga-
nos fué el addo w-hidroxi laurico. Sin embargo, la fluidez de la
membrana microsomal no fué alterada.

Nuestros estudios apoyarian la hipétesis que el del dt. P-
450 microsomal contribuiria al catabolismo lipidico. Ademas
estos resultados sugieren que el ayuno aumentaria la actividad o
contenido de las isoenzimas P-450 que hidroxilan &c. laurico
tanto en higado como en rifién.

Proyecto D T13178 de la Universidad de Chile.

INDUCCION DE PAL Y PEROXIDASA EN PLANTULAS DE
Citrus limén COMO RESPUESTA A HERIDAS .
(Induction of PAL and peroxidase in Citrus
limén seedlings in response to wounding).
Boco”NJL.» Castafieda, P.*, Chiong, M. , Pérez,
k* M. Facultad Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, U. de Chile. * UMCE.

La sintesis de lignina requiere de
precursores formados a través de la via
fenilpropanoide (alcoholes sinapilico, p-
cumarilico y coniferilico) y de la presencia
de peroxidasas para su polimerizacion. La
lignina forma una barrera fisica que
infecciones por patégenos y
facilita la cicatrizacion de heridas
producidas en la superficie del tejido
agentes de diversa indole
(insectos, patégenos, etc.). Por lo tanto, se

espera que una planta herida induzca en forma

paralela a la via fenilpropanoide y a las
peroxidasas.

El presente trabajo evalua la activacion

de la via fenilpropanoide a través de la

acumulacion de
induccioén de

induccioén de PAL, la
lignina, la
dafiadas

Plantulas de Citrus 1imén

mecanicamente inducen a la PAL a las 8 horas,
produciendo un aumento de poli fenoles a las
12 horas. La activacién de peroxidasas se
produjo a las 15 horas obteniéndose depésitos
de lignina con posterioridad.

Los datos permiten proponer una

secuencia de eventos en la respuesta del
tejido vegetal a dafio mecanico.

Financiado por FONDECYT 90-0066 y PG 009-92

U. Chile (M. Chiong) y FONDECYT 91-0806 (L-M.
Pérez).
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CLONAMIENTO, EXPRESION Y PURIFICACION DE UN PEPTIDO
CARBOXILO-TERMINAL DE LA SUBUNIDAD a DE TUBULINA
HUMANA . (Cloning, expression and purification of a
carboxy-terminal peptide frois human tubulin a subunit).
Sanchez, R.. Lagos, R.. Monasterio. O. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La tubulina, un heterodimero con subunidades
denominadas a y U, es el componente principal de los
microtibulos. Aunque la estructura a baja resolucién de
los microtibulos ha sido determinada, la estructura
tridimensional de la tubulina es desconocida. Nuestro
objetivo general es determinar la estructura de
fragmentos (dominios o médulos) y sus interacciones
funcionales. Cierta evidencia ha sugerido que los
sitios de unién de alta afinidad para Ca2+, inhibidor
de la polimerizacién de tubulina, se encontrarian en la
regiéon carboxilo terminal. Para precisar el lugar de
unién de Ca”+ se clondé un péptido correspondiente a 67
aminoacidos del extremo carboxilo-terminal de la
subunidad a y se expres6 en Escherichia coli. EI
péptido seguido por la radiactividad de 35CS3-Met, se
encontré tanto en la fraccién soluble como en el
precipitado del lisado celular después de centrifugar a
27000 g x 15". El péptido se purificé y caracterizé por
cromatografia de filtracién en gel e intercambio i6nico
a partir del precipitado solubilizado con Guanidina-HCI
6M. El peso molecular del péptido fue de 9700
determinado por SDS-PAGE y filtraciéon en gel. Los
resultados indican que el péptido copurifica con una
proteina de igual peso molecular y similar carga. La
tincién de este péptido con respecto a uno similar de
la subunidad 0, en geles SDS-PAGE con el colorante
“Stains All”, que identifica proteinas con capacidad de
unir Ca”+, mostr6 que el péptido de la subunidad O
seria capaz de unir Ca”+, no asi el péptido de la
subunidad a.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1051-92

EFECTO DEL ATP SOBRE LA ESTRUCTURA MOLECULAR
DE Grp78.(ATP effect on the Grp78 molecular
structure). Toledo ,H. . Cariino,A. . Brot,N..
and Weissbach,H. Department of Gene
Regulation, Roche Institute of Moléculas
Biology, USA.

La proteina que une la cadena pesada de la
inmunoglobulina (Grp78/BiP) es una proteina
del reticulo endoplasmico que pertenece a la
familia de las proteinas de shock térmico de
peso molecular 70.000 y participa en el
plegamiento de algunas de las proteinas que
transitan por el organelo. Para comprender
mejor la funcidén biolégica de esta proteina,
el gen de Grp78 obtenido de higado de hamster
se expresé en Escherichia coli como una
proteina fusionada con la glutation S-
transferasa. La Grp78 recombinante se purificoé
a homogeneidad.

La proteina recombinante mostré una actividad
ATPasica débil y se autofosforildé en presencia
de Ca , como ocurre con la Grp78 de higado de
bovino. La Grp78 recombinante mostré una sola
de las 4 isoformas que presenta la proteina de
higado de bovino. Ambas proteinas existen
principalmente como monémeros y dimeros,
siendo este ultimo convertido a la forma
monomérica en presencia de ATP.

Es posible que el dimero sea la forma activa
en la unién de las proteinas que presentan
errores en el plegamiento, ya que in vivo esta
forma es abundante.

ACIDO FOLICO Y DERIVADOS POLIGLUTAMTLADOS INHIBEN
A LA CASEINA QUINASA |l DE Xenopus laeuis. (Folie acid and
polyghitamylated derivatives inhibit casein kinase I1 from Xenopus laeuis.)
Téllez. R.. Connellv. C.y Allende. J.E. Depto. de Bioquimica, Facultad de
Medicinay Depto. de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La ranina gninasa U es una proteina gninasa de células eucaridticas que
fosforila serinas o treoninas presentes en una secuencia de aminoacidos
acidos.  Es inhibida por moléculas polianiénicas (heparina, &cidos
nucleicos, acidos poliglutdmicos y poliasparticos). Recientemente se
demostroé que la presencia del anillo fenélico de la tirosina en copolimeros
con 4acido glutdmico incrementa notablemente la capacidad inhibidora de
estas moléculas. En este trabajo se muestra el efecto inhibidor del acido
félico y analogos poliglutamilados (unién peptidica que involucra los
grupos y-carboxuicos) sobre la casemaquinasa Il de Xenopus laevis. Se
observa que la capacidad inhibidora de los derivados pteroil, 4-amino-N-10-
metil-pteroil (anillo aroméatico del metotrexato) y p-amino-benzoil, es
mayor al aumentar el nimero de residuos de &cido glutamico, de 2 a 7.
También tiene importancia la naturaleza del grupo aromatico en la
capacidad inhibidora, pues el &cido-hexa-y-glutdmico no muestra efecto
inhibidor y a la vez se observa que los derivados folil-hexa-y-ghitamilados
son inhibidores con una potencia relativa en la siguiente secuencia:
metotrexato > pteroil > A&cido-p-amino-benzoico. La inhibicién que
ejercen estos compuestos es de tipo competitivo. El derivado de
metotrexato con 6 residuos de acido glutamico tiene un Ki aparente de
90 pMy el &ddo-p-aminobenzoil-tri-y-glutdmico tiene un Ki de 1,7 mM.

Apoyado por FONDECYT y The Coundl for Tobacco Research.

CONSECUENCIAS METABOLICAS DE FOSFOFRUCTOQUINASAS CON
PROPIEDADES CINETICAS DIFERENTES EN E* coli
(Metabolic consequences of phosphofructokinases with
different kinetic properties in E; coli). Jorres* J;C*
y Babul* J* Laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular. Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

En E* coli se han descrito dos isoenzimas de
fosfofructoquinasa con propiedades cinéticas
diferentes (Pfk-1 y Pfk-2). Cepas con s6lo wuna de
ellas crecen a una misma velocidad en fuentes de

carbono glicoliticas y gluconeogénicas. En cambio
cepas con una variante autacional de Pfk-2, insensible
a inhibicién por Mg-ATP, crecen muy lentamente en

fuentes de carbono gluconeogénicas. ¢Por qué?

Hemos desarrollado un modelo cinético in vitro
que, aplicado a las fosfofructoquinasas y fructosa-
bisfosfatasa purificadas de E. coli, sugiere que en
determinadas condiciones la Pfk-2 mutada produciria

niveles importantes de ciclo de sustrato en
condiciones "gluconeogénicas™. Esto podria explicar el
crecimiento lento.

También hemos desarrollado un modelo de
simulacion computacional de flujo en una red

glicolitica-gluconeogénica simplificada, que permite
hacer predicciones sobre el destino de masa y marca
radioactiva asociada a carbonos especificos de glucosa
o glicerol. Este modelo se wusé para efectuar
predicciones cualitativas sobre el efecto de distintas
tasas de ciclo de sustrato a nivel de la
fosfofructoquinasa sobre intermediarios y productos
finales. Para evaluar las predicciones del modelo
hemos estudiado el destino de carbonos radioactivos de
glucosa y glicerol en intermediarios y en productos

finales. Los resultados sustentan la hipétesis de un
mayor ciclo de sustratos en la cepas que tienen Pfk-2
mutada. (Proyectos FONDECYT 1120/89, 0027790 y

1136/92).
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"Purificacién y caracterizacién de tres DNA po-
limerasas de la forma proliferativa epimastigo-
te de T. cruzi. (Purification and characteriza-
tion of three DNA polymerases from T. cruzi epi
mastigotes proliferative forms).

Venegas, J., Salas, J. y Solari, A.

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medici-
na, Universidad de Chile.

Con el objeto de establecer el grado de homo-

logia funcional y estructural que existe entre
las DNA polimerasas de T. cruzi y las DNA poli

merasas del huésped humano se procedié a reali-

zar la purificacién y caracterizaciéon de las
DNA polimerasas de la forma proliferativa epi-
mastigote de T. cruzi. Estudios iniciales permi
tieron aislar y caracterizar parc mente dos
DNA polimerasas, cuyas caracteristicas fueron
diferentes a las descritas ampliamente en euca-
riotes superiores. El nuevo enfoque mostrado

en esta comunicacioéon, el cual consiste en es-
quemas de purificacién y uso de inhibidores de

proteasas mas eficaces, permitié lograr una ex-"

tensiva purificaciéon de tres DNA polimerasas.
Analisis mediante centrifugacién en gradientes
de glicerol y electroforésis en geles de polia
crilamida en condiciones denaturantes mostraron
que estas DNA polimerasas poseen distintos pe-
sos moleculares. A su vez, estas enzimas pre-
sentaron diferente especificidad por sustratos
y sensibilidad a inhibidores.

El conjunto de estos resultados sugiere que
estas fracciones enzimdtioas corresponden a
tres tipos distintos de DNA polimerasas pre-
sente en la forma proliferativa epimastigote
de T. cruzi.

Financiado por DTl (Departamento Técnico de In-

vestigacion, Universidad de Chile).

FORMACION DE CANALES 1ONICOS EN BICAPAS LIPIDICAS POR
LA MICROCINA E492 de KLEBSIELLA PNEUMONIAE. (Microcin
E492 acts by forming ionic channels in phospholipid
bilayer membranes). Wilkens, M.», Vergara, C., Monas-
terio, 0. y Lagos, R. Laboratorio de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile.

Las bacteriocinas (colicinas y microcinas) son agen-
tes antimicrobianos de naturaleza proteica excretadas
por enterobacterias y que actlan sobre bacterias de
la misma especie o especies relacionadas. El grupo de
las microcinas estd constituido por polipéptidos de
bajo peso molecular (inferior a 10.000) que presentan
termoresistencia, sefisibilidad a algunas proteasas y
solubilidad en metanol.

La microcina E492 (MccE492) de Klebsiella
pneumoniae marcada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) mostré un peso molecular de 8.000 determinado
en geles en gradiente de poliacrilamida-urea-SDS vy
fue visualizada por medio de la emisién de fluorescen-
cia del FITC. La estabilidad de la actividad bacterici-
da de la microcina en medios acuosos fue mayor a pH
4,6, y no fue afectada por la fuerza idnica entre 0,5
y 1,0 M. Se ha postulado que la accién bactericida de
la microcina ocurriria a través de la despolarizacion
de la membrana de la bacteria sensible. Para explicar
esta accion hemos postulado que la microcina formaria
canales io6nicos. Experimentos electrofisiolégicos mos-
traron que la microcina forma canales 1i6nicos de
naturaleza catiénica y dependientes de voltaje en bica-
pas lipidicas. La conductancia de estos canales fue
de 90 pS, observandose saturacién a potenciales extre-
mos.

Financiado por proyectos FONDECYT 1203-90, FONDECYT
0005-92 y por el Depto. de Postgrado y Postitulo, U.
de Chile, beca PG-107-92.

*Depto. de Quimica, Facultad de Ciencia, U. de Santiago

EFECTO DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO SOBRE
ALBUMINA  HUMANA. (Reactive oxygen species
effect on human serum albumin). Weber, M.,
Frese, S., arroyo, J., Tapia, 6., y Gonzalez,
Q. Laboratorio de Bioquimica, Instituto de
Quimica, Universidad Catélica de Valparaiso.

El estrés oxidativo en células y tejidos
se produce por un aumento en la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno y/o por una
disminuciéon en las defensas antioxidantes. Un
tipo de moléculas afectadas por este estrés
son las proteinas. Se escogié a la albumina
humana para evaluar el efecto de los radi-
cales anién superéxido e hidroxilo sobre su
estructura y funcidn. Los cambios estructu-
rales se detectaron por fluorescencia, por la
susceptibilidad proteolitica a la subtilisina
y por fragmentacién y/o agregacion de la
cadena polipeptidica. Los cambios en la fun-
cién se midieron en base a su capacidad de
unir el ligando 2-(4"-hidroxiazobenceno)
benzoato (HABA), que puede determinarse
colorimetricamente. La unién del ligando se
midié por ultrafi ltracién.La generacioéon de
los radicales se efectu6 por radid6lisis del
agua en presencia de 09. Los resultados
muestran que los radicales "producen destruc-
cion del triptofano, formacién de enlaces
bitirosina, aumento de la susceptibilidad a
la protedlisis y fragmentacién de la cadena
polipeptidica. La unién del ligando HABA es
dependiente de la concentracién de radicales
presentes.

Financiamiento de DGIP, UCV, y asistencia de
la Comisioéon Chilena de Energia Nuclear.
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PROGRAMA
35a. REUNION ANUAL

MIERCOLES 25 DE NOVIEMBRE

09.00 - 12.30 Inscripciones
13.00 Almuerzo
14.30 - 17.00  INCORPORACIONES SALA 1

Mesa: Dr. Gonzalo Bustos
Dr. Luis Corcuera

Acevedo, C.G. (Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Biol6gicas y de Recursos
Naturales, Universidad de Concepcién). Receptores Al y A2 de adenosina (ADO) en la vejiga:
papel modulador de ADO en la neurotransmisién no adrenérgica no colinérgica (NANC).
(Patrocinio: I.P. Huidobro).

Ginocchio, R.; Montenegro, G. (Departamento de Ecologfa , Facultad de Ciencias Biol6gicas,
P. Universidad Catélica de Chile). Organizacion estructural de las yemas de renuevo y su
implicancia en la sobrevivencia de vastagos embrionarios. (Patrocinio: G. Montenegro).

Grez, A.A. (Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Concentracion de recursos: efecto del tamafio del parche sobre 1a densidad y diversidad de insectos
herbivoros. (Patrocinio: J. Armesto).

Contreras, M.; Vila, I. (Departamento de Ciencias Ecol6gicas, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile). Desplazamientos diarios de Odontesthes bonariensis (Valenciennes ) en el embalse
Rapel (Pisces: Atherinidae). (Patrocinio: 1. Vila).

Bitran, M. (Unidad de Regulacién Neurohumoral, Facultad de Ciencias Biol6gicas, P. Univer-
sidad Catdlica de Chile). El efecto inhibitorio del neuropeptido Y (NPY) sobre 1a neurotransmisién
del conducto deferente (CD) es modulado por 1a edad y el estado hormonal de 1a rata. (Patrocinio:
J.P. Huidobro).

17.00 Café

17.00 Inauguracién Exposicion Firmas Comerciales




ACTIVIDADES CIENTIFICAS DE LAS SECCIONES DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA'Y
DE LAS SOCIEDADES AFILIADAS

17.30 -20.00  Secci6n Ecologia SALA 1

SIMPOSIO: Cambio Global y sus consecuencias
Coordinador: Dra. Doris Soto

Fuenzalida, H. (Departamento de Geofisica, Universidad de Chile). Programa internacional de
estudio del cambio global.

Arroyo, Mary T. Kalin; Armesto, J. (Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Cambio
Global: ;Cual seré el destino de los bosques templados de Sudamerica?.

Moreno, C. (Instituto de Ecologfa y Evolucién, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile).

Soto, D. (Instituto de Pesquerias y Oceanografifa, Universidad Austral de Chile). Potenciales
respuestas a cambios locales y globales de lagos oligotréficos del sur de Chile y de algunos
mecanismos que mediarian las mismas.

Galloway, D.(The Natural History Museum, USA). Lichens as indicators of global change: a
Chilean perspective.

17.30 - 20.00 Secci6n Biofisica-Sociedad Chilena de Ciencias Fisiol6gicas: SALA 2

SIMPOSIO: Seiiales intracelulares de calcio y su regulacion.
Coordinador: Dr. Enrique Jaimovich

O’Neill, S.C.; Donoso, P.; Eisner, D. (Department of Veterinary Preclinical Sciences, U. of
Liverpool; Departamento de Fisiologia y Biofisica, Universidad de Chile). The role of the
sarcoplasmic reticulum as a source and sink of calcium in mammalian cardiac muscle.

Rojas, E.; Carroll, P.;Atwater, 1. (Departamento de Fisiologfa, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile y Laboratory of Cell Biology and Genetics, National Institutes of Health, Bethesda,
U.S.A)) Control por glucosa, agonistas colinergicos y adrenergicos del Ca2+, en células beta del
pancreas humano.

Molgé, J.; Simahara, T.F.; Comella, J.X.; Legrand, A.M. (Laboratoire de Neurobiologie
Cellulaire et Moléculaire, Centre National de la Recherche Scientifique, France and Institut
Territorial de Recherches Médicales Louis Malardé, Papeete, Tahiti.) Ciguatoxin-induced
sodium-dependent calcium mobilization in motor nerve terminals and in neuronal cells.

Jaimovich, E.; Hidalgo, J.; Rojas, E. (Departamento de Fisiologia , Facultad de Medicina,
Universidad de Chile y C.E.C.S., Santiago-Chile y Laboratory of Cell Biology and Genetics,
National Institutes of Health, Bethesda, USA.) Seifiales transitorias de calcio en misculo
esquelético en cultivo.



17.30 - 20.00 Sociedad de Bioquimica de Chile SALA 3

SIMPOSIO: Técnicas de Biotecnologia para la deteccion de contaminantes
ambientales.
Coordinador: Dr.Lionel Gil

Cotoras, D. (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Remocién de iones metélicos mediante bacterias.

Gibson, G.G. (Molecular Toxicology Research Group, School of Biological Sciences, University
of Surrey, Guilford, Surrey, England.) Biochemistry and molecular biology of peroxisome
proliferation .

Gil. L. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.) Utilizacién
de técnicas biotecnol6gicas en la deteccién de agentes potencialmente mutagénicos y
carcinogénicos en el aire de Santiago.

Holmes, D.;Dubey, S.;Gangolli, S. (Department of Biology , Clarkson University, Potsdam, N.Y.
USA.) Biosensores construidos mediante ingenierfa genética para el monitoreo del ambiente,
andlisis de alimentos y aplicaciones en salud.

17.30 - 18.30 Seccién Zoologfa: SALA 4

CONFERENCIA: Dr. Tim Berra (EE.U.U.)
Life History of the Salamanderfish (Lepedogalaxias Salamandroides) From
western Australian: Fishing with a shovel and a firetruck

18.45 - 19.45 Sociedad de Farmacologia y Sociedad Chilena de Ciencias SALA 4
Fisiol6gicas.

CONFERENCIA: Dr. Daniel Le Bars ( INSERM-francia)
Mecanismos neurofisiol6gicos de control de 1a informacién nociseptiva: avances
y perspectivas.

20.00 - 22.30 TALLER A. Neurociencias (cena de trabajo)
Coordinador: Dr. E.M. Rodriguez

TALLER B. Biologfa Molecular (cena de trabajo)
Coordinador: Dr. A. Venegas

21.30 Cena




JUEVES 26 DE NOVIEMBRE

SIMPOSIO FUNDACION CHILENA PARA LA BIOLOGIA CELULAR

09.00 - 11:30  SIMPOSIO: SALA 1

TRANSDUCTORES DE SENALES
Coordinadores: Dra. Cecilia Hidalgo
Dra. Paulina Bull

Bravo, R. (Department of Molecular Biology, Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research
Institute, Princeton, N,J. USA.) Oncoproteinas como factores reguladores de 1a transcripcion.

Irvine, R.F. (AFRC Institute of Animal Physiology and Genetic Research, Babraham, Cambridge,
U.K)). Control of Ca2+ entry by inositol phosphates .

Bronfman, M. (Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Cat6lica de Chile). Proteina
quinasa C y transduccion de sefiales; modulacién por tioésteres del coenzimo A.

Olate, J. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile).
Transducciones de sefiales a través de protefnas G: andlisis molecular.

09.00 - 11.30 SIMPOSIO: SALA 2

DEL TROPICO A LA ANTARTICA. ECOLOGIA Y FUNCION DE
PLANTAS EN ECOSISTEMAS EXTREMOS
Coordinadores: Dra. Gloria Montenegro
Dra. Miren Alberdi

Montenegro, G.;Alberdi, M. (Departamento de Ecologfa , Facultad de Ciencias Biol6gicas, P.
Universidad Cat6lica de Chile e Instituto de Bot4nica,Universidad Austral de Chile). Del tropico
a la Antartica. Ecologia y funcién de plantas en ecosistemas extremos.

Medina, E. (Centro de Ecologia, I.V.I.C, Caracas). Fotosintesis, osmolalidad y eficiencia de uso
de aguas de especies de manglar en ambientes de salinidad contrastante.

Kappen, L. (Institut fiir Polar6kologie und Botanisches Institut, Universitit Kiel, Deutschland.).
Ecofisiologfa de liquenes antarticos.

Rundel, P.W.(Laboratory of Biomedical and Environmental Sciences, Department of Biology,
University of California, Los Angeles).
Fitogeografia y respuestas al stress de plantas en el desierto de Atacama del norte de Chile.

Armesto, J.J.;Smith-Ramirez, C.;Sabag, C. (Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Relaciones mutualistas, gremios y estructura comunitaria en el bosque de Chiloé.



12.00 - 13.00 CONFERENCIA: SALA 1

Dr. Victor Ramirez (E.E.U.U.)
Propiedades biolégicas y quimicas de una nueva proteina liberadora de dopamina
(DARP) de origen adrenal y cerebral.

12.00 - 13.00 CONFERENCIA: SALA 2

Dr. Francisco Bertini (Argentina)
Aspectos biol6gicos y moleculares del trypanosoma cruzi. Un desafio en 1a lucha
contra el mal de Chagas

13.00 Almuerzo.

14.30 - 17.00 SIMPOSIO: SALA 1

Factores de crecimiento: biorreguladores de la funcion celular.
Coordinadores: Dr. Mario Sapag-Hagar
Dr. Sergio Lavandero.

Lara, H.E. (Lab. de Neurobioquimica, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Factores de crecimiento
neuronal (NGF) y regulacién de la funcién ovirica. Aspectos bioquimicos y moleculares.

Gonzilez, A.;Faindez, V.;Salazar, G.;Manzano, M.; Garrido, J.;Calderén, F.(Departamento
de Inmunologia y Reumatologfa, Facultad de Medicina y Departamento de Biologfa Celular,
Facultad de Ciencias Biol6gicas, P. Universidad Cat6lica de Chile). Receptor del factor de
crecimineto epidérmico en cerebro y sistema gastrico.

Lavandero, S.;Sapag-Hagar, M.;Foncea, R.;Tapia, V.;Piddo, A.M.;Cartagena, G.; Ebens-
perger, R. (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Factores de crecimiento en el desarrollo y funcién del
tejido mamario.

Sapag-Hagar, M. (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Los factores de crecimiento: una visién
integrativa fisiol6gico-molecular.

Bravo, R.;Dobrzanski, P.;Carrasco, D.;Kovary, K.; Ryseck, R.P. (Department of Molecular
Biology, Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research Institute, Princeton, USA). Expresién de
factores de transcripcién durante la induccién de 1a proliferacién celular.

Oka, T.(Laboratory of Molecular an Cellular Biology, NIDDK, National Institutes of Health). The
role of EGF receptor in regulation of liver regeneration.




14.30 - 17.00 SIMPOSIO: SALA 2

COOPERACION CIENTIFICA CHILENO-ARGENTINA.
Coordinador Chileno: Dr. Claudio Barros
Dr. Eduardo Bustos
Coordinador Argentino: Dr. Ramén Piezzi

Participantes:
Krauskopf, M. (Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile). Publicaciones en ciencia

en Chile y cooperacion internacional.

Etcheverry, J. (Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Buenos Aires, Argentina). Acerca
de 1a conveniencia de objetivar las capacidades cientificas.

Barros, C. (Facultad de Ciencias Biol6gicas, P. Universidad Cat6lica de Chile). Cooperacién
cientifica Chile-Argentina. Estado actual e intenciones de cooperacién.

Piezzi, R. (Instituto de Histologia y Embriologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
de Cuyo, Mendoza, Argentina). Cooperacién cientifica Argentina-chile. Estado actual e intencio-
nes de cooperacion.

d’Etigny, E. (Presidente de CONICYT, Chile). Perspectivas de cooperacién cientifica entre Chile
y Argentina

Dellacha, J. (Subsecretario de Ciencias y Tecnologfa, Repuiblica Argentina). Perspectivas de
cooperacifn cientifica entre Argentina y Chile

17.00 Café.

17.30 - 18.30 CONFERENCIA: : SALA 1

Dr. R.A, Harris (E.E.U.U.)
Neurofarmacologfa de los receptores para Gaba A: Insinuaciones de la biologia
molecular,

17.30 - 18.30 CONFERENCIA SALA 2

Dr. Luis Burzio (Chile)
Presencia de RNA en el espermatozoide.

19.00 - 20.00 CONFERENCIA PLENARIA: SALA 1
Alfred Welljams-Dorof (Institute for Scientific Information, Philadelphia,
]lﬁ:‘ ;'ciences research in Chile: A current citationist perspective

21.00 Cena

23.00 Fiesta
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VIERNES 27 DE NOVIEMBRE

09.00 - 10.30 PANELES1
Nota: Los Paneles tienen la misma nuneracién que los restiimenes publicados en
este cuaderno.

FISIOLOGIA I: PANELES 1 AL 12
Coordinador: Dr. Renato Albertini

NEUROBIOLOGIA I: PANELES 13 AL 31
Coordinador: Dr. Roberto Yulis

BIOLOGIA CELULAR I: PANELES 32 AL 44
Coordinador:Dr. Nibaldo Inestrosa

REPRODUCCION I. PANELES 45 AL 70
Coordinador: Dr. Horacio Croxatto

BIOQUIMICA I: PANELES 71 AL 82
Coordinador: Dr. Octavio Monasterio

MICROBIOLOGIA: PANELES 83 AL 89
Coordinador: Dr. Carlos Jerez

BIOFISICA I. PANELES 90 AL 102
Coordinador: Dr. Enrique Jaimovich

FARMACOLOGIA I: PANELES 103 AL 111
Coordinador : Dr. Jorge Belmar

INMUNOLOGIA I: PANELES 112 AL 118
Coordinador: Dra. Maria Inés Becker

BIOLOGIA-MOLECULAR I: PANELES 119 AL 130
Coordinador: Dr. Catherine Connelly

GENETICA I: PANELES 131 AL 135
Coordinador: Dr. Sergio Cabrera

BOTANICA I: PANELES 136 AL 147
Coordinador: Dra. Liliana Cardemil

ZOOLOGIA-ECOLOGIA I: PANELES 148 Al 165
Coordinador: Fabidan Jaksic

11




10.30 - 13.00 SIMPOSIO: SALA 1

Regulacion de la actividad neuronal
Coordinadores: Dr. Fernando Torrealba
Dr. Juan Bacigalupo

Andrade, R. (Departamento de Farmacologfa y Fisiologfa, St. Louis University School of
Medicine, USA). Efectos electrofisiolégicos de 1a serotonina sobre las neuronas del hipocampo:
un modelo para la regulacién de canales por receptores acoplados a proteinas G en el cerebro.

Bacigalupo, J. (Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Fisiologfa de fotorreceptores de invertebrados: una vision molecular.

Labarca, P.;Bacigalupo, J.;Delgado, R.;Morales, B.;Jorquera, O. (Centro de Estudios Cien-
tificos de Santiago y Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Fisiologia de la neurona
olfatoria de vertebrados.

Malenka, R.C. (Department of Psychiatry & Physiology, University of California, San Francisco,
USA). Mechanisms underlying synaptic plasticity in the hippocampus.

10:30 - 13:00 SIMPOSIO: SALA 2
Biotecnologia Marina
Coordinador: Dra. Edith Hevia

Martial, J.A.;Swennen, D.;Rentier-Delrue, F.;Poncelet, A.C.;Sekkali, B.;Brim, H., Belajew,
A. (Laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génie Génetique, Université de Liége, Sarttilman,
Belgique). Andlisis molecular de prolactinas y hormona de crecimiento de Tilapia.

Boeuf, G. IFREMER Centre de Brest, Plouzane, France). Control endocrino de 1a esmoltificacion
en los salmonideos: aspectos fundamentales y aplicados.

Becker, M.L.; De Ioannes, A.E. (Bios Chile, 1.G.S.A., Facultad de Ciencias BiolGgicas, P.
Universidad Catélica de Chile). Desarrollo de inmunoensayos para diagnosticar el sindrome del
salmon coho.

Burzio, L. (Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
Valdivia.) La estrategia adhesiva de moluscos bivalvos.

13.00 Almuerzo.
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14.30 - 16.00 DISCUSION PANELES I

Paneles : 1-31 , 45-70, 103-111 SALA 1
Coordinador: Dr. Claudio Barros

Paneles: 32-44, 71-82, 90-102, 119-130 SALA 2
Coordinador: Dra. Maria A. Valenzuela

Paneles: 136-165 SALA 3
Coordinador: Dra. Miren Alberdi

Paneles: 83-89, 112-118, 131-135 SALA 4
Coordinador: Dr. Sergio Cabrera

16.00 Café.

1630 - 19.00 SIMPOSIO: SALA 1

Diversidad en los mecanismos de regulacion de la expresion génica.
Coordinador: Dr. A. Venegas

Araya, A.;Hernould, M.; Suharsonno, S.; Begu, D.;Mouras, A.;Litvak, S.
(Department of Replication and Expression of Eucaryotic and Retroviral Genomes, France.)
Editing de mRNA mitocondrial de plantas y esterilidad macho citopldsmica.

Escobedo, J.A.;Fantl, W.]J.;Williams, L.T. (Cardiovascular Research Institute, University of
California, San Francisco, USA) Mecanismo molecular mediante el cual el receptor de PDGF
transmite su sefial mitogénica.

Selby, M.J.;Ghosh, S.;Peterlin, B.M. (Chiron Corporation and the Howard Hughes Medical
Institute, University of California, San Francisco, USA). Transactivation of the HIV-1 LTR.

Pena-Cortes, H.; Willmitzer, 1. (Institut fiir Genbiologische Forchung, Berlin, Alemania).
Regulacion de 1a expresion génica inducida por herida en plantas.

16.30 - 19.00 SIMPOSIO: SALA 2

Bases Bioldgicas en la Comunicacién Celular
Coordinador: Dr. J.P. Huidobro Toro

Iturriaga, R. (Laboratorio de Neurobiologia, Departamento de Ciencias Fisiolgicas, P. Univer-
sidad Catolica de Chile). Quimiorrecepcién carotidea del O2 y CO2.

Huidobro-Toro, J.P. (Unidad de Regulacion Neurohumoral, Departamento de Fisiologia,
Facultad de Ciencias, P. Universidad Cat6lica de Chile). Comunicacién celular, adaptacién al
medio externo y la regulacién del medio interno.

Harris, R.A. (Department of Pharmacology, University of Colorado School of Medicine, Denver,
USA). Estructura y funcién de los canales ionicos activados por ligandos.

13




19.15 - 20.15

19.15 - 20.15

20.30

22.00

09.00 - 10.30

CONFERENCIA: SALA 1

Dr. RJF. Irvine (Inglaterra)
The control and function of the neclear inositide cycle

CONFERENCIA: SALA 2

Dra. Mery Willson (EEE.U.U.)
Sexual selection in plants.

Cena.

CEREMONIA OFICIAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA.
* Ver programa adjunto SALA 1

SABADO 28 DE NOVIEMBRE

PANELES II
Nota: Los Paneles tienen la misma numeracién que los resimenes publicados en
este cuaderno.

ZOOLOGIA-ECOLOGIA II: PANELES 166 AL 180
Coordinador: Dr. Javier Simonetti

BOTANICA II: PANELES 181 AL 212
Coordinador: Dr. Juan Armesto

NEUROBIOLOGIA II: PANELES 213 AL 232
Coordinador: Dr. Juan Bacigalupo

FISIOLOGIA 1I: PANELES 233 AL 243
Coordinador: Dr. Manuel Oyarziin

BIOFISICA II: PANELES 244 AL 253
Coordinador: Dr. Mario Luxoro

REPRODUCCION II: PANELES 254 AL 271
Coordinador: Dra. Rosita Smith

BIOLOGIA CELULAR II: PANELES 272 AL 285
Coordinador: Dra. Miryam Santos

BIOQUIMICA II: PANELES 286 AL 296
Coordinador: Dra. Luz Maria Pérez
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FARMACOLOGIA II: PANELES 297 AL 304
Coordinador: Dr. Gonzalo Bustos

BIOLOGIA MOLECULAR II: PANELES 305 AL 316
Coordinador: Dr. Manuel Krauskopf

GENETICA II: PANELES 317 AL 323
Coordinador: Dr. Manuel Santos

BIOTECNOLOGIA: PANELES 324 AL 326

INMUNOLOGIA II: PANELES 327 AL 333
Coordinador: Dra. Maria Ines Becker

10.30 - 11:30 CONFERENCIA PLENARIA: SALA 1

Dr. Carlos George-Nascimento (E.E.U.U.)
El ser o no ser de proteinas recombinantes.

t 11.30 - 13.00 Discusion Paneles IT

Paneles: 213-243, 254-271, 297-304 SALA 1
Coordinador: Dr. Fernando Torrealba

Paneles: 166-212 SALA 2
Coordinador: Dra. Gloria Montenegro

Paneles: 244-253, 272-296, 305-316 SALA 3
Coordinador: Dr. Mario Sapag-Hagar

Paneles: 317 - 333 SALA 4
Coordinador: Dr. Manuel Santos

15
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Conferencias

PEOPIEDADES BIOLOGICAS Y QUINICAS DE IUMA NUEVA  PROTEINA
LEBERADORA DE  DOPAMINA (DARP) DE  ORIGEN ADRENAL Y
CEREBRAL (Biological and Chemical Properties of a novel
Sapanine releasing Frotein (DARP)  from Adrenal and Brain
arigen) . V. 0. Ramirez, University of Illinois,
Bepartament of Physiology, Urbana, L. 61801, USA.
Transplantes de médula adrenal y sustancia nigra son
parcialmente efectivos en el tratamiento de  algunos
pacientes con enfermedad de Parkinson. Sin  embargo, el
mprcanismos de accion de estos transplantes es
desconocido. Nuestro grupo  publicé en 1988 la presencia
& extractos de adrenal de rata o del cerebro de una
proteina capaz de  Liberar dopamina de  fragmentos del
cuerpo estriado o de la médula adrenal (Chang and
Bmmirez, Brain Research 463:385,1988) . EL DARP,
parcialmente purificado, Libera dopamina del cuerpo
estriado in vitro como también in vivo. La Lliberacién de
dopeaina in vitro es dependiente de Ca y la respuesta se
satura  a concentraciones aparentemente nanomolares. La
produccion de anticuerpos monoc lonales contra esta
proteina (Ramirez et al., Cell.Mol.Neurosc. 2:410, 1991)

- permitic su  purificacién , por imnunoafinidad y la
estimacién de una peso molecular de aproximadamente 200
kia mediante PAGE y Western Blott. Ademas, estos
asticuerpos han permitido estudiar su localizacidn en la
swprarenal y cerebro de rata usando immunocitoquimica.

. ta importancia fisiologica del DARP ha sido demostrada
por  potentes efectos del anticuerpo en los niveles de
tes catecolaminas cerebrales en ratas durante diferentes
fases del desarrollo fetal, infantil o adulto y por su
acion en cultivos primarios de células wmesencefélicas
de origen embrionario de rata. Por altimo, datos de su
sequencia de amino-acidos indican que el DARP es  una

] proteina diferente de factores neurotréficos
oenocidos

ASPECTOS BIOLOGICOS Y MOLECULARES DEL TRYPANOSO
MA CRUZI. UN DESAFIO EN LA LUCHA CONTRA EL MAL
DE CHAGAS. (Biological and molecular aspects of
X. cruzi. A challenging problem in the control
of Chagas desease).F.Bertini.Instituto de His-
tologia y Embriologia, Facultad de C. Médicas,
Univ.Nac.de Cuyo, Casilla 56, Mendoza,Argentina.

Distintas estrategias se han empleado para
erradicar o prevenir el mal de Chagas amén del
oontrol de reservorios y vectores.Los enfoques
a nivel molecular envuelven el conocimiento in-
timo de la constitucién antigénica del parasito.
Kl interée parece centrarse en la constitucién
antigénica del plasmalemma. Obtener una vacuna
preventiva efectiva es problemdtico debido a la
cambliante constitucién el parasito, a su capaci-
dad de eludir mecanismos de defensa del huesped,
y a fen6menos autoinmunitario en éste Gltimo.

En esta breve revisién comunicaremos nues-
tros resultados preliminares (en colaboracién o
colaborando con el personal de la Cat. de Micro-
biologia de la UBA, B. Aires) sobre tres lineas
de estudio:A) la interferencia de la metaci-
clogénesis in vitro por hexosas que nos indica
1a presencia,en un extracto de intestino de vin-
chuca,de una glicoproteina rica en manosa que
estimularia la diferenciacién del parasito.
B)Un fenémeno de liberacién de Ca++ al citoplas-
ma en el momento de la estimulacién con el ex-
tracto. C) Una tentativa de obtener inmunopro-
teccién contra infeccién aguda por I. cruzi
utilizando como antigeno un extracto de intesti-
no de vinchuca (I.infestans).
Parte de estos enfoque fueron sugeridos por el
proceso de maduracion del espermatozoide en el
epididimo cuando la célula adquiere proteinas
secretada por ese 6rgano.

NEUROFARMACOLOGIA DE LOS RECEPTORES PARA GABAp: INSINUA
CIONES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR. (Neuropharmacology of
GABAA Receptors: Insights From Molecular Biology).
Harris, R.A., Dept. Pharmacology, Univ. Colorado Sch.
Medicine, Denver, CO, 80262, USA.

GABA es el neurotransmisor inhibitorio mds importan-
te en el cerebro de los animales; muchas de sus acciones
dependen de los receptores GABAA. Interacciones de GABA
con estos receptores abren los canales de cloruro, que
por lo regular hiperpolarizan las neuronas y reduce su
capacidad de excitacién. Las acciones de GABA son incre
mentadas por muchos sedativos y anestésicos como las ben
zodiacepinas, el alcohol, los barbitiiricos y los anesté-
sicos generales. Los receptores GABA, pueden formarse
con subunidades alfa, beta,gamma y delta. Existen seis
distintos tipos de subunidades alfa, tres tipos de be-
ta y cuatro de gamma permitiendo una gran diversidad de
receptores en varias regiones del cerebro y en tipos de
células. La importancia de la estructura de los recepto
res se puede estudiar por medio de la expresidn de dis-
tintos cDNA codificados de subunidades especificas en
oocitos Xenopus o en cultivos celulares. Lstos estudios
demuestran que la composicidn de las subunidades deter-
minan la sensibilidad a drogas de los distintos GABAp
receptores. Por ejemplo, GABA liga las subunidades beta
y los benzodiacepinas liga las subunidades alfa, pero la
subunidad gamma es necesaria para las acciones de las
benzodiacepinas. En contraste, los anestésicos genera-
les son mds efectivos en receptores que no tienen subuni
dades gama, proporcionando una base molecular para el
uso combinado de midazolam y halotam en anestesia. Do-
sis bajas de etanol requieren una subunidad especifica
(gamma2L) en combinacién con subunidades alfa y beta
para su accién. Esto, aparentemente, depende en la fos-
forilizacidén de un amino &cido serina especifico en el
cfrculo intracelular de la subunidad gamma2L que es para
la accidn del etanol. En conclusidn, la biologfa mole-
cular ha revelado que la estructura y la funcién de los
receptores GABAj es mds compleja que lo anteriormente se
imaginaba, resultando en una regulacidn farmacoldgica de
estos receptores que es fascinantemente complicado.

FRESENCIA DE RNA EN EL ESFERMATOZOIDE. Luis
0. Burzia, i.I. Concha, A.M. Zarraga,
M.Brito, A. YaRer, F.Zamora, R. Schroeder, F.
Delgado, J. Villegas, F. Figueroa, A.M.
Meneses y E. Werner. Instituto de Bioguimica,
Universidad Austral de Chile.

Existen numerosas evidencias que muestran
que la contribucién del oocito vy del esper—
matozoide son fundamentales para un deca-—
rrollo embrionario normal y a término. La
contribucidn del espermatozoide ha sido
atribuida tanto a "factores"” como al
"imprinting" diferencial del genoma del
gametc durante espermatogénesis.

Nuestro laboratorio ha demostrado gue el
espermatozoide de varias especies contiene un
complejo conjunto de RNAs. Mediante técnicas
de biologia molecular, hibridacidn in situ vy
uso de anticuerpos, hemos identificado los
snRNAs U1, U2, U3, U3, US., vy U6, v 1las
proteinas asociadas a ellos. Esto sugiere gque

el gameto aporta al huevo los componentes
necesarios para el procesamiento de
transcritos primarios. Tambié&n hemos
demostrado la presencia de RNA poliA+ en el
espermio de rata y raton. Uno de ellos
corresponde al mRNA "corto” de pro—
opiomelanocortina (FOMC) . Ademis, hemos
seleccionadn, de una biblioteca de cDNA,

clones aparentemente sspecificos del gameto.
Estos resultados nos permiten postular como

hipotesi=s de trabajo., que el espermatozoide
transporta al oocitoe durante la fertili-
zacidn, una gama de RNAs entre los cuales

existiria RNA informacional. Este material
constituiria en parte la contribucién paterna
al desarrolo embrionario. (DID-UACH:. FONDECYT
067-90; Stiftung Volkswagenwerk. Alemania)




R 18 CONFERENCIAS

LIFE SCIENCES RESEARCH IN CHILE: A CURRENT
CITATIONIST PERSPECTIVE. Alfred Welljams-
Dorof, Institute for Scientific Information.
Philadelphia, USA.

A scientometric analysis of life sciences
research from Chile will be presented,
including molecular an cell biology,
genetics, biochemistry and biophysics,
immunology, and the neurosciences. Based on
IsI’s Science Indicators File covering the
period 1981-1992, longitudinal data will be
presented on output (number of papers) and
impact (average citations per paper) in
these disciplines. These data will be
compared with other South American nations.
Specific research specialties in which
Chilean authors showed the greatest
improvement and decline will also be
reviewed. In addition, current 1990 research
specialties in which Chilean authors are
active and even dominant in terms of
proportionate share of total papers will be
identified. Finally, the highest impact
papers from Chile that were published and
cited during 1981-1992 will be presented.

SEXUAL SELECTION IN PLANTS. Willson, M. F., Forestry
Sciences Laboratory, 2770 Sherwood Iﬁe, Jineau, AK
99801 (USA)

Darwin examined sexual dimorphism in animals, arguing
that sexual selection was important in the evolution
of such dimorphism. Sexual dimorphism in plants may
have parallel causes and costs.

The processes that contribute to sexual dimorphism
may also lead to speciation and morphological
differences among related species, as argued originally
by Darwin. Where sexes are separate and dimorphism is
well-developed, males of related animal species (both
vertebrate and invertebrate) are often strikingly
different from eath other, while females may be
virtually indistinguishable. A similar pattern may
exist in plants: it is frequently the males (of
diocecious taxa) or the male portions of the flower
(in co-sexual flowers) that apparently have diversified.
I suggest that the similarity of pattern may be
accounted for by a similarity of process.

In addition, sexual selection may have contributed
to certain evolutionary trends within the angiosperms
and, indeed, to angiosperm radiation.

THE CONTROL AND FUNCTION OF THE NUCLEAR
INOSITIDE CYCLE. R.F. Irvine AFRC Institute of
Animal Physiology and Genetics Research, Babraham,
Cambridge CB2 4AT, U.K.

The polyphosphoinositide cycle in the plasma membrane
is now a well-established part of receptor-coupled cell
signalling. Recently, however, we have obtained
evidence that there is another cycle, with similar
biochemistry, but different mechanism of control,
contained within the nucleus. This nuclear inositide
cycle can be modulated by cell surface receptors, and its
activation generates diacylglycerol with a concomitant
translocation of protein kinase C to the nucleus. The way
in which this cycle is controlled, and the consequences of
its activation (i.e. the possible consequences of nuclear
protein kinase C activation) are now the crucial questions
to be explored and discussed.

EL SER O NO SER DE PROTEINAS RECOMBINANTES.
(Recombinant proteins: to be or not to be).
George~-Nascimento,C. Protein Chemistry, Chiron
Corporation, Emeryville, California, EE.UU.

La produccidén y caracterizacién de una proter-
na recombinante de importancia bioldgica exige
completar ciertas etapas fundamentales, sin
contar con la comercializacién final del pro-—
ducto. Por ejemplo: 1) Identificacién y estu-—
dio preliminar de la protelna, seguida de clo-—
namiento. Purificacidén en pequefia escala y en—
sayo bioldgico/farmacolégico; 2) Manufactura-—
cién a gran escala y ensayo de identificacion
con el producto original; 3) Presentacién de
estudios a entidades reguladoras del sistema
de salud. Control de calidad/validacién de los
procesos y ensayos a ser usados. Adecuada do-
cumentacidén y control del proceso de manufac—
turacioén. Analizaremos estas etapas con dos e-—
jemplos: PDGF (Platelet Derived Growth Factor)
y EGF (Epidermal Growth Factor). Si bien estas
protefnas son de origen humano, su expresién
en levadura hace mandatorio reconocer su com—
pleta identidad con el producto natural. El1 PD
GF sintetizado en levadura es glicosilado con
residuos de manosa, y presenta una ruptura
proteolitica entre los residuos 32-33:; el EGF
estd oxidado en su uUnica metionina formando
Met-sulfoxido, presenta un procesamiento (-
terminal, y uno de sus residuos de aspartato
sufre una Iisomerizacién no enzimdtica. (Exis-—
te una similitud entre las modificaciones ob-
servadas en proteinas recombinantes y natura-
les? Estudiaremos éstas y otras modificacio-
nes producidas después de la traduccion de es-
tos polipéptidos, y su significado en la for-
mulacién y estabilidad de estas proteinas.



REUROBIOLOGIA DE LOS RECEPTORES DE LA MELATONINA.

Oniv. Med. Sch., Chicago, IL., 60611, USA.

En esta presentacidn describiré la distribucidn, caracte
risticas farmacoldgicas y funciones de los receptores de
1la melatonina en el sistema nervioso central. La melato-
mina es segregada por la glandula pineal y la retina si-
guiendo un ritmo circadiano, alcanzando los niveles mds
altos durante la noche. La melatonina ejerce sus efec-—
tos a través de la estimulacién de receptores especifi-
cos, habifndose descrito dos sitios de binding para el
ligando 2-[125I]-iodomelatonina en tejidos del sistema

. mervioso central: ML-1 y ML-2. Los receptores ML-1 mues
' tran alta afinidad por la 2~[1251]-iodomelatonina y han
sido localizados en dreas discretas del cerebro (niicleo
' supraquiasmitico, niicleo paraventricular taldmico) y la
. zona neural de la retina. La activacidn de receptores
del tipo ML-1 por concentraciones picomolares de melato-
mina inhiben la liberacién de dopamina en preparaciones

; de retinas de conejo, efecto que es bloqueade por el lu-~
l zindole, un antagonista de los receptores de melatonina.
La activacidn del receptor del tipo ML-1 inhibe la adeni
lato ciclasa a través de una proteina Gi. La regulacidn
 de la liberacidn de dopamina por melatonina en la retina
jJuega un papel importante en la transmisién de la infor-
! macién fotoperiSdica al cerebro. Finalmente, discutiréel
papel de la activacin de los receptores de melatonina

I en niicleos hipotaldmicos, en la sincronizacién de ritmos
circadianos en aves, reptiles y mamiferos, y en la regu-
lacidn de la reproduccidn de animales fotoperiddicos.

PROGRAMA INTERNACIONAL DE ESTUDIO DEL CAMBIO

GLOBAL. {International Geosphere-Biosphere
Program: Global Change) . Fuenzalida H.
Departamento de Geofisica, Universidad de

Chile. (Patrocinio: D. Soto)

Se presenta una breve historia del
Programa Internacional de la Geosfera-
Biosfera: Cambio Global (IGBP) del Consejo
Internacional de Uniones Cientificas (ICSU),
menciondndose sus origenes, oportunidad y
alcances. Se describe someramente la
organizacidén nacional del programa y las
dificultades que presenta su implementacidn en
el pais.

En relacién al futuro del IGBP en Chile se
comentan las acciones que parece conveniente
implementar y su estado actual. Luego se hace
un recuento de iniciativas bilaterales y
regionales que se estdn realizando junto a
otras que buscan financiamiento.

Finalmente, se resume el estado actual de
las técnicas disponibles para estimar
escenarios climdticos en una Tierra con efecto
invernadero intensificado y se caracteriza su
estructura espacial temporal. Se presentan
algunos resultados del comportamiento de
series climdticas nacionales -en relacién a
tales estructuras. Se plantea el problema de
deteccidén del cambio climidtico por efecto
invernadero frente a las variaciones naturales
Ly otros factores de origen antrdpico.

CONFERENCIAS

Dubocovich, M.L. Department of Pharmacology, Northwestern
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Sociedad de Biologia de Chile. Seccién Ecologia
“CAMBIO GLOBAL Y SUS CONSECUENCIAS”

Coordinador: Dra. Doris Soto

CAMBIO GLODAL: ¢CUAL SBRA EL DBSTING DR LOS BOSQURS TRMPLADOS DR
SUDAMBRICA? {Global Chamge: Now will the temperate forests of sosthern
South America fare?). Arroyo, Mary 1. Kalia y J. J. Arsesto, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile, Casilla 653, Saatiago, Chile.

Cambio Global (CC} se refiere a la destraccién isdiscrininada de dabitats,
caabios ea ia composiciés de la atmésfera deterajaados por emisiones
indestriales y destrsccidn de vegetacién, y los cambios climiticos
resaltantes de estos procesos. B1 CG se distiagae de cambios "saturales®
e la gechiosfera principalmeate por se rapider e impredictibilidad.
Aungue ezisten diferencias de opiaidn ea cvaato a 1a sagnitud del ammento
de temperatora en el futaro immediato, los GCNS {Gemerai Circmlatios
Nodels) concwerdan en que 2l hemisferio del sor, con uaa mayor saperficie
ocednica, serfa wesos afectado que el hemisferio del morte.

Las principales opciomes de las plantas terrestres para responder al
cambio clisdtico soa adaptacide "ia site?, y migracidn bacia sitios que
remes las condiciones adeceadas paza so desarrollo. Bspecies arboreas
como longevas itaro i Y xducany serian
especialneate sensibles al €C por sa baja  capacidad para adaptacide "ia
site®. In los bosques templados de Sudanbtica, machas especies depesden
de ageates bidticos para la polimizacida y dispersiéa de propagales
Desfazamientos en las tasas de respuesta de los polinizadores y plantas
esperables por adaptacidn ia "sita® o migraciéa, comstitairian otro
absticulo para las tespuestas de especies vegetales al C5.

E1 destino de muestros.bosques, por otra parte, dependerfa de los actuales
patrones de distribacidn latitadinal y altitedinal, y especialmeate de la
castidad de variacidn gesttica preseste es las poblaciones periféricas.
Ixistes especies ampliameste distribuidas y especies con distribuciones
muy restringidas. Algunos de los obsticalos evideates para aigraciéa y/o
adaptaciéa *in situ® en las especies senogamas, lomgevas, polinizadas
bisticamente puedes ser conpensados ea parte por 3u estractora podlacional
y amplia distribacion geogrifica.

MacArthur Fdn. 90-9929; WWP-AID-7506; FONDECYT 92-1135
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POTENCIALES RESPUESTAS A CAMBIOS LOCALES Y
GLOBALES DE LAGOS OLIGOTROFICOS DEL SUR DE
CHILE Y ALGUNOS MECANISMOS QUE MEDIARIAN LAS
MISMAS. (Southern Chile oligotrophic lakes
responses to local and global changes and
mechanisms which may regulate them). Soto, D.
Instituto de Pesquerias vy Oceanografia,
Universidad Austral de Chile, Campus Puerto
Montt .

Se analizan potenciales impactos del cambio
global en una serie de lagos (38-5208) y se
los compara con ambientes acuaticos del
hemisferio Norte, particularmente de la costa
Pacifica. Se percibe coho uno de los cambios
globales mas importantes para estos ambientes
un acelerado proceso de eutroficacion, siendo
este provocado principalmente por cambios en
el uso de los suelos y modificacion del
paisaje asi como por deposicion atmosferica
de nutrientes. Por otro lado un aumento de
temperatura tiene efectos menos predecibles
en nuestros lagos Yy potencialmente seran
comparativamente mas retardados. En los lagos
estudiados se ha observado cierta resiliencia
en la respuesta de variables como clorofila
al aumento de nutrientes. En cambio los lagos
de British Columbia respondenderian mas
rapido a la adicion de nutrientes. Se postula
que el tipo de bosque que rodea a los
ambientes oligotroficos Chilenos (con baja

proporcion de coniferas) les otorga
comparativamente un mejor buffer a ciertas
perturbaciones. pero, a la vez estos

ambientes serian mucho mas sensibles a la
perdida de especies y a la modificacion del
paisaje que lagos del hemisferio norte.

SIMPOSIO
3 Seccion de Biofisica
“SENALES INTRACELULARES DE CALCIO Y SU REGULACION”

Coordinador: Dr. Enrique Jaimovich

THE ROLE OF THE SARCOPLASMIC RETICULUM AS A SOURCE AND
SINK OF CALCIUM IN MAMMALIAN CARDIAC MUSCLE.

S.C. O'Neill, *P. Donoso, D. Eisner. Department of Veterinary Preclinical

Sciences. U. of Liverpool. * Depar de Fisiologfa y Biofisica. U. de
Chile.

The sarcoplasmic reticulum (s.r) of mammalian cardiac muscle is involved in
both the activation of ion and relaxation. C ion of cardiac muscle

is initiated by the systolic i of i 1lul !

({Ca®*]). This results from (i) entry of calcium into the cell from the
extracellular solution via the L type calcium current and (ji) release from the
s.r. If one inhibits the s.r. with caffeine, ryanodine of thapsigargin the (Ca®*),
transients is due only to calcium entry on the calcium current and is, therefore,
much reduced. In order to estimate the absolute contribution of the s.r. to the
normal transient, we release its calcium content rapidly with caffeine and
measure the resulting current as the Ca?* is pumped out of the cell on the Na-
Ca exchange. When pared with the calcium moved into the cell on the
calcium current, the results suggest that the s.r. accounts for up to 90% of the
sistolic rise of [Ca?*];. For relaxation to occur, [Ca®*]; must be decreased from
the systolic to diastolic levels. The role of the sarcoplasmic reticulum in this
process can be estimated by comparing the rate constant of fall of [Ca?*]; when
the s.r. is inhibited with that when it is functional. Such experiments suggest that
the s.r. contributes about 90% of the relaxation. The remainder is made up
partly by Na-Ca exchange and, partly by another mechanism which may be a
sarcolemmal Ca-ATPase. Several lines of evidence suggest that the mechanism
of calcium release from the s.r.is calcium-induced calcium release (CICR). In
support of this, we have shown that rapid liberation of Ca®* by photolysis of
the"caged"calcium compound nitr-5 can elicit calcium release from the s.r.
There are,however,some unresolved questions concerning CICR. One of
interest to us is whether propagated release of calcium can take place under
normal conditions. Under pathological conditions, when [Ca®*]; is elevated,
spontaneous waves of increased [Ca’'], propagate along a cell. We find,
however, that when [Ca?*]; is normal, locally produced systolic increases of
[Ca®*]; do not propagate. This suggests that the Ca>* released from the s.r.,
despite being greater than that entering via the sarcolemma is less efective at
releasing s.r. Ca. One explanation of this observation is that the calcium
entering the cell may go into a restricted space close to the s.r. and results in
a very high local [Ca®*],.

CONTROL POR GLUCOSA, AGONISTAS COLINERGICOS Y
ADRENERGICOS DEL ([Ca*), EN CELULAS 8 - DEL PANCREAS
HUMANGO.(Control of [Ca™]; by cholienergic and adrenergic agonists in
human pancreatic 8 cells). Eduardo Rojas, Patricia Carroll, llani Atwater.
Depto. Fisiologfa y Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile y
Laboratory of Cell Biology and Genetics, National Institutes of Health,
Bethesda , U.S.A.

Las células B del p intetizan y insulina en resp a un
aumento de la glucosa en el medio extracelular. Numerosos estudios con
células B de roedores muestran que el control de 1a secrecién de insulina estd
intimamente ligado a los i Tul que modulan la id)
de calcio i6nico en el citoplasma, [Ca*Z]i. Sin embargo, esta informacién
obtenida en roedores no s¢ puede generalizar para formular un modelo que
incluya la célula B humana. En este trabajo hemos podido medir los cambios de
[Ca*?], dependientes de glucosa y su modulacién por agonistas colinérgicos y
adrenérgicos en la célula pancréatica § humana en cultivo primario. En un
medio fisiol6gico (2.6 mM CaCl,) sin glucosa la (Ca*?], es 84.5 + 4.7nM (n=
86) y no cambia en un medio sin calcio (< 200 nM). Glucosa (5.6 - 33 mM)
en un medio fisiolégico, induce un aumento lento en la [Ca®*]; llegando a
niveles de 300 + 50.6 nM (n= 19) tanto en células aisladas como en células que
forman parte de grupos de células. El aumento en la concentracién de Ca®* en
respuesta a un aumento répido de la glucosa de 0 a 22 mM se inicia con un
retardo que vara entre 10 y 120 seg en las disti cétulas. La relacion de
tipo sigmoideo entre el aumento de la concentracién de glucosa y el cambio en
la [Ca+?%]; es 50% mdxima a una concentracién de glucosa de 14.9 mM. En
un medio sin calcio el aumento del [Ca*?]; en respuesta a glucosa (33 mM), es
aproximadamente 50% del aumento observado en calcio fisiolégico. En
presencia o ausencia de calcio en el medio, agonistas coliénergicos también
inducen un aumento répido en [Ca*?);. Usando agonistas (o antagonistas)
especificos de receptores nicotinicos y muscarinicos nuestros resultados
demuestran que la respuesta colinérgica se debe a la activacién de receptores
muscarinicos del tipo M1 y, posiblemente, M3. Finalmente, agonistas
adrenérgicos no antagonizan el aumento de [Ca*?); inducido por glucosa,
antagonistas colinérgicos o despolarizacién de la célula 8. Estos resultados
indican que la [Ca*?); es regulada dentro de un margen muy pequefio (80-
350nM), ademds demuestran que el origen del Ca*? es tanto extracelular como
intracelular.
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CIGUATOXIN-INDUCED SODIUM-DEPENDENT CALCIUM
MOBILIZATION IN MOTOR NERVE TERMINALS AND IN
NEURONAL CELLS. ]. Mol imahar. mell

A.M, Legrand. Laboratoire de Neurobiologie Cellullaire et Moléculaire,
Centre National de la Recharche Scientifique, France and Institut
Territorial de Recherches Médicales Louis Malardé, Papeete, Tahiti.
Ciguatoxin (CTX), a complex polyether extracted from poisonous moray
eels, exerts its effects primarily by activating voltage-dependent sodium
channels, at normal membrane resting potential, causing tetrodotoxin
(TTX)-sensitive membrane depolarization and repetitive or spontaneous
action potentials in excitable cells. At the neuromuscular junction,CTX
markedly enhances spontaneous quantal acetylcholine release from motor
merve terminals,even in a nominally Ca**-free medium supplemented
with EGTA. Ultrastructural analysis of such terminals revealed a
wmarked depletion of clear synaptic vesicles, large dense-core vesicles and
enlargement of the nerve terminal membrane. Such actions were
completely prevented by TTX suggesting that depend upon Na* entry
iato the terminals. The possibility that CTX could trigger Na*-dependent
Ca® mobilization was assessed by fura-2 based microfluorometrical
recordings in single differentiated mouse neuroblastoma x rat glioma NG
108-15 cells. CTX(25nM) when applied extracellularly to the nominally
Ca**-free medium (containing EGTA) bathing NG108-15 cells caused a
rapid transient increase of the intracellular Ca2+,which indicates the
mobilization of intracellularly stored Ca2+. TTX applied before CTX,
completely prevented such an action indicating that CTX-induced
mmtracellular Ca2 + mobilization occurs via a Na+-dependent mechanism.
k ingly, CTX-induced Ca2+ mobilization prevented subsequent
action of bradykinin which may suggest that the Na*-releasable Ca’*
store stimulated by CTX is the same as the one activated by bradykinin
i,e.the inositol 1,4,5-trisphosphate-releasable Ca®>* store. However, other
possibilities can be considered.

SENALES TRANSITORIAS DE CALCIO EN MUSCULO
ESQUELETICO EN CULTIVO (Calcium transients in cultured
skeletal muscle.) E, Jaimovich,, J. Hidalgo., E, Rojas. Depto. de
Fisiologia y Bioffsica, F. de Medicina, U. de Chile y C.E.C.S,
Santiago-Chile y Laboratory of Cell Biology and Genetics,
National Institutes of Bethesda, U.S.A

La contraccién muscular esquelética estd asociada a un aumento
transitorio del calcio intracelular [Ca*’]i que sigue a una
despolarizacién de la membrana de los tibulos transversales por
mecanismos en gran medida desconocidos. Como modelo hemos
elegido la célula muscular esquelética de embrién de rata en
cultivo primario. Esta célula, en diferentes etapas de
diferenciacién, es capaz de liberar calcio en forma espontinea o
inducida la_que, en etapas tardias se asocia a contraccién. Las
sefiales transitorias de calcio se estudiaron como fluorescencia
asociada a indo-1, detectada con fotomultiplicadores e inducida por
despolarizaciones con K Cl y como fluorescencia asociada a fluo-
3, detectada en imdgenes con una cdmara de video CCD e inducida
por cambios de potencial controlado con una pipeta de patch
clamp. En ambos casos se obtiene una sefial de calcio transitoria,
cuyo curso temporal es aproximadamente el mismo. Las sefiales
inducidas por potasio se pueden ajustar suponiendo dos procesos
(activacién e inactivacién de la sefial independientes entre si y
gatillados por el potencial de membrana. La tetracaina, droga que
entre otros efectos modifica el movimiento de carga asociado al
acoplamiento excitacién-contraccién, libera calcio y su efecto
depende tanto de la dosis como del potencial de membrana.
Financiado por MDA, DTI 9213 y FONDECYT 896.

SIMPOSIO
Sociedad de Bioquimica de Chile
“TECNICAS DE BIOTECNOLOGIA PARA LA DETECCION
DE CONTAMINANTES AMBIENTALES”

Coordinador: Dr. Lionel Gil

. REMOCION DE IONES METALICOS MEDIANTE

BACTERIAS. {(Remotion of metal ions by
bacteria). Cotoras, D. Departamento de

Bioquimica y Biologi{a Molecular, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas Universidad
de Chile.

La contaminacién de aguas por iones metilicos
@8 importante en nuestro pais, debido a la
intensa actividad minera extractiva y a la
concentracién de industrias en las grandes
ciudades. Por ello, es fundamental poder

contar con tecnologias adecuadas, que
permitan reducir la concentracién de estos
contaminantes a nivel de los residuos

liquidos industriales y mineros.

La biotecnologia ambiental puede ofrecer
soluciones a estos problemas de contaminacién
de aguas, mediante el uso de microorganismos
que, por diferentes mecanismos, pueden
remover iones metdlicos. Asi, las envolturas
de numerosos microorganismos, tales como
bacterias, hongos y wicroalgas, presentan
grupos cargados negativamente, que son
capaces de interactuar fuertemente con los
iones metilicos presentes en la solucién. A
este fendémeno de unién pasiva de metales se
ha 1lamado biosorcién. Por tratarse de una
unién de tipo fisico-quimica, el proceso es
reversible. Esto ultimo permite la
utilizacién de los microorganismos en
repetidos ciclos de biosorcién-desorcién, lo
que es de gran importancia para un proceso de
descontaminacién a nivel industrial.

En esta presentacién se discutiran, ademas,
los procesos activos de remocién de metales,

tales como la bioacumulacién y la
precipitacién mediante bacterias reductoras
del sulfato, y su potencial impacto en la

descontaminacién de aguas.

BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY OF
PEROXISOME PROLIFERATION. G. G. Gibson (Molecular
Toxicology Research Group, School of Biological Sciences,
University of Surrey, Guilford, Surey GU2 5XH, England, UK.).

Peroxisome profiferators are a structurally diverse group
of chemicals and drugs that cause non-genotoxic liver cancer in
experimental animals, particularly rodents. Characteristic ‘liver

on acute exposwe include liver gowth
(hepatomegaly), ploidy changes, S-phase DNA synthesis and a
switch on of the enzymes of the peroxisome proliferator domain,
including the cytochrome P4504A sub-family and the enzymes
responsible for the peroxisomal b-oxidation of fatty acids.

This presentation will focus on a description of the above
biochemical changes in the liver and will highlight the role of
molecular biology in understanding the mechanisms of these
adaptive responses. In particular the role of the newly
discovered Peroxisome Proliferator Activated Receptor in the
above processes will be discussed.
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YTILIZACION DE TECNICAS BIOTECNOLOGICAS EN LA
DETECCION DE AGENTES POTENCIALMENTE
MUTAGENICOS Y CARCINOGENICOS EN EL AIRRE DE

SANTIAGO (Use of biotech hniques in the detection of potentially
metagenic and carcinogenic chemi llmm.smrhenrufSannago) L. Gil.
Departamentode Bioquimics, FncnlndP:eMedtctm UniversidaddeChile.

Elenuyodemuugcmudadendtmnuscepude&lm_qnﬂ;m,mmm
usado pera identificar en forma rapida, contaminantes con potencial actividad
mnugemuyurunogému Eltest se basa en ef uso de distintas cepas que
revierten de dependencia a ind; de histidina y 1as cuales respondena
Ia presencia de m conuummentoen llfrecnenmdemaubu Este
ensayo lo hemos utilizado para d gj

iblemente carcinogénicos, con las oepasTA 98, TA 93 MR y P TAS 9811,

NP6. msuhadoswnhupnTA%enptmmayaumutde sistema de
activacion metsbolica (S9) permitieron demostrar que el mterial particutado
del aire de Sani: oesnlnmememuugenico. De 88 muestras evaluadas en
1990 y 1991, el 92 % en ausencia de 9ye195%enpresencudes9dxo

positiva, de agentes mutagénicos directos e
indirectos, Las razones de mmgemcldad (RM) obtenidas fueron
considerablemente mayores que las que han sido publicadas en la literatura.
Por HPLC hemos cuantificado 16 hidrocarburos policiclicos aromdticos
(HPAs) entre los cusles se identificaron 6 descritos {a OMS como
cancerigenos. En 1991 los niveles de HPAs variaron entre 138 y 997 ng /m3
observindose un efecto estacional con concentraciones mucho mis elevadas
en los meses de tem, més bajas. Los % de HPAs enosfueron
muy elevados respecto al total de HPAs detectados y variaron entre 49y 85%.
Noseencomﬁun:oomlmbnd:mmwmbnde%ym
sugiriendo una contribucién importante de otros contaminantes a la

:;gemctd:dobm Resultados conlescepasTA 98 NR y TA98/ 1,8

ngmquenelmde&mugommprmmmy
dinitroarenos (mutégenos directos), contaminstes de alta toxicidad descritos
enire los mis poteates agentes mutagénicos. Las elevadas concentraciones de
HPAs, lapresencia de nitroarenos, 1a gran potencia mutagénica delas muestras
mﬂxzaduylosdeaosquepmvoanmooﬂmnm(gm
btoamla)sux;mqueelmqueumplnen 0 es altamente
toxico. Los y los nitroarenos provocan a nivel del material genético
efectos acumulativos generalmente irreversibles que demoran muchos afios
en expresarse. Esto indica que la poblaqbn m permanentemente expuesta &
contaminantes que su_salud cuyos efectos
solo podran ser evaluados en el largophzo (F INDECYT 1314-91y OEA).

- — """
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BIOSENSORES CONSTRUIDOS MEDIANTE INGENIERIA GENETICA
PARA EL MONITOREO DEL AMBIENTE, ANALISIS DE ALIMENTOS
Y APLICACIONES EN SALUD. (Genetically engineered b s for

environmental monitoring, food testing and health applications.) Holmes,

D, Dubey, S. y Gangolli, 8. Department of Biology, Clarkson University,
Potsdam, NY 13699, USA.

Hemos aplicado las técnicas de la ingenieria genética para fusi
genes lux junto a una variedad de distintos promotores genéticos induci-
bles. Los genes lux derivan de una bacteria marina, Vibrio fischeri, y
codifican para enzimas que producen luz. Los promotores inducibles pro-
vienen de una variedad de microorg; que son activados por IPTG
(un andlogo al azticar), mercurio, cobre o PCBg/bifenil, respectivamente.
Al colocar a estos promotores junto a los genes lux, se produce luz en
resp al p i especifico. La luz resultante se puede
medir en cultivos liquidos de los microor usando un luminémetro
oenmedmsséhdosumndounaeémaraCCDmtensxﬁmdarespaldadapor
p izadas de anilisis de imag Se pr
dataareferenbeuahbﬂxdad.hespeuﬂndadyelmngodnmmxode
estos bi es. Por ejemplo, el bi mercuﬂopuededetectarl
oM de Hg*? (de sensibilidad aproximada a la de la absorci6 y
loe sensores de cobre detectan alrededor de 1 ym de Cu*? o Cu*'. Los

bi es miden especifi te la biodisponibilidad de un p

Se discutirdin las aplicaci de los b es para el anilisis de
mp bientales incluyendo el agua, y en desechos de
la mi ¥ téuxi Tammbién se describirén i igaci preliminares
en el uso de los biosensores para anilisis de sangre, saliva y alimentos y
para dios fund; les hacia la reg 6n de los genes.

(Trabajo apoyado por ’grants’ de la National Science Foundation, Office
of Naval Research, New York State Sci and Technology Foundati
Buffalo Hazardous Waste Center, General Electric, Geobiotics, Inc., y la
New York State Energy, R h and Devel t Authority.)

SIMPOSIO
Fundacién Chilena para Biologia Celular
“TRANSDUCTORES DE SENALES”

Coordinadores: Dras. Cecilia Hidalgo, Paulina Bull

ONCOPROTEINAS COMO FACTORES REGULADORES DE
LA TRANSCRIPCION. (Oncoproteins as transcriptional
regulatory factors). Bravo, R. Department of Molecular
Biology, Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research
Institute. P.O. Box 4000, Princeton, New Jersey 08543-4000
USA

Uno de los descubrimientos mds importantes de los
dltimos cuatro aiios en el campo de los oncogenes ha sido la
identificacién de oncoprotefnas nucleares como factores de la
transcripcién o subunidades de complejos reguladores de la
transcripcién. A pesar de que se habfa postulado desde hace
tiempo que las oncoprotefnas nucleares podrfan afectar la
expresién genética, no existfa ninguna evidencia definitiva que
apoyara esta hipétesis hasta el descubrimiento de que las
protefnas Jun y Fos son componentes del factor de transcripcion
AP-1. Esta asociacién de los oncoprotefnas nucleares,
originalmente identificadas como los productos oncogénicos de
retroviruses, y un conocido complejo de transcripcién puede ser
considerado un paradigma de los oncogenes que codifican
factores de transcripcién. Hoy en dfa hay suficiente evidencia
como para postular que la mayorfa, si es que no todas las
oncoprotefnas nucleares codifican factores reguladores de la
transcripcion.

Algo muy importante es el hecho de que las
oncoprotefnas nucleares que corresponden a los factores
reguladores de transcripcidn son miembros de familias
multigénicas. Por lo tanto la identificacién de un producto de
un dado oncogén como factor de transcripcidn casi en forma
natural lleva al descubrimiento de otros genes que codifican
protefnas relacionadas, las cuales a menudo también tienen
capacidad oncogénica. Algunos de estos casos serdn presentados
como ejemplos.

CONTROL OF Ca’* ENTRY BY INOSITOL
PHOSPHATES. R.F. Irvine AFRC Institute of Animal
Physiology and Genetics Research, Babraham, Cambridge
CB2 4 AT, UK.

The mobilisation of intracellular Ca?* by inositol
trisphosphate is accompanied by an increase in Ca?*
influx into the cells. This Ca’* entry is of crucial
physiological importance, as it sustains the Ca?* rise,
drives the Ca’* oscillations and waves that occur at low
agonist doses, and is necessary for most physiological
responses. The mechanism remains obscure, with the two
principal opposing hypotheses being (a) the Ca’* entry is
controlled directly by the Ca®* content of the intracellular
stores, (b) Ca’' entry in controlled by inositol
trisphosphate and inositol tetrakisphosphate together.
Our current ideas on how inositol phosphates control
Ca’ entry focus on a hypothesis which unites these two
alternatives, in one mechanism, and these ideas will be
discussed.



. PROTEINA QUINASA C Y TRANSDUCCION DE SENALES; MODU-
" LACION POR TIOESTERES DEL COENZIMO A. (Protein kinase C and
signal transduction; modulation by acyl-Coenzyme A thioesters).
Bronfman, M., Fac. Cien. Biol., P. Universidad Cat6lica de Chile.

J La protefna quinasa C (pqC) tiene un rol fundamental en la
megulacion de importantes fenémenos fisiolégicos, como transducci6n,
fanciones a nivel de receptores, diferenciacién celular y carci-
wogénesis. La enzima depende de fosfolipidos y calcio, expresando su
mfixima actividad en presencia de diacilglicerol, ]
. gemerado en la membrana plismica al actxvarse el ciclo del
| fosfatidilinositol. En condiciones normales, 1a mayor proporcion de la
emzima se encuentra en el citosol, y se supone que migra a la
membrana en respuesta a la generaci6n de diacilglicerol en ella. No se
i mabe que factores regulan la proporcion de enzima unida a membrana,
y existen evidencias de que la fosforilacién de protefnas via pqC
imducida por algunas hormonas s6lo involucra la enzima unida a
membranas y no requiere de migracion de la enzima citosélica. De esta
forma, es posible que la proporcién de enzima en la membrana
phismica sea el factor que regule la magnitud con que una sefial
| extracelular es amplificada. Nosotros hemos descrito que los acil-
. Coenzimos A de dcidos grasos son capaces de activar la pqC in vitro y
que el mecanismo molecular de esta activacion esta basado en una
disminucién de los requerimientos de la enzima por fosfolipidos.
‘Tememos evidencia de que este menor requerimento se manifestarfa in
W por una mayor proporcién de enzima unida a membranas, por lo
qme los niveles intracelulares de acil-CoAs podrfan estar regulando la
actividad de pqC, vfa su mayor o menor presencia en la membrana
phsmica. Por otra parte, hemos encontrado que una serie de
esmpuestos con caracterfsticas de carcindgenos no-genotéxicos, que
imcluyen diversas drogas, plastificantes, herbicidas, agroqufmicos y
efros contaminantes ambientales, son biotransformados a tioésteres
del CoA. Estos derivados, alcanzan una alta concentracion intracelular
y podrian estar alterando muchos de los procesos en que los acil-CoA
maturales intervienen, incluyendo su posible rol en la modulacion de la
catidad de pqC unida a membranas. (Financiamiento Fondecyt)

SIMPOSIO DEL TROPICO A LA ANTARTICA,. ECOLOGIA
'Y FUNCION DE PLANTAS EN ECOSISTEMAS
EXTREMOS.(From the tropics to the Antartic. Ecology and
fumction of plants in extreme ecosystems).

G.Montenegro y M.Alberdi* (Coordinadoras).Departamento de
Ecologia. Facultad de Ciencias Biolégicas. Pontificia
Universidad Catélica de Chile e *Instituto de Botdnica.
Universidad Austral de Chile.

Las plantas y los animales interactuando entre si y con el
biente fisico constituyen el fundamento del desarrollo
'gmstentable. El desarrollo debe estar centrado en las personas y
Basado en la conservacién la cual solo es posible de llevar a cabo
oi conocemos la biologia de las especies que conforman las
comunidades o ecosistemas. Este conocimiento fundamental,
que implica interpretar las adaptaciones de las especies, nos
permite predecir la potencialidad de estos recursos y su posible
wtilizacién para el mejoramiento y seleccion de especies que
puedan prosperar en ambientes desfavorables. Este objetivo no
e logra si se desconocen las caracteristicas estructurales y
ifisiologicas de las especies. De hecho, 1a continua pérdida de
‘Modiversidad es un indicio revelador del desequilibrio entre las
idades humanas y la capacidad que ofrece la naturaleza.

Este simposio pretende entregar una vision globalizada de
ecosistemas ecolégicamente importantes del Hemisferio Sur,
enfatizando la idea que su conservacién y manejo productivo
requiere de un claro entendimiento de los factores que
controlan la regeneracién natural de las especies, de su fisiologia
y Ia dindimica de las comunidades de las cuales forman parte.

Proyecto FONDECYT 747/91 a G.Montenegro, FONDECYT
91 y DID-UACH 9014 a M.Alberdi.
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TRANSDUCCION DE SENALES A TRAVES DE PROTEINAS
G: ANALISIS MOLECULAR. (Signal transduction through G
proteins: A molecular view). Olate,J, Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Uno de los sistemas de transduccién de sefial més estudiado
es aque] regulado por protefnas G, grupo al cual pertenecen la
adenilil ciclasa, fosfolipasa C, fosfolipasa A, , fosfodiesterasa de
¢GMP y canales idnicos. Este sistema de transduccidn estd
formado por 3 componentes proteicos de membrana: un detector
de la sefial, e! receptor (R); un transductor de la sefial, la protefna
G (G) y un amplificador de la sefial, el sistema efector (E). Estos
tres componentes tienen la funcién de traspasar la sefial originada
en el exterior de la célula hacia el interior de ella.

El conocimiento a nivel molecular de estos componentes ha
avanzado en forma espectacular en estos tres ltimos afios, razén
por la cual el propdsito de esta exposicion es presentar una visién
molecular actualizada de este sistema. Se hace énfasis sobre el
problema de especificidad de acoplamiento entre R-G y E, basado
esto principalmente en modelos estructurales propuestos para estas
protefnas y en estudios de biologfa molecular conducentes a definir
las regiones involucradas en este acoplamiento. Finalmente se
discute la participacién de los componentes R y G como posibles
promotores de transformacién celular (oncogenes).

Proyecto FONDECYT 91-1136.

SIMPOSIO: “DEL TROPICO A LA ANTARTICA. ECOLOGIA Y FUNCION
DE LA PLANTA EN ECOSISTEMAS EXTREMOS”

Coordinadores: Dras. Gloria Montenegro, Miren Alberdi

FOTOSINTESIS, OSMOLALIDAD Y EFICIENCIA DE
USO DE AGUA DE ESPECIES DE MANGLAR EN
AMBIENTES DE SALINIDAD CONTRASTANTE.
(Photosynthesis, Osmolality and Water Use Efficiency of
Mangrove Species from Environments of Contrasting

Salinity). Medina, E. Centro de Ecologia, I.V.I.C. Aptdo.
21827. Caracas 1020-A. ’

Especies de los géneros Rhizophora, Laguncularia y
Avicennia crecen en ambientes de salinidad y condiciones de
inundacién variable. Rhizophora spp. predominan en
ambientes estuarinos o-costeros de baja energfa pero con flujo
continuo de agua, mientras que L. racemosa, y especialmente
A. germinans, crecen en 4reas de aguas estancadas. La tasa de
fotosintesis de todas las especies estd colimitada por difusién
y carboxilacién en un amplio margen de osmolalidad tisular.
Osmolalidades mayores a 400 mmol/Kg disminuyen la
capacidad fotosintética. La osmolalidad tisular varfa
linealmente con la osmolalidad del agua intersticial y estd
determinada por la acumulacién de Na* y Cl". La mayor
tolerancia salina de Avicennia spp. se debe a relaciones
K*/Na- elevadas a osmolalidades superiores al doble de la
concentracién de agua de mar (por la presencia de ATP-asas
especficas de K muy activas). La osmolalidad de ejemplares
estuarinos de todas las especies es menor que la de los
costeros. La eficiencia de uso de agua es menor en los
ejemplares estuarinos (3'3C -27 a -29 %o0) que en los
costeros (81°C -25 a —26 %o). La capacidad productiva estd
inversamente relacionada con el 313C.

| s
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ECOFISIOLOGIA DE LIQUENES ANTARTICOS.
(Ecophysiology of Antarctic lichens). Kappen,L., Institut
far Polardkologie und Botanisches Institut, bniversitit
Kiel, Deutschland.

Lichens forming the dominant element of the flora and
vegetation of Antarctica can be considered as examples for a
successful adaptation to extreme life conditions. Some
capabilities characterize lichens as a priori adaptation: they are
extremely tolerant to low temperature stress, their metabolism
is comparatively high at temperatures around 0°C. As
poikilohydrous systems they reveal an opportunistic life
strategy. Lichens can widely propagate by vegetative
reproduction. Since over 10 years our research group
investigates the living conditions in lichen habitats of the
maritime and continental Antarctic region. Light and
temperature are relevant to lichens only if moisture from air or
from the substrate have activated the lichen thallus. A
comparison of habitat conditions along a gradient from the
maritime Antarctic to the Dry Valleys demostrates that the
microclimatic conditions (relevant to active lichens) are most
identical at all places. This results from the strategy of the
lichen that it grows in more sheltered position the harsher the
macroclimate is. Laboratory and in situ investigation show, how
lichens have a low productivity but are able to make use of
situations that are totally unfavourable for other organisms.
Lichens can become photosynthetically activated by snow under
freezing conditions. A thin cover of snow is, therefore,
favourable, however, it can be dangerous if ambient irradiance
is very high, and the lichens become photoinhibited. Normally
the lichen is productive when photon flux density is moderate or
low. Consequently, the photosynthetic production of lichens is a
discontinuous process. Life is subjected to conditions far below
the physiological optimum. The adaptation results from the
capability to exist permanently under pessimum conditions.

FITOGEOGRAFIA Y RESPUESTAS AL STRESS DE
PLANTAS EN EL DESIERTO DE ATACAMA DEL
NORTE DE CHILE. ( Phytogeography and Plant Stress
Response in the Atacama Desert of Northern Chile).
P.W.Rundel. Laboratory of Biomedical and
Environmental Sciences. Department of Biology.

Mlty of California, Los Angeles.
R Saina

The Atacama Desert and adjacent Peruvian Desert form a
gis belt for more than 3500 km along the wester
: ment of the Andes. These arid environments result from
a climatic regime dominated by the cool,north-flowing
Humboldt Current and the topographic barrier of the Andes to
the east.
Atmospheric conditions influenced by a stable, subtropical
anticyclone result in a mild, uniform coastal climate nearly
devoid of rain, but with the regular formation of thick stratus
clouds below 1000 m during winter. Where coastal topography
is low and flat, the clouds dissipate inward with little biological
impact. However, where isolated mountains or steep coastal
slopes intercept the clouds, a fog-zone develops. This moisture
allows the development of plant communities termed lomas
formations. These assemblages function as islands separated by
hyperarid habitats devoid of plant life. Since growth is
dependent upon moisture, an understanding of climatic
patterns is essential to interpret present-day plant distributions.
Topography and substrate combine to influence patterns of
moisture availability. The requlrements and tolerances of
species ultimately determines community composition. Given
these hyperarid conditions, and unusual significance of
moisture input from fogs, endemic species have evolved a
number of remarkable strategies of adaptation. Species
endemism is high suggesting that the lomas formations have
evolved in isolation from their nearest geographyc neighbors in
the Andes. While the arid envir t is conti there
appears to be a significant barrier to dispersal batween 182 and
22¢ S.L in extreme northern Chile. Less than 7% of the total
flora of the combined Atacama and Peruvian Deserts occur on
both sides of this barrier. The vascular plant flora of the
Atacama Desert is relatively small, with less than 400 species.
Unusually strong conditions of drought over the past half
century has had profunded effects on the biodiversity of loma
communities and local extinctions of species may be widespread

RELACIONES MUTUALISTAS, GREMIOS Y ESTUCTURA COMUNITARIA
EN EL BOSQUE DE CHILOE (Mutualistic relationships,
guilds, and community structure in the forest of
Chiloé) Armest. . J., Smith-Ramirez, C. & Saba
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

S6lo recientemente han comenzado a estudiarse las
interacciones entre aves frugivoras y nectarivoras y
Tas plantas en bosques templados de Sudamérica. Las
decisiones sobre manejo, proteccién y utilizacién de
estos bosques a menudo ignoran este aspecto de 1la
estructura comunitaria.

Estudios de las interacciones entre aves y plantas
relacionadas con 1a polinizacién y 1a dispersién de las
semillas en el bosque templado de Chiloé sugieren que
existen "gremios" o conjuntos de especies definidos por
su relacién con un nimero reducido de especies de
polinizadores o dispersantes. Las aves frugivoras y
nectarivoras aparecen como generalistas alimentdndose
de varias especies de plantas. La dispersion de
semillas en Chiloé estd relacionada principalmente con
tres especies de aves (Elaenia albiceps, Scelorchilos
rubecula y Turdus falklandii). La polinizacién de
especies con flores tubulares rojas es realizada sélo
por un picaflor (Sephanoides galeritus). Dentro de los
gremios de plantas y sus polinizadores y dispersantes
algunas especies parecen jugar un rol "pivotal” para la
mantencién del conjunto. La desaparicidn, o reduccién
poblacional, de estas especies pivotales podria tener
consecuencias negativas para la biodiversidad.

Proyecto Fondecyt 92-1135.
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SIMPOSIO: “FACTORES DE CRECIMIENTO: BIORREGULADORES
DE LA FUNCION CELULAR”

Coordinadores: Drs. Mario Sapag-Hagar, Sergio Lavandero

FACTOR DE CRECIMIENTO NEURONAL (NGF) Y REGULACION DE LA
FUNCION OVARICA. ASPECTOS BIOQUIMICOS Y MOLECULARES#*.
(Nerve growth factor (NGF) and regulation of the ovarian
function. Biochemical and molecular studies). HE Lara.
Lab. Neurobioquimica. Depto. Bioquimica y Biol.Molecular
Fac. Cs., Qufmicas y Farmacéuticas. U. de Chile.

El Factor de Crecimiento Neuronal (NGF) participa en
la diferenciacibn, supervivencia y funcidn neuronal. La
disponibilidad del NGF para la neuronas se logra por un
sistema de transferencia a trav@s de dos tipos de recep-
tores. El primero de ellos (ubicado en el efector), es
wna proteina de 75 kDa con baja afinidad y alta capaci-
dad por el NGF (p75NGFR) y el segundo (en la neurona),
es una proteina de 140kDa (de alta afinidad)y con activi
dad de tirosina kinasa (pl4ONGFR-trk).

Hemos demostrado la presencia del gen para el NGF en
ovario de rata, y su importancia para la funcidn ovari-
ca. La inmunoneutralizacién del NGF impide el desarrollo
meuronal y desorganiza el desarrollo folicular, secre-
cifn de esteroides y ovulacibn. Cuando no existen neuro-
nas que lo capturen (desnervacifn y transplante), se pro
duce acumulaci8n del NGF. Este aumento es la sefial tréfi
ca para la reinervacidn, la que es fundamental para la
recuperacibn de la funcibn.

Los niveles de NGFmRNA no cambian ni por hormonas ni
por desnervacibn, pero si lo hacen los mRNA y las protei
mas de los respectivos receptores: Existe un aumento an-
tes de la ovulacibn y una brusca caida despus de ella.
Estes resultados se correlacionan con cambios en la acti
wvidad nerviosa y sugieren que esta {ltima es en gran par
te regulada por el efector a través de la expresidn de
receptores para NGF. El conocimiento de los factores que
desencadenan estos cambios permitiri comprender la jerar
quia de estos mecanismos neuroendocrinos en la regula—
€ibn de la funcidn ovdrica.

(*) Financiado por TWAS BC90-069, DTI B3344-9213 y The
Rockefeller Foundation.

RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO (R-EGF) EN CEREBRO Y SISTEMA
GASTRICO. (Epidermal growth factor receptor in brain and
gastric system). Gonzdlez, A., Faindez, V., Salazar, G., Manzano,
M., Garrido, J. y Calderén, F. Depto. Inmunologfa Clfnica y
Reumatologia, Fac. Medicina; y Depto. Biiologfa Celular, Fac.
Ciencias Biol6gicas. P. Universidad Catdlica de Chile.

La funcién del R-EGF ha sido tradicionalmente estudiada en
procesos de proliferacién y diferenciacién celular. Este receptor es
wna glicoprotefna de transmembrana de 170 kDa. En la membrana
plasmitica presenta un dominio intracitosélico con actividad tirosina
Kkinasa, que lo relaciona a oncogenes y es regulable por la uni6n del
EGF al dominio extracelular. Su funcién en organismos adultos es
pricticamente desconocida. Nuestro interés se ha centrado en
estudiar su asociacién al citoesqueleto celular, porque podria regular
la actividad del aparato motriz, y su expresion funcional en sistemas
celulares altamente diferenciados que normalmente no proliferan,
como son las células del tejido nervioso y géstrico.

Hemos demostrado el R-EGF de cerebro de rata, y su
funcionalidad como tirosina kinasa en la regién sipdptica,
estudidndolo en preparaciones de sinaptosomas. Tenemos evidencias
de su endocitosis y reciclaje en esta regién, y de diferencias
funcionales en cerebro de animales recién nacidos. El sistema
experimental de estudio permitird evaluar procesos que pudieran
tener expresion fisiol6gica. Por otro lado, hemos observado en
gldndulas gdstricas aisladas una asociacién del R-EGF al
citoesqueleto, que es liberada por ATP. Esta es la primera evidencia,
en una protefna de membrana plasmética, que sugiere una interaccion
regulada (no-constitutiva) con la matriz celular, similar a las descritas
en numerosos tipos de interaccién protefna-proteina, especialmente
entre elementos del citoesqueleto. Ademds, la propiedad de elucién
del R-EGF del citoesqueleto por ATP parece ser tejido dependiente,
no observdndose en Ifneas celulares establecidas. L.os estados de
asociacién y no-asociacién del R-EGF al citoesqueleto podrfan
regularse por diversos factores in vivo, ¢ influenciar la funcionalidad
del receptor.

1

[t3 iado en parte por proy Fondecyt 721/91)

FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL DESARROLLO Y FUNCION DEL TEJIDO
MAMARIO* (Growth factors in the development and funtion of mammary
tissue). Lavandero S., Sapag-Hagar M., Foncea R., Tapia V., Piddo
AM., Cartagena G., Ebensperger R. Departamento de Bioguimica y
Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

E1 desarrollo y funcidén del tejido mamario norma) depende, ademas
del clésico control endocrino multihormonal, de complejas
interacciones entre células o de éstas con la matriz extracelular.
Prominentes actores en tales interacciones son un grupo heterogéneo
de polipéptidos conocidos como factores de crecimiento que se
sintetizan y actlan a nivel intratisular como hormonas paracrinas,
autocrinas o intracrinas. En general, sus acciones son
multifuncionales y es muy probable gque 7in vivo algunas respuestas
celulares dependan del tipo de interacciones entre ellos.

Trabajos realizados en distintos Laboratorios, incluyendo el
nuestro, han demostrado 1la participacion de los factores de
crecimiento epidérmico (EGF), transformante tipo B (TGF-8),
fibroblastico basico (bFGF) y el andlogo a la insulina de tipo |
(IGF-1) en el control de la proliferacion y diferenciacidn de las
células epiteliales mamarias de rumiantes y no rumiantes.

Nuestros estudios y los de T. Oka realizados tanto in vivo,
mediante sialoadenectomia, como en cultivos primarios de células
epiteliales mamarias, demostraron un efecto mitogénico del EGF
durante el periodo de proliferacion mamaria, concordante con la
evolucidn de sus receptores. Igualmente, se aprecid una inhibicidn de
la diferenciacion celular precoz. Efectos andlogos se obtuvieron con
el bFGF tanto en ratdn como en caprino, 1os cuales son de naturaleza
paracrina-autocrina, a diferencia de los del EGF de tipo
preponderantemente endocrino. E1 IGF-1 mostré una accién duat al
favorecer tanto la proliferacion como la diferenciacidn celular, con
aumento de la lactogénesis, en periodos definidos del desarrollo
mamario. Por otra parte, el TGF-B mamario ha resultado ser, in vivo,
un notable inhibidor del desarrollo de este proceso.

Se concluye que tanto el desarrollo de la glandula mamaria como su
funcion lactogénica estan bajo el control de miltiples factores de
crecimiento y de sus interacciones en concordancia, con 1a ya clasica
accion hormonal.

*Proyectos FONDECYT 91-0879, 91-0880 y DTI U. Chile 3113-9223,

LOS FACTORES DE CRECIMIENTO (FC): UNA  VISION INTEGRAIIVA
FISIOLOGICO-MOLECULAR. * (Growth factors: An integrative physiological

and molecular approach). Sapag-Hagar, M. Dpto. Bioguimica y Biol.
Molecular. Fac. Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, U. de Chile.

Los FC promueven o inhiben una serie de funciones celulares al
actuar en forma autocrina o paracrina en la comunicacién local
intercelular. Representan sefiales bifuncionales que 1levan informacion
externa al receptor y desde éste al interior de la célula a través de
su activida® proteina tirosina kinasa intrinseca o por interaccién con
un oligomero G de membrana.

La accidn estimuladora o inhibidora de los FC depende dei estado de
desarrollo o diferenciacion de sus células blanco es decir, del
conjunto de otros receptores y efectores presentes. Estos factores
pueden también mediar o modificar las acciones locales de las hormonas
clasicas por modulacion de un grupo de factores transcripcionales
nucleares (FTN) para genes especificos.

Los FC constituyen un lenguaje molecular intercelular a nivel de
membrana y los FIN unc de comunicacién e integracién intracelular a
nivel nuclear. Ambos sistemas se basan en interacciones diméricas u
oligoméricas de ligandos con receptores, ambos autorregulan su propia
expresidon génica y ambos son multifuncionales. El interés actual
reside en dilucidar como se integran ambos lenguajes en el nicleo y
como éste altera su programa de transcripcion génica para responder
adecuadamente al entorno.

E1 control génico por FC de moléculas de 1a matriz extracelular y
de sus receptores (integrinas), asi como de las de adhesion celular
(cadherinas), importantes en la proliferacién celular y morfogénesis,
constituyen también un 3rea de creciente interés.

La naturaleza multifuncional de 1los FC constituye un vinculo
mecanistico comin, a nivel molecular, para importantes procesos
fisiolégicos y patolégicos, tales como inflamacidn, angiogénesis,
reparacién tisular, céancer, etc.. Esto les abre, junto con su
obtencién por biotecnologia, promisorias aplicaciones terapéuticas y
conceptuales en biomedicina.

(*) Proyectos FONDECYT 91-0879 , 91-0880 y DTI B 3113-9223.
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BXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION DURANTE LA
INDUCCION DE LA PROLIFERACION CELULAR. (Expression of
transcription factors during the onset of cell
proliferation). Bravo, R., Dobrzanski, P., Carrasce,
D., Kovary, K. y Ryseck, R.-P,

Department of Molecular Biology, Bristol-Myers Squibb
Pharmaceutical Research Institute, P. 0. Box 4000,
Princeton, New Jersey 08543-4000.

La induccién de la proliferacién celular por
factores de crecimiento estd acompafiada de una réapida
expresidn de numerosos genes, incluyendo los diferentes
miembros de las familias fos, jun y rel. Por
inmunoprecipitacidén se ha demostrado la existencia in
vivo de diferentes heterodimeros Fos/Jun después de
estimular la proliferacién celular. La razdén entre los
diferentes heterodimeros estd gobernada directamente
por la abundancia de las diferentes proteinas Fos y
Jun. La microinyeccidn de anticuerpos inmunopurificados
contra las diferentes proteinas Fos y Jun, ha
demostrado que la actividad de éstas es esencial para
la progresidén a través de Gl y la entrada a la fase S
del ciclo celular.

Hemos identificado un nuevo gen que es inducido
por factores de crecimiento en fibroblastos que
contiene una regién de alta homologia con c-rel, al
cual hemos llamado relB. Los heterodimeros formados
entre RelB y pS50-NF-kB reconocen con gran afinidad el
sitio kB. Mas alin, los heterodimeros RelB/p50-NF-kB, a
diferencia de los homodimeros p50-NF-kB, activan
eficientemente la transcripcién de un promotor regulado
por un sitio kB,

Estudios a cerca de la expresién relB y p50-NF-kB
durante la embriogénesis del ratén, demuestran que la
expresioén de relB estd restringida a un nimero limitado
de tipos celulares, a diferencia de p50-NF-kB que se
expresa en numerosos tejidos.

THE ROLE OF EGF AND EGF RECEPTOR IN REGULATION OF LIVER REGENERATION.
Oka, T. Laboratory of Molecular and Cellular Biology, NIDDK, National
Institutes of Health.

EGF is a single-chain polypeptide (Mr. 6045), wich is originally
isolated from the submandibutar glands of male mice. EGF serves as a
potent mitogen for a variety of cell types in culture and exerts its
effect on the proliferation and differentiation of various cells in
vivo. The effect of EGF is mediated by a specific membrane receptor
{EGFR) which consists of 1,186 amino-acid residues with three
estructural and function elements; an extracellular EGF binding
domain, a transmembrane domain and an intracellular domain possessing
tyrosine-specific protein kinase activity. As a series of our
studies to assess the physiological role of EGF, we examined the role
of EGF- and its receptor gene expression in liver regeneration after
partial hepatectomy (PH). Two weeks before PH, mice were
sham-operated or sialadectomized (SX) to reduce plasma EGF levels.
SX mice showed much reduced plasma EGF levels compared with controls.
After PH, SX mice were treated with or without a daily injection of
EGF and- the rate of DNA synthesis in the regenerating liver was
monitored. Control mice showed a sharp peak of DNA synthesis at 48
hr. after PH while SX mice shomed a delayed peak at 84 hr. Treatment
of SX mice with EGF completely restored the pattern of DNA synthesis.
These results sugg that the ivular gland EGF plays a role
in promoting the early stage of liver regeneration. During diver
regeneration, EGFR binding and its mRNA levels in the tissue showed a
rapid peak 8 hr. after PH, whereas the sam operation had no effect on
these levels. The increase in EGFR mRNA occurred primarily as a
consequence of an increase in the rate of transcription, whereas PH
slightly increased the stability of EGFR mRNA. Treatment of PH-mice
with cycloheximide inhibited the increase in transcription,
suggesting that transcription of EGFR gene induced by PH requires
protein synthesis. These observations suggest that the induction of
EGFR mRNA preceding DNA synthesis represents a part of pleiotropic
response in liver regeneration in which EGF functions as a growth
promoting agent.

SIMPOSIO
“REGULACION DE LA ACTIVIDAD NEURONAL”

Coordinadores: Drs. Fernando Torrealba y Juan Bacigalupo

EFECTOS ELECTROFISIOLOGICOS DE LA SEROTONINA SOBRE LAS
NEURONAS DEL HIPOCAMPO: UN MODELO PARA LA REGULACION DE
CANALES POR RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G EN EL CE-
REBRO. (Serotonin-induced electrophysiological re-
sponses in the hippocampus; a model for G protein medi-
ated regulation of ion channels in the brain). Andrade,
R., Depto. de Farmacologfa y Fisiologfa, St. Louis
University School of Medicine, St. Louis, MO 63104,USA.
Usando registros intracelulares o de whole cell en cél.
piramidales del hipocampo demostramos que la serotonina
y el baclofen producen una hiperpolarizacifn que resulta
de un aumento de una corriente de potasio mediada por re
ceptores del tipo 5-HTjp y GABAR respectivamente. Se sa-
be que estos receptores inhiben la adenilato ciclasa.
Sin embargo, dicha hiperpolarizacidn es independiente de
cambios en AMP . En vez, los receptores 5-HT)A y GABAR
activan una proteina G de la familia Gi que parece ac-
tuar directamente sobre el canal de potasio.
Recientemente, hemos examinado la posibilidad de que
los receptores 5-HT]p y GABAp sefialen efectos electrofi-
siolégicos adicionales a través de su habilidad de inhi-
bir la adenilato ciclasa. La estrategia usada fue exami-
nar los efectos de los receptores 5-HT1A y GABAB sobre
respuestas seflaladas por receptores B-adrenérgicos a tra
vés de la cascada Gg/adenilato ciclasa/AMP ciclico. Para
nuestra sorpresa estos experimentos demostraron que los
receptores 5-HTj4 y GABAB no inhiben sino al contrario
potencian los efectos mediados a través de receptores
B-adrenérgicos en estas c&lulas. Estos resultados son
consistentes con la reciente demostracidn bioquimica
que algunas ciclasas (tipo II y IV) pueden ser estimu-
ladas por proteinas de la familia Gj, si &stas han sido
previamente activadas a través de Gg. En forma mids gene
ral, estos resultados sugieren que los receptores 5-HT14
y GABAg enel hipocampo sefialan sus acciones a través de
dos mecanismos moleculares independientes: Primero una
regulacign directa de canales de potasio y segundo una
modulacién del funcionamiento de receptores acoplados a
protefnas G del tipo Gg.

FISIOLOGIA DE FOTORRECEPTORES DE
INVERTEBRADOS: UNA VISION MOLECULAR.
(Physioclogy of invertebrate photoreceptors: s
molecular view). Bacigalupo, J. Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile.

Las células fotorreceptoras de
invertebrados son notables sensores de luz. En
comparacién con los bastones de vertebrados,

estas células responden en un rango de
intensidad luminosa wucho més amplio 7
4rdenes de magnitud en vez de 4), sus

respuestas se desarrollan més rapidamente y el
tiempo de recuperacién de la célula después de
terminado el estimulo es considerablemente
menor. Estas notables propiedades residen en
las caracteristicas del mecaniamo de
transduccién, que es wmucho més complejo pero
mas eficaz que el de vertebrados. Aunque no =e

conocen todas sus etapas, recientes
descubrimientos han permitido didentificar
algunos de los componentes moleculares

involucrados en este proceso, su participacién
en la generacidén de la respuesta a la luz, su
regulacién y su distribucién espacial en la
célula.

Proyecto Fondecyt 90-1116.
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FISIOLOGIA DE LA NEURONA OLFATORIA DE VERTEBRADOS.
(Physiology of vertebrate’s olfactory neurons). Labarca, P.,

Bacigalupo, J., Delgado, R., Morales, B. y Jorquera, O. Centro de
Estudios Cientificos de Santiago y Fac. de Ciencias, Universidad de
Chile.

Un primer paso en la comprensién de la percepcién olfativa
comsiste en definir los mecanismos involucrados en la transduccién
quimica en los receptores olfatorios. En los vertebrados, los receptores
olfatorios son neuronas bipolares provistas de un axén que se proyecta
al bulbo olfatorio y que en su extremo apical presentan un botén
deadritico del que nacen varios cilios que estdn expuestos al medio
externo y donde se genera el potencial de receptor en respuesta a
ageates qufmicos odorantes. Cada neurona olfatoria es capaz de
responder a un nimero acotado de agentes odorantes con aumentos en
Ia frecuencia de su actividad eléctrica. Dado que el estudio de neuronas
elfatorias directamente en el epitelio olfatorio es muy complicado, se
ha hecho necesario disefiar métodos para aislar neuronas olfatorias
imtactas.

Hemos desarrollado las condici experi les para
disociar mecanicamente neuronas olfatorias de epitelio olfatorio del
sapo caudiverbera caudiverbera. Las neuronas aisladas conservan su
morfologfa peculiar, incluyendo la presencia de cilios olfatorios y el
movimiento ciliar. Usando la técnica para el registro de corrientes en
parches de la membrana hemos investigado los patrones de actividad
eléctrica inducidos por distintas clases de agentes odorantes, por
mcleétidos cfclicos y por la despolarizacién de la membrana. Ademds,
hemos examinado las corrientes involucradas en la modulacién de la
actividad eléctrica en neuronas olfatorias aisladas y hemos disecado sus
earacteristicas electrofisiolégicas y farmacolégicas. Usando la técnica
de reconstitucién de fragmentos vesiculares de 1a membrana plasmitica
ea bicapas planas de lfpido, hemos estudiado las propiedades de
comductancia de 1a membrana de los cilios olfatorios y los mecanismos
de modulacién de estas conductancias. FONDECYT 613/91 y
FONDECYT 1116/90.

MECHANISMS UNDERLYING SYNAPTIC PLASTICITY IN THE
HIPPOCAMPUS. Malenka, R.C., Dept.'s of Psychiatry &
Physiology, University of California, San Francisco, CA.
U.S.A.

In the hippocampus, a medial temporal lobe structure
that is critically important for many forms of learning
and memory, brief repetitive activation of excitatory
afferents causes a long-lasting, stable increase in
synaptic strength. This long-term potentiation (LTP) of
synaptic transmission has provided the most compelling
model for a cellular mechanism related to learning and
memory and thus has been the object of vigorous exper-
imental attack to determine its underlying mechanisms.

The initial steps involved in the induction of LTP
are well-understood. Glutamate, the excitatory neuro-—
transmitter at these synapses, simultaneously binds to
two distinct sybtypes of postsynaptic receptor; AMPA
( -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolcpropionic acid)
and MMDA (N-methyl-D-aspartate) receptors. The NMDA
channel exhibits a strong voltage-dependence such that
during basal synaptic transmission, the inward current
that generates the excitatory postsynaptic potential
(EPSP) flows almost exclusively through the AMPA
receptor. However when the postsynaptic cell is
depolarized, the voltage-dependent block of the NMDA
channel by extracellular magnesium is relieved so that
now both NMDA and AMPA receptors contribute to the
generation of the EPSP.

Induction of LTP occurs only when glutamate binds to
NMDA receptors during sufficient postsynaptic
depolarization so that a critical level of current
flows through the NMDA channel into the postsynaptic
cell. Unlike AMPA channels, NMDA channels are quite
permeable to calcium (Ca2+) and the NMDA mediated rise
in postsynaptic Ca+ is a necessary and perhaps
sufficient trigger for inducing LTP. While the biochem-
ical processes activated by Ca2t and resgonsible for
LTP have not been completely defined, Ca?t/calmodulin-
dependent - protein kinase II (CaMKII) is one enzyme
likely to play an important role.
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SIMPOSIO
BIOTECNOLOGIA MARINA

Auspiciado por: Bios Chile 1.G.S.A. y la Fundacion Chilena para Biologia Celular
Coordinador: Edith Hevia

Chile es un pafs rico en recursos naturales acuéticos que, ademas, gracias a su clima y su geografia
ha implementado la acuicultura en la dltima década, siendo actualmente uno de los principales pafses
productores de salmonideos. El desarrollo cada vez mayor del conocimiento basico y de tcnicas
biotecnol6gicas en el campo de la Biologia Molecular, la Inmunologia y la Fisiologia entre otros, abre
nuevas perspectivas ofreciendo soluciones a problemas propios de la utilizacién de estos recursos y
creando, asimismo, nuevas fuentes de explotacion.

La realizacién de este Simposio permitird reunir a destacados investigadores, quienes desde 4n-

gulos diversos analizarén aspectos bisicos y aplicados en esta 4rea.

ANALISIS MOLECULAR DE PROLACTINAS Y HORMONA DE
CRECIMIENTO DE TILAPIA. (Molecular Analysis of
Tilapia prolactins and growth hormone). Martial
J.A, we: <+ R er-De e F. oncelet
A-C., Sekkali B., Brim H. and Belayew A.
Laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génie
Génétique, Université de Lidge, B-4000 SART~
TILMAN, Belgique.

En telebsteos, la prolactina (Prl) y la
hormona de crecimiento (GH) estan involucradas
en varios procesos fisiolbégicos, entre ellos,
osmorregulacién, crecimiento, reproduccién,
metabolismo, produccién de mucus, etc.

Hemos informado previamente el clonamiento
y caracterizacién de dos cDNAs de Prl y uno de
GH de Tilapia. Estos cDNAs fueron usados en
dos tipos de experimentos: La construccidén de
vectores de expresién de tiPrl y tiGH, y el
aislamiento de los respectivos genes.

1. TiPrl-I, ¢tiPrl-II y tiGH fueron
producidas eficientemente en E. coli vy
purificadas casi hasta homogeneidad. Las
proteinas recombinantes fueron probadas in vivo
e in vitro y mostraron ser biol6gicamente
activas.

2. Se aislé a partir de una genoteca de
Tilapia los genes de tiPrl-I y tiGH. El
material clonado posee ademds, 3.500 pb de su
regién 5'y fue secuenciado en su totalidad.
Todos los genes de Prl y GH de mamiferos
conocidos tienen 4 exones y 5 intrones. Este
es el caso del gen tiPrl-I, sin embargo, el gen
tiGH tiene un ex6n/intrén adicional.

Para estudiar la regqulacién de 1la
transcripcién de estos genes de peces, su
regién 5' fue analizada computacional vy
experimentalmente en la blisqueda de elementos
reguladores cis. Los resultados de estos
andlisis serdn discutidos en el Simposio.

CONTROL ENDOCRINO DE LA ESMOLTIFICACION EN LOS
SALMONIDEOS: ASPECTOS FUNDAMENTALES Y
APLICADOS. (Endocrine control of the
Smoltification in Salmonids: Fundamental and
applied aspects).

Boeuf, G. IFREMER Centre de Brest, BP 70, 29280
PLOUZANE, Francia.

La esmoltificacién de los peces
salmonideos puede ser considerada como un
fenémeno dindmico que ocurre al final de la
estadia en agua dulce, preadaptando al salmén
juvenil o "parr" a la vida y al crecimiento en
ambiente marino. El pez se vuelve "smolt" y
sufre profundos cambios morfolégicos,
citolégicos, bioquimicos, fisiolégicos,
endocrinolégicos y conductuales. E1 término de
esta transformacién condiciona y desencadena la
migracién activa hasta el océano.

Modificaciones endocrinoldgicas muy
importantes ocurren y transforman el “parr" en
"smolt", en sincronizacién con factores

ambientales, como fotoperiodo y temperatura.
Los cambios mis decisivos son a nivel de la
hip6fisis (hormona de crecimiento Yy
prolactina), la tiroides (hormonas tiroideas)
Yy el tejido interrenal (cortisol). Estas
hormonas intervienen en el crecimiento, 1la
osmorregulacién, la respiracién, la
respiracién, la excrecién y en la conducta del
pez.

Nos proponemos desarrollar los resultados
principales, insistiendo particularmente en el
rol de la Hormona de Crecimiento (GH) y los
aspectos recientes de tratamientos que permiten
acelerar el traspaso al agua de mar de peces en
cultivo.
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' DESARROLLO DE INMUNOENSAYOS PARA DIAGNOSTICAR
"EL SINDROME DEL SALMON COHO. (Immunoassays
Development for the Diagnostic of the Salmon
coho Disease).M.I. Becker., De Iocannes A.E *.
Bios Chile I.G.S.A., * Fac. Ciencias
Biolégicas, P. Universidad catédlica.

La acuicultura ha tenido un atvance notable en Chile,
L porque existen condiciones geograficas, climatolégicas
'y de medio ambiente que son Sptimas para su desarrollo,
tanto es asi, que en 1995, se espera un nivel de
- produccién de especies salmonideas de 30.000 toneladas,
©on un retorno de US$180.000 millones. Si bien estas
i perspectivas son auspiciosas, una de las principales
limitaciones para la consolidacién de esta actividad, la
constituyen los problemas sanitarios de los peces,
-agravada por la escasa informacién sobre la prevalencia
@ incidencia de los diferentes patégenos y la falta de
mn diagndéstico especifico.

En la salud de los salmonideos en Chile incide
. primero, que su produccidén depende de ovas traidas del
bemisferio norte, donde las enfermedades mis peligrosas
won enzobticas y segundo, la transmisidén de algunas
"patologias por la fauna ictica silvestre, como seria el
‘caso del Sindrome del salmén coho (Oncorhynchus
} kitsutch). Esta enfermedad reportada por primera vez en
"1989, se caracteriza externamente por alteraciones del
f comportamiento, como anorexia y letargia. Al examen
amatomopatolégico, se observa liquido seromucoso en la
‘wia digestiva y hemorragias difusas en las visceras.
Bstudios recientes, muestran que es producida por una
. bacteria Gram negativa, perteneciente al Género
. Rickettsiales, que se caracterizan por ser pardsitos
imtracelulares obligados.
: En este trabajo, 8e presentan resultados sobre
aspectos bédsicos de la etiologia del Sindrome,
xelacionados con la identificacién de componentes
. immunodominantes del patégeno y de la respuesta inmune
i lmoral contra ellos. Su caracterizacibn, permitira
'desarrollar y producir reactivos inmunolégicos, basados
‘en  anticuerpos monoclonales, para su diagnéstico
-@specifico.

FINANCIADO POR PROYECTO CORFO N2 91-006

LA ESTRATEGIA ADHESIVA DE MOLUSCOS8 BIVALVOS.
(The Adhesive Strategie in bivalves molluskan).
Burzio, L., Instituto de Bioquimica, Facultad
de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
Valdivia.

La sobrevivencia de moluscos bivalvos del
género mytilidos en el turbulento ambiente del
litoral, radica en la adhesién de ellos a
superficies rocosas a través del biso. De esta
forma aprovechan de su habitat la rigueza en
nutrientes y el alto intercambio gaseoso. El
mecanismo de adherencia esta mediado
fundamentalmente por una proteina béasica o
proteina polifendlica (PP), la cual contiene
alrededor de un 10% de residuos de
dihidroxifenilalanina (DOPA) . Nuestro
laboratorio esti estudiando las PP de mytilidos
chilenos, tales como la cholga (Aulacomya
ater), choro zapato (Choromytilus chorus), asi
como de otras especies. Las secuencias
aminoacidicas de algunas PP muestran marcadas
diferencias, lo que pareciera indicar distintas
estrategias de adhesién. A pH neutro estas
proteinas se adhieren irreversiblemente a una
gran variedad de superficies orgédnicas e
inorgédnicas. Esta propiedad permitiria el uso
de las PP como excelentes "pegamentos" con
aplicaciones en los campos  de la medicina,
odontologia e industria. Se ilustrard el poder
de adhesi6én de estas proteinas a probetas
metdlicas y se compararidn con pegamentos
sintéticos. También se discutira el desarrollo
de tecnologias para inmovilizar enzimas y otras
proteinas de interés en superficies sbélidas,
mediante el uso de la PP.

(Financiado por la Sociedad de Tecnologia Cono
Sur, Valdivia).

SIMPOSIO: “DIVERSIDAD EN LOS MECANISMOS DE REGULACION
DE LA EXPRESION GENICA”

Coordinador: Dr. Alejandro Venegas

“EDITING” DE mRNA MITOCONDRIAL DE PLANTAS Y

ESTERILIDAD MACHO CITOPLASMICA (Plant
' mitochondrial mRNA editing and cytoplasmic male sterility).

ARAYA A, HERNOULD M. SUHARSONNO S, BEGU, D,
. MOURAS A. & LITVAK, S.

Bepartment of Replication and Expression of Eucaryotic and

Retroviral Genomes. IBC-CNRS. Bordeaux. FRANCE. .,

RNA editing, the modification of some cytosine to uracil
mesidues in plant mitochondrial (mt) mRNA, was studied in wheat organelles.
«DNA and protein sequence analysis of the Fo-ATPase subunit 9 (atp9),
showed that RNA editing is reflected at the translational level !2. In vitro

- madics showed that wheat mitochondrial protein extracts catalyses C to U
changes using a synthetic non-edited form of atp9 mRNA?. Fractionation of

. #he mitochondrial lysate on ion-exchange column indicates that several factors
awe involved in editing activity. Analysis of the edited product by TLC
smggests thal, in plant mitochondria, the editing reaction seem to operate via a
deamination mechanism.

Non edited forms of the apocytochrome b (cob) transcripts
were found in an alloplasmic cytoplamic male sterility (CMS) line of wheat.
Moreover, atp? mRNAs were cdited with a lower efficiency in the CMS line
whan in the parental isoplasmic fertile lines, while in an alloplasmic line
mestored to fertility by nuclear genes, atp9 and cob transcripts were edited with
the same efficiency than in fertile lines. Thus, nuclear genes might be involved
i mt RNA editing. These resuits point out to a possible dysfunction of the
mRNA editing machinery relaled to the CMS phcnolype We have speculated
that the p of p hesized from dited mRNAs may affect

hondrial function i condluons for impaired pollen production. To
west this hypothesis, transgenic mbacco plants, carrying the edited and unedited
coding sequences of wheat afp9, were obtained. Wheat mt afp9 sequences were
| fesed 1o a yeast cox/V transit peptide, under the control of the CaMV 35 §
promoter. After transformation, plants contai dited atp9 exhibited a
high percentage (50%) of individuals severely “modified in Lhelr fertility.
Approximately 19% of the plants were semi-fertile and 31% were completely
saerile; controls containing edited atp9, or just the selection marker, gave
flertile plants. Molecular data showed that the integrated gene is transcribed and
manslated. The protein is found associated with the mitochondrial fraction.
{1) Graves et al (1990) J. Mol. Biol. 214, 1. (2) Bégu et al. (1990) The Plant Cell,
2. 1283. (3) Araya et al. (1992) Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 89, 1040.

Work supported by the University of Bordeaux I, Le Conseil Régional
& Aquitaine, le CNRS and the Minisitére de la Recherche et de la Technologie.

MECANISMO MOLECULAR MEDIANTE EL CUAL EL
RECEPTOR DE PDGF TRANSMITE su SENAL
MITOGENICA. (Molecular wmechanism of PDGF
signal transduction).

Escobedo J.A., Fantl, W.J. and Williams, L.T.
Cardiovascular Research Institute,
University of California, San Francisco, CA
94143, USA.

El tratamiento de <células de origen
mesenquimal con PDGF induce una serie de
cambios en su metabolismo lo que culmina en la
divisién celular. Uno de los eventos mas
tempranos que suceden a la estimulacién de
células con PDGF es un cambio en la estructura
del receptor (dimegrizacién) lo que resulta en
un incremento de la actividad tirosina quinasa
del receptor.

Esta modificacién tiene por objeto crear
sitios en el receptor para su interaccién con
sustratos celulares involucrados en la
transmisién de la sefial mitogénica y regular,
directa o indirectamente, Ia actividad de
varias enzimas tales como: GTPase activating
protein (GAP), fosfolipasa-C-gamma (PLC-71),
fosfatidil-inositol-3—quinasa.(Pi-3-quinasa).
Estas proteinas utilizan regiones homélogas a
secuencias presentes en el proto—oncogén src
(SH2 domains) para unirse al receptor.

Recientemente, hemos identificado
secuencias en el receptor de PDGF que
determinan los sitios de interaccién de la
Pl1-3-quinasa que {nvolucra las tirosinas
(Y708/Y719) .

Similarmente, hemos determinado el sitio
donde el receptor de PDGF {interactia con PLC-7
(Y977 y Y989) y GAP (Y739). La eliminacién de
estas tirosinas a través de mutaciones
dirigidas nos ha permitido evaluar el rol que
estas proteinas desempefan en la transmaisién
de la sefial mitogénica.
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Tat Transactivation of the HIV-1 LTR. Selby, M.J.,
Ghosh, $. and Peterlin, B.M. Chiron Corporation and
the Howard Hughes Medical Institute, University of
California, San Francisco.

HIV-1 is the etiologic agent of the acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). HIV-1 is a
retrovirus that contains several open reading frames
in addition to the Gag, Pol and Env genes common to
retrovirus. The generation of HIV-1 RNAs is complex
as there are singly and doubly spliced RNAs, some of
which are regulated by the HIV-1 Rev protein.
Expression of the HIV-1 LTR is regulated by
transcription factors that bind to the long terminal
repeat (LTR) and also by a unique mechanism mediated
by the Tat gene product. Tat, derived from a doubly
spliced RNA, binds to a nascent stem-loop RNA
structure that is at the 5' end of all HIV-1 messages.
The interaction of Tat and this RNA structure is
thought to allow for more efficient transcription
elongation through the viral genome. We have been able
to substitute the HIV-1 target sequence, TAR, with a
heterologous bacteriophage MS2 RNA binding sequence
followed by a reporter function, the chloramphenicol
acetyl transferase gene (CAT). Additionally, we fused
Tat with the protein with recognizes this heterologous
sequence, the coat protein. Co-transfection of Tat-
coat protein fusion with the substituted target
recombinant resulted in the enhanced expression of
CAT. Purthermore, mutations in the heterologous
binding site that reduce the affinity of coat protein
for the target RNA lead to decreased transactivations.
These data demonstrate that the Tat target seguence is
dispensable for transactivation and that the Tat-TAR
interaction can be substituted with a heterologous
RNA-protein interaction. Replacement of the TAR
sequence with DNA-binding motifs 5' and 3' of the cap
site and fusion of Tat to the cognate binding proteins
leads to significant transactivation only when 6
binding sites are provided. We conclude that Tat
functions most efficiently when presented via nascent
RNA, where Tat is likely to bind as a monomer.

REGULACION DE LA EXPRESION GENICA INDUCIDA POR HERIDA EN PLANTAS.
(Ragulation of wound-induced gene expression in plants).
Pefia-Cortés, H. y Villmitzer, 1. Institut $0r Genbiologische Forchung.
Berl{n, Alesania.

Las plantas reaccionan frente a ataques de insectos,
microorganismos o herida activando un set de genes. que juegan un
importante rol en la prevencién de una subsecuente invasidn del
patdgeno, asi como también en la reparacién del tejido dafado. Algunos
de estos genes son expresados en la vecindad de! sitio de herida,
sientrac que otros gon activados sistémicamente en los tejidos no
heridos de 1a misma planta.

La familia génica de inhibidores de proteasa 11 (Pin2) de plantas
de tomate y papa tinhibidores de tripsina y quimotripsina) representa
uno de i0s sejores ejemplos de genes activados sistémicamente a través
de herida. Los genes de Pin2 son expresados constitutivamente en los
tubérculos de papa, asi como en las flores de papa y tomate. Como
resul tado de una herida secénica de las hojas, estos genes sa inducen
en el tejido directamente dafiado (expresién locall y en el resto de
la planta lexpresidn sistémical. Asi, un factor o seflal es liberado
en el sitio de herida y transportado a través del sistesa vascular de
1a planta hacia otros tejidos, induciendo la expresién génica. Plantas
tratadas con 1as fitohormonas 4cido abscisico (ABA) o dcido jasmbnico
(JA) muagtran altos niveles do aRNA de P{n2 en ausencia de herida, 1o
que sugiere que dstas dos fitohormonas estin involucradas en el
mecanismo de respuesta a herida.

Utilizando plantas transgénicas de tomate y papa deficientes en
ABA, transforsadas con gen quimérico que consta del marcador génico
GUS ba jo el control de un promotor de Pin2, hemos podido comprobar que
ABA participa en la induccién local y sistémica de los genes de Pin2.
Por otro lado, inhibidores de 1ipooxigenasa, coso también inhibidores
de ciclooxigenasa inhiben la expresién de Pin2 inducida por herida.
Detersinacidn de la concentracién enddgena de Aicido jasménico
deavestra que estos inhibidores bioquean el aumento de esta hormona
observado norsalmente después de la herida.

Como conclusidn de los resultados obtenidos hasta ahora se presenta
un posible mecanismo general para la regulacién de genes inducidos por
herida en plantas de tosate y papa.

SIMPOSIO
“BASES BIOLOGICAS EN LA COMUNICACION CELULAR”

Coordinador: Dr. Juan P. Huidobro Toro

QUIMIORRECEPCION CAROTIDEA DEL O, Y CO,.
(Carotid chemoreception of 0, and C0,).

.- Laboratorio de Neurobiologia.
Departamento de Ciencias Fisiolégicas. P.
Universidad Catélica de Chile.

Torrance (1968; 1982) ha propuesto que la
quimiotransduccién del O, y del CO, en el cuerpo
carot{deo (CC) estarfa mediada por un mecanismo
comin: la hipoxia reduciria el pH intracelular
{pH,) disminuyendo la actividad de una bomba de
HCO,”, mientras que el CO, formaria H,CO, mediado
por anhidrasa carbénica (AC). Varias
observaciones ponen en duda este mecanismo
comin: 1) Los inhibidores de la fosforilacién
oxidativa bloquean las respuestas quimio-
sensoriales a la hipoxia, pero mantienen las
respuestas al CO, (Lahiri et al, 1982). 2) Los
registros del pH, con métodos O6pticos (BCECF)
en CC perfundidos in vitro muestran que 1la
hipoxia aumenta la descarga quimiosensorial sin
modificar el pH,, wientras que el CO,-H*
efectivamente disminuye el pH, (Iturriaga et
al, 1992). 3) Los registros de células glémicas
(CG) muestran que la hipoxia no cambia el pH,
significativamente (Eyzaquirre et al, 1991). 4)
Un inhibidor permeable de la AC retarda y
disminuye la respuesta al CO,~H', pero sélo
retarda la respuesta al O, (Iturriaga et al,
1991). 5) La ausencia de CO,-HCO,” en el medio
de perfusién reduce y retarda la respuesta a la
hipoxia, pero no la elimina (Iturriaga & Lahiri
1991). 6) Las CG presentan un canal de K' cuya
conductancia disminuye selectivamente con la
hipoxia y puede ser modulada por el pH, (LSpez-
Barneo et al, 1988; Peers 1991). Estos
resultados indican que la transduccién del O,
podria estar modulada pero no iniciada o
mediada por cambios en el pH,.

PAPEL DE LA MELATONINA EN LA REGULACION DE RITMOS ANUA-
LES Y CIRCADIANOS. Dubocovich, M.L., Department of
Pharmacology, Northwestern Univ, Med. Sch., Chicago,
IL. 60611, USA.

La hormona melatonina es segregada principalmente por la
glindula pineal y la retina siguiendo un ritmo circadia-
no, con niveles altos durante la noche. Este ritmo es
end6geno y es regulado por la luz, la que inhibe la pro
duceibn de la hormona a través de un circuito retino-hi-
potaldmico que termina en el niicleo supraquiasmitico,
:onsiderado el reloj del cerebro. En las especies foto-
reriédicas la duracién del perfiodo de oscuridad en 1las
diferentes estaciones del afioc es medida a través de la
secrecién de melatonina., En la oveja y el hamster, los
ritmos anuales de reproduccidn, cambio de pelaje y con-
ducta son determinados por la duracién del perfodo de
oscuridad (corto en verano, largo en invierno) que se
correlaciona con el perfodo de alta secrecidn de melato-
nina. La melatonina es considerada el mensajero de la
oscuridad dado que traduce la informacifn fotoperiddica
en una respuesta fisioldgica, a través de la activacién
de receptores localizados en niicleos hipotaldmicos. De-
bido a esta propiedad, la melatonina es usada para indu-
cir la reproduccidn temprana en especies con valor comer
cial que se reproducen normalmente cuando los dfas son
cortos. La melatonina juega también un papel importante
en la regulacidn de los ritmos circadianos en las aves

y reptiles. En mamiferos, la melatonina sincroniza los
ritmos a un perfodo de 24 horas. Esta propiedad de la
melatonina es usada para aliviar la desincronizacién in-
terna debida a cambios de zona horaria o de turnos de
trabajo. En esta presentacidn discutiré el papel de
los receptores a la melatonina localizada en el cerebro
que participan en la regulacidén de los ritmos anuales

y circadianos.



SIMPOSIOS

COMUNICAGCION CELULAR, ADAPTACION AL MEDIO EXTERNO Y LA
REGULACION DEL MEDIO INTERNO (Cell communication: adap-
tation of the external enviromment and the regulation
of the "internal mileu"). Huidobro-Toro, J. Pablo, Uni-
dad de Regulacidn Neurohumoral, Depto. de Fisiologia,
F. Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile
Es probable que el paso evolutivo de organismos uni
celulares a pluricelulares implican un alto grado de co-
municacidn con el medio ambiente y entre las células de
los primeros individuos multicelulares. Es posible que
los canales idnicos, y los transportadores tuvieran un
rol muy significativo en la comunicacin celular primi-
genia. La comunicacidn entre c€lulas-basadas en mensa-
jeros ya sea feromonas, hormonas, neurotransmisores al-
canzb un grado de sofisticacién adicional al implicar
que una c&lula adquiere la propiedad de sintetizar, al-
macenar y liberar una sefial bioldgica, la que serd reco
nocida por una cé&lula blanco. Esta sefial mediante re-
ceptores especializados alojados en la membrana plasméti
ca, en el intracelular o en nidcleo, inicia una serie de
eventos que llamamos la respuesta fisioldgica. La célu-~
la responde con una compleja coordinacién metab&lica tem
poro-espacial particular de cada tejido. La sofistica-
cidn adquiere caracteristicas de relieve en el sistema
nervioso, donde reconocemos que la neurona puede libe-
rar mds de un mensajero simultdneamente. La cotransmi-
sifn condiciona una forma de neurorregulacidn, ademis
de establecer complejas interacciones a nivel de la mem
brana postsindptica. Se discutird la cotransmisidn sim
patica con énfasis en nuestros estudios en las neuro -
nas simpaticas del conducto deferente. Se descubrid la
co~liberacién de noradrenalina (NA), adenosina 5' tri-
fosfato (ATP) y neuropéptido tirosina (NPY). NA y ATP
ejercen una accibn motora coordinada movilizando aparen-
temente compartimentos de Ca2t diferenciales sensibles
a dihidropiridinas (NA y ATP) y rianodina (sélo NA).
NPY activa receptores presindpticos regulando la libera
cién de NA y ATP.

Proyectos FONDECYT 0748/91 y 658/92.
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ESTRUCTURA Y FUNCIOK DE LOS CANALES IONICOS ACTIVADOS
POR LIGANDOS (Structure and function of ligand-gated

ion channels). R. Adron Harris, Dept. Pharmacology,

Univ. Colorado Sch. Medicine,.Denver, CO 80262 USA.

En el cerebro, la mayoria de la transmisidn nmeural ex
citatoria e inhibitoria es llevada a cabo por medio de
canales ifnicos activados por ligandos. El neurctransmi-
sor excitatorio mis importante es glutamato y el neuro-~
transmisor inhibitorio mds importante es GABA.Otros neu-
rotransmisores comola acetilcolina, serotonina y ATP tam—
bién actdan a travds de canales idnicos en el cerebro y
en el sistema nervioso periférico. El desarrollo mids es
pectacular en nuestro entendimiento de estos canales ha
sido producido con técnicas de la biologia molecular.
La codificacion de los genes por medio de la secuencia
y clonizacién de las proteinas que forman los canales
idnicos y la expresidn de estos canales -en oocitos Xeno
pus o en cé&lulas cultivadas- como resultado de la inyec-~
cifn de ¢DNA y cRNA han revolucionado el estudio de la
accidn de los neurotransmisores y las drogas. Los cana -
les i6nicos estdn compuestos de subunidades miiltiples-—
comunmente cinco~ de proteinmas insertadas en la membrana
de la célula que forman la cavidad que actiia como canal.
Sin embargo, hay diferentes proteinas codificadas por
genes distintos, que pueden expresarse en una determina—
da c&lula y utilizarse para formar el canal pentdmero.
Esto permite un niimero tremendo de receptores, cada uno
de ellos compuesto con subunidades distintas. Hay dos
preguntas claves: jcdmo se regulan estas subunidades?
(los efectos de la edad, genética, ambiente, etc. en la
expresién de subunidades) y la importancia de la compo-
sicidn de las subunidades en la regulacidn de la sensibi
lidad a los neurotransmisores y drogas. Por {ltimo, al-
gunas de las subunidades de los canales iénicos pueden
ser fosforilizadas por kinasas como la cAMP kinasa, la
tirosina kinasa, y la proteina kinasa C y su funcidn
puede ser regulada por esta fosforilizacién. En conclu-
sifn, estudios moleculares han demostrado una diversi-
dad inesperable en el niimero de subunidades distintas
que dan estructura a los canales idnicos ligados, esto

proporciona una oportunidad maravillosa para conducir es
tudios farmacoldgicos y estudiar sus usos médicos.
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Trabajos de incorporacion

I

RECEPTORES Al Y A2 DE ADENOSINA (ADO) EN LA VEJIGA: PAPEL
MODULADOR DE ADO EN LA NEUROTRANSMISION NO ADRENERGICANO
COLINERGICA (NANC). (Al and A2 adenosine (ADO) receptors
in the bladder: modulatory role of AD) in the non-adrener
gic non-cholinergic neurotransmission). Acevedo,C.G. De
partamento Fisiologia, Universidad de Concepcidn (Patro-
cinio: Huidobro-Toro, J.P.)

E1 trifosfato de adenos1na (ATP) es uno de los neurotrans
misores de la vejiga de algunos mamiferos, el que es me-
tabolizado rapidamente a adenosina (ADQ) por la accién c
ectonucleotidasas de este tejido. En este trabajo se es-
tudia el posible papel de 1a ADO como regulador endbgeno
de Ta neurotransmision NANC y las caracteristicas de los
receptores comprometidos en este papel modulador. Se ana
liza también la existencia de una actividad ténica de la
ADO sobre la neurotransmisidon de la vejiga de ratén.

Se utilizaron vejigas de ratdn superfundidas con solucion
Ringer-Krebs a 37°C, en presencia de 1uM atropina y de
3.4uM guanetidina, estimuladas eléctricamente o mediante
el agregado de ATP al medio.

ta ADO y los nuclebsidos relacionados, redujeron la acti
vidad motora inducida por la estimulacidén eléctrica trans
mural de la vejiga con la siguiente potencia relativa:R-~
PIA > CHA > NECA > ADO > S-PIA. La contraccion producida
por ATP exdgeno fue igualmente antagonizada, con el orden
de potencia por ADO andlogos estructurales: NECA > 2-Clo
ro ADO > R-PIA > ADO > CHA > S-PIA. NECA mostrd también
una accién inhibidora sobre las contracciones ejercidas
por serotonina, acetiicolina y prostaglandinas Fpela 8-
fenilteofilina (8-PT), antagonista de ADO, redujo elefec
to inhibidor de NECA. E1 dipiridamol, inhibidor del trans
porte de ADO, redujo la respuesta neurogénica, en tanto
que la 8-PT efectud la accidn opuesta. Las evidencias far
maco]og1cas sefialan- la existencia de receptores Al y A2
en la vejiga y apoyan la hipdtesis de la existencia de un
papel modulador enddgeno de ADO en este Grgano.

FONDECYT 676/90 y 658/92 y Direc.de Inv.Univ.de Concep.
§2.33.63-1
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ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LAS YEMAS DE
RENUEVO Y SU IMPLICANCIA EN LA SOBREVIVENCIA DE
VASTAGOS EMBRIONARIOS

R. Ginocchio y G. Montenegro
Depto. de Ecologfa, P. Universidad Cat6lica de Chile.
Casilla 114-D Santiago.

Las yemas de renuevo de los arbustos del matorral de 1a Zona
Central constituyen las estructuras a partir de las cuales se reinicia
el crecimiento vegetativo después del perfodo de receso impuesto
por el estrés hidrico durante el verano y otofio. Los meristemas de
estas yemas son responsables de generar las estructuras del dosel,
siendo asf relevantes para la ¢ d del iento en el
tiempo. En 1a mayorfa de las especies lefiosas del matorral las
yemas de renuevo se encuentran preformadas, por lo que se habrfan
generado estructuras morfolégicas y citolégicas, las cuales
asegurarfan su sobrevivencia al evitar la pérdida de agua y limitar el
efecto de la alta temperatura y radiacién solar incidentes durante el
perfodo de receso vegetativo.

En este trabajo se cuantific6 la importancia relativa de
estructuras morfolégicas y citol6gicas descritas en las yemas de
renuevo de especies dominantes del matorral. Se prob6
experimentalmente la importancia del follaje y/o de las escamas
como estructuras que al disminuir el efecto de factores abidticos,
tales como la alta radiacién solar y la sequfa eddfica y atmosférica,
aseguran la sobrevivencia de los véastagos embrionarios contenidos
en las yemas de renuevo.

El fndice de similitud de X2 con correcci6n de Yates, indic6
que las estructuras morfolégicas tendrfan una mayor. importancia
relativa que las estructuras citol6gicas. Para las variables respuesta
porcentaje de brotacién y biomasa total generada por las yemas de
renuevo, no se encontré diferencias significativas entre mantener o
eliminar las escamas para distintas formas de vida. Se encontr6
diferencias significativas en las variables respuesta para el factor
hoja, siendo menor el porcentaje de brotacién y la biomasa
generada cuando las hojas fueron eliminadas.

Se discuten los resultados en téminos de la importancia que
habrfan tenido factores abi6ticos y bi6ticos (herbivorfa) como
pardmetros importantes de presién evolutiva para la vegetacién de
Chile Central.

Trabajo financiado por el proyecto FONDECYT 747/91 a G.
Montenegro. R. Ginocchio es becaria de 1a Fundacién Andes.
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CONCENTRACION DE RECURSOS: EFECTO DEL  TAMARO
DEL PARCHE SOBRE LA DENSIDAD Y DIVERSIDAD DE
INSECTOS HERBIVOROS. (Resource concentration
hypathesis: effect of patch size on the
density and diversity of herbivorous insects}.
Grez A. A. Depto. de Ciencias Ecol6gicas,

Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
(Patrocinio: Dr. Juan Armesto).

La hip6tesis de concentracitn de recursos’
(Root 1873> postula que laos insectos
herbivoros especialistas serian mas abundantes
en parches vegetacionales grandes, debido a
que los encontrarian con mayor facilidad y
permanecerian en ellos por mayor tiempo.

Ademd@s, los insectos herbivoros serian menos
diversos en este tipo de parches por 1la
monopolizaci6n del recursoc por parte de unas
pocas especies. En este trabajo se pone a
prueba esta hip6tesis.

Entre agosto de 18839 y enero de 1930 se
analizé la respuesta numBrica de insectos
herbivaoros en parches de 4, 16, 64 y 225

plantas de Brassica oleracea var. capitata.
Ademds se estudid la inmigracién y emigracidn

de Juveniles y la colonizacidn de adultos de
Plutella xylaostella (L.> (Lepidoptera:
Plutellidae) en los distintos parches.

Ni 1las densidades totales de herbivoros,
ni las especificas difieren entre parches. Las
diversidades son menores en parches mas
pequefios, debido a la menor riqueza de
especies. Las 1larvas de P. xylostella no
migran entre parches y los adultos colonizan
por igual parches de distinto tamafio.

La hip6tesis de concentracitn de recursos
seria organismo-dependiente, cumpliéndose s6lo
para insectaos con capacidad de dispersion
limitada en relacitn a la escala espacial del
parchamientao.

FONDECYT 1173/82

v

Desplazamientos diarios de Odontesthes
bonariensis (Valenciennes) en el embalse
Rapel (Pisces: Atherinidae). (Daily

migrations of Odontesthes bonariensis in
Rapel vreservoir). Contreras, M. y I.
Vila. Departamento Ciencias Ecologicas.
Facultad de Ciencias. Universidad de
Chile.
Movimientos
bonariensis

diarios de Odontesthes
desde la zona litoral a la
peldgica, fueron observados en el embalse
Rapel. Durante la noche aumenta la
abundancia de peces en la zona litoral,
concentrados en los estratos mas
superficiales de la columna de agua. Por

el contrario, durante el dia 1los peces
estan agregados en los estratos de mayor
profundidad de 1la =zona peldgica. Los
cambios en la distribucién espacial
diaria de 0. bonariensis. son el
resultados de desplazamientos
horizontales nictimerales realizados
entre ambas zonas, siendo mas frecuentes

durante el crepusculo.
La distribucién espacio-temporal del
alimento y las condiciones hidrodinamicas

del <cuerpo de agua son los factores
determinantes de este patrén en el
Embalse Rapel. Su distribucioén
heterogénea estimularia la realizacién de
desplazamientos diarios de 0.
bonariengis. como una forma de optimizar
el uso de la energia.

Financiamiento Fondecyt 1074/91 y DTI
B 3049
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EL EFECTO INHIBITORIO DEL NEUROPEPTIDO Y (NPY)
SOBRE LA NEUROTRANSMISION DEL CONDUCTO DEFEREN-
TE (CD) ES MODULADO POR LA EDAD Y EL ESTADO
HORMONAL DE LA RATA (Age and castration modu-
Tate the inhibitory action of NPY on neurotrans
mission in the rat vas deferens). Marcela -
Bitrdn. Unidad de Regulaciéon neurcohumoral, Fa-
cultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad
Catdlica de Chile. (Patrocinio: J.P.Huidobro-
Toro).

Para determinar si la accidén inhibitoria del
NPY sobre la neurotransmisidon del CD es regula-
da por el estado endocrino del animal, estudia-
wos la accion del NPY sobre la contraccidon neu-
rogénica del CD de ratas de distintas edades
postnatales y de ratas adultas castradas y cas-
tradas tratadas con Testosterona (T). E1 CD se
secciond en sus mitades epididimarias (E) y
prostaticas (P}, en las que se estudid: a) Con-
traccion muscular inducida por estimulo eléctri
co (0.15 Hz, 70V, lms) en ausencia o presencia
de NPY. b) Contenido tisular de NPY. La poten-
cia de NPY para inhibir Ta contraccidn neurogé-
nica en £ disminuye con la edad, siendo 20 ve-
ces menor en la rata adulta (ICs5Q 1000 nN)
que en la de 26 dias (IC50 42 nM). Lla sensibi
lidad de P a NPY no cambia marcadamente con la~
edad. Los niveles circulantes de T en animales
de 26 dias son significativamente menores que
los de animales adultos. La castracion reduce
el contenido de NPY en E y P; no modifica la
sensibilidad a NPY en P, aumentandola en E
(IC50 38 nM). La administracion de T revierte
lTos cambios de sensibilidad a NPY producidos
por la castracion. En consecuencia, la accion
de NPY sobre las neuronas simpaticas del CD es
regulada por el estado hormonal, el que afecta
diferencialmente los extremos E y P.

Proyecto FONDECYT 0767/90 y 0748/91.
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HIDROLISIS DE FOSFOINOSITIDOS EN MEMBRANAS DE OOCITOS
DE Xenopus laevis. CARACTERISTICAS DE LA ACTIVIDAD
FOSFOLIPASA C. (The hydrolysis of phosphoinositides in b of
Xenopus laevis oocy Ch of the phospholipase C activity.)
Jacob, G. Depto. de Bioquimica, Fac. de Medici

Universidad de Chile.

Nuestromterésestﬁcentmdoenelestudmdelmehbohmnode
fosfoi idos e inositol fosf: en el oocito de Xenopus laevis, puesto
que esta célula es ampliamente utilizada para estudiar la funcién de
dichos comp enla ducci6n de sefiales externas como hormonas
yueurotmnsmnsoreegye'nlammnhzmu&ndeCa++ Trabajando con una
prep de isladas de oocito, hemos encontrado actividad
fosfolipasa C que hidroliza fosfatidilinositol (PtdIns), fosfatidilinositol 4-
monofosfato (PtdIns P) y fosfatidilinositol 4,6-bisfosfato (Ptdlna P,), con

la i g i6n de los inositol fosfat P 11-
fosfato, inositol 1,4-bisfosfato e inositol 1,4,5-trisfosf: La actividad
hidrolitica es mayor con Ptdins P,. thldréllmsdePtdI.Pzesabso-
Tut dependi de Ca™, obteniéndose la méxi ividad con
Ca** 50 uM. Con PtdIns, existe una d basal en ia de Ca**
y al doble en pr ia de Ca** 100 pM. Mg™* no tiene efecto.
Hemos observado que esta actividad fosfolipasa C al doble en la
pr ia de #cido fosfatidico 200 pM y utilizando PtdIns como sustrato.

La accifn de este compuesto parece ser especifica, puesto que otros fosfo-
lipidos, tales como fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y
fosfatidilglicerol no presentan tal efecto. La actividad enzimética, usando
PtdIns, es afectada por poliaminas: espermidina aumenta la actividad en
un 50% a 2 mM; espermina activa en un 35% a 500 pM, mientras concen-
traciones mayores de 2 mM son inhibidoras. Polilisina estimula también
1a actividad, aumenténdola en un 65% a 700 pM.

(Apoyado por FONDECYT y The Council for Tobacco Research.)
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EFECTO PROTECTOR DE ALGUNOS CAROTENOS SOBRE LA OXIDACION
DE LDL HUMANA IN VITRO. (Protection in vitro oxidation of
husan LDL by some carotenoids). Miguel A.
Laboratorio De Citologia Bioquimica y Lipidos, Facultad
Ciencias Biolégicas, Universidad Catélica de Chile.
(Patrocinio: F.Leighton).

Numerosas evidencias indican que la aterogénesis esté

asociada a reacciones mediadas por radicales libres y a
peroxidacién lipidica, que se reflejan en modificaciones
oxidativas de las LDL. Esto ha dado lugar a la teoria
oxidativa de la aterogénesis que establece que las LDL
modificadas oxidativamente se hacen aterogénicas.
La suplementacién de la dieta con aceite de pescado ha
sido muy difundida para la prevencién de enfermedades
cardiovasculares. Estos aceites son ricos en los dcidos
grasos EPA y DHA, a los que se atribuye el efecto
protector a través de la modificacién de varias vias
metabdlicas, sin embargo, estos A4cidos grasos son
incorporados a las lipoproteinas y por ser
poliinsaturados son altamente susceptibles de ser
oxidados o peroxidados. Surge asi la necesidad de conocer
qué antioxidantes pueden protejer las LDL ante un estres
oxidativo.

B-caroteno y otros carotenoides son antioxidantes que
se cree pueden reducir el riesgo de artereocesclerosis y
de algunos cénceres, sin embargo, las recomendaciones
dietarias s6lo enfatizan su rol precursor de vitamina A.
En nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto
protector del B-caroteno (Roche) y del licopeno (extraido
de tomate) sobre la oxidacién in vitro de LDL mediada por
cobre. Estos antioxidantes fueron incorporados a LDL in
vitro, aumenténdose 2.5 a 3 veces 108 niveles basales de
B-caroteno y 2 a 2.5 veces los niveles basales de
licopeno. Los niveles plasmdticos basales de B-caroteno
y licopeno dependen en forma marcada del aporte dietario.
Se evalué la oxidacién de LDL por la desaparicién de sus
antioxidantes y por la aparicién de productos de
oxidacidén de sus dcidos grasos {(dienos conjugados, TBARS,
Hidroperoxidos). Las LDL enriquecidas con B-caroteno y
con licopeno se hicieron mds resistentes a la oxidacién.
(Financ.FONDECYT 732/91 y FONDECYT 98/92)
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PROTEASA CALCIO DEPENDIENTE EN MUSCULO PEDAL DE Concho -
lepas concholepas QUE DEGRADA PROTEINAS MIOFIBRILARES.
alcium dependent protease in foot muscle of Concho -
xpas concholepas, that degrades myofibrillar proteins).
faz, F., Enrlguez, S., y Sénchez, L. Departamento de
ologia Molecular, Facultad Ciencias Biol6gicas y Recur
sos Naturales, Universidad de Concepcién.

u’IUI:'.."

En retfculo sarcoplésmico pesado (RSP) de mlsculo
pedal de C. concholepas obtenido mediante gradiénte dis-
continuo de sacarosa, hemos caracterizado una proteasa
neutra dependiente de calcio (PDC), de grupos SH y de al
to peso molecular (417 Kda).

En este estudio se muestra la actividad de PDC so -
bre proteinas miofibrilares del mismo tejido.

La obtencién de las proteinas miofibrilares se rea-
liz6 mediante suspensi6n de un homogenizado de masculo
siguiendo la met6dica de Mykles y Skinner (1982) Dev.
Biol. 92 (286-397). El pellet obtenido por centrifuga-
ci6n constituye las proteinas miofibrilares que fueron
analizadas por PAGE-SDS. PDC se incub6 con dichas protef
nas a distintos tiempos en presencia y ausencia de EGTAT
La degradaci6n fue demostrada por PAGE-SDS y los produc-
tos solubles en 4dcido tricloroacético fueron medidos con
ninhidrina, fluorescamina y HPLC.

Por PAGE-SDS se observé degradacion preferencial de
miosina (cadena pesada), paramiosina y tropomiosina. Tro
ponina I y actina fueron degradadas a tiempos mé&s largos
Los productos solubles en &cido tricloroacético aumenta-
ron progresivamente en el tiempo. EGTA inhibi6 la degra
dacién. -

Estos resultados indican que PDC del RSP degrada
las principales protefnas contrictiles, a diferencia de
la PDC de masculo esquelético de vertebrados que no es
activa sobre miosina ni actina. Los resultados apoyan
su funci6n en el recambio de proteinas miofibrilares y
aporte de aminodcidos al metabolismo muscular.

Tesis de postgrado financiada por Departamento de Biolo-
gfa Molecular, Universidad de Concepcion.
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DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA
DE ESTERES DE COLESTEROL (CETP). UN FACTOR DE RIESGO DE
ENFERMEDAD CORONARIA. (Detection of the CETP activity. A
risk factor in the coronary heart disease). Catalén, L.,
Acosta, A.M., Arteaga, A. y cols. Laboratorio de Citolo-
gia Bioguimica y Lipidos y Laboratorio de Nutricién. Uni-
vergidad Catélica de Chile. (Patrocinio: L. Vargas F.).

Estudios en familias que tienen deficiencia de CETP
sugieren gue una actividad de CETP disminuida, produce un
perfil lipidico de tipo antiaterogénico, vale decir nive-
les plasméticos altos de HDL (lipoproteina de alta densi-
dad), HDL, y bajos de LDL (lipoproteina de baja densidad)
Nuestro objetivo fue montar un ensayo para evaluar la
capacidad de transferencia de esteres de colesterol en
humanos. Se optimizé un ensayo isotépico por ser mis ra-
pido y eficiente. El ensayo isotépico de transferencia
consiste en la incubacién de HDL y LDL, una de las cuales
se encuentra radiomarcada con 3H-CE (colesterol ester) o
14C-CE, y CETP (purificada parcialmente) de distintos
individuos. En la literatura se han descrito tres dife-
rentes métodos de determinacién de la actividad de CETP:
mediante la marcacién de LDL, marcaci6én de HDL, purifi-
cada y marcacién de HDL, via HDL;. Se evaluaron estos
tres métodos de marcacién de lipoproteinas encontréndose
que la marcacién de HDL, via HDL; es el método mis
efectivo. Una vez que se optimizé la etapa de marcacién
se centré el estudio sobre la forma de separacién de las
diferentes lipoproteinas presentes en el medio de ensayo.
Para este efecto existen varios métodos de precipitacién
selectiva que utilizan diferentes agentes precipitantes
como  son: dextran sulfato-Mg* {DS-Mg*), acido
fosfotingstico-Mg* (FT-Mg') y heparina-Mn' (HEP-Mn’),
encontrindose que este fGltimo es el més efectivo.
Ensayando la actividad de CETP en individuos normales se
comprobd que presentan un rango de transferencia promedio
de 70-75% de radioactividad por hora y por ml de plasma.
Actualmente se estédn evaluando plasmas de pacientes que
han sufrido algin tipo de enfermedad coronaria.
Financiado por proyectos Fondecyt 732/91 y 98/92.
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CAMBIOS DE LA ACTIVIDAD APIRASICA DE GLANDULA
MAMARIA DURANTE EL CICLO PREREZ-LACTANCIA
(Apyrase activity during the pregnancy-—
lactation-cycle). Gallequillos, M. y Chayet,
L. Depto Bioguimica y Biologia Molecular. Fac
Ciencias Quim. y Farmacéuticas. Univ. Chile.

Nuestro Laboratorio busca 1la funcidén
fisiol6gica de 1la ATP-difosfohidrolasa o
apirasa. Con este obljeto, se observaron
posibles cambios en su actividad en el ciclo
prefez—lactancia de gléndula mamaria de rata.

Se determiné la actividad ATPasa-ADPasa,
caracteristica de esta enzima, expresada como
unidades por g de tejido y por mg de DNA a lo
largo del ciclo. Durante la prefez (periodo
de proliferacién celular) hubo un aumento de
esta actividad, siendo éste no mias del doble,
dependiendo de la forma de expresarla. Como
marcadoras de estos estados se utilizé la
lactosa sintetasa y la T-glutamiltranspepti-
dasa, que aumentaron en forma considerable
en la lactancia respecto a virginidad.

Se efectuaron estudios in vitro utilizando
explantes de glandula mamaria extraidas en
mediana prefez los que se diferenciaron a
seudolactancia con insulina-prolactina-
cortisol. En estos experimentos no se observéd
cambios de la actividad ATPasa-ADPasa a
diferencia de las dos enzimas marcadoras de
lactancia. Estos resultados requieren de
mayores estudios para poder interpretarlos.

Se encontré en este tejido una proteina
soluble activadora de la apirasa que también

ha sido descrita en otros tejidos. La
presencia de una proteina moduladora de la
apirasa, sugiere que estaria sometida a

regulacién de tipo cinético.

Financiado por Proyecto Fondecyt 90-1006.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS EFECTOS PRODUCIDOS POR CANCERIGENOS PURCS
Y EXTRACTOS ORGANICOS DEL AIRE DE SANTIAGO SOBRE DIVERSAS ISOENZIMAS
CITOCROMO P-450. (Comparative study of the effects produced by pure
carcinogens and organic extructs from Santiago’s air on several cytochrome P-
450 isozymes). Quifion gl f hackl . Departamento
de Bloguimica, Fuculud de mdidnu, Umversidad de Chile and Molecular
Toxicology Res. Group, University of Surrey, England. (Patrocinio: L. 6il).

El sistema de monooxigenasas ha sido objeto de numerosos estudios para
comprender la especificidad de cada una de sus numercsas isoenzimas P-450 en Ja
oxidacién de c tos, ya sea (xenobidticos) o enddgenos (4cidos
grasos, esteroides y prostaglandinas). El rol de las isoenzimas componentes de
este sistema en la metabolizacién de hidrocarburoes policiclicos arométicos (HPAs)
presentes en extractos orgénicos de! material particulado del aire (EOMPA) ha
sido intensamente investigado en nuestro laboratorio. Es asi como se ha
determinado la especificidad de )a isoenzima P-450 1A1, para metabolizar
principalmente compuestos orgdnicos con potencial carcinogénico. En este trabajo,
estudiamos el efecto producido por los HAPs, nitroarenos y diferentes EOMPA
(fraccién total y fraccién respirable) sobre algunas isoenzimas del sistema P-450
de microsomas de higado de rata. Ratas Wistar, 35 dias de edad fueron Inyectadas
con: EOMPA de Santiago (previamenie cuantificados por HPLC), extractos
provenientes de la emisién de un motor diesel (EEMD) y los HAPs puros
Benzo(alpireno (BaP), 1-Nitropireno (1-NP) y 2-Nitrofluoreno (2-NF). A las 46
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ESTUDIOS PRELIMINARES DE LLA FUNCION Y DEL SITIO
ACTIVO DE LA ATP-DIFOSFOHIDROLASA DE GLANDULA
MAMARIA. (Preliminary studies of the function
and on the active site of mammary gland ATP-
diphosphohydrolase). Alvarez, A. Collados, L.
Depto Bioq. y Biol. Molec. Fac. Cs Gcas y Farm.
U. Chile. (Patrocinio:_M.A. Valenzuela).

Nuestra investigacién estd dirigida hacia el
conocimiento de la funcién fisioldgica de 1la
ATP-difosfohidrolasa (apirasa) vy, hacia la
caracterizacién comparativa de esta enzima de
animales y plantas.

Para la busqueda de la funcién de esta
enzima en glandula mamaria estudiamos su
localizacién subcelular en tejido de rata. Los
resultados obtenidos mediante una gradiente
discontinua de sacarosa indican que la apirasa
estd asociada a la fraccién de membrana
enriquecida en 5’ -nucleotidasa. Esta ubicacién
en membrana plasmidtica sugiere que su funcién
se@ podria relacionar con el metabolismo
extracelular de 1los nucleotidos. La accién
conjunta de la 5'-AMPasa y apirasa daria cuenta
de la vreincorporacién a la célula de los
respectivos nucleosidos.

Se presentan ademds estudios preliminares de
modificacién quimica sobre los posibles
aminodcidos del sitio activo. No tiene grupos
-8H esenciales en forma analoga a otras
apirasas; tampoco grupos carboxilicos en sitio
activo. Entre los aminodcidos de unidn de la
base purica o pirimidinica parecen estar
involucrados 7Tyr y 7Trp. La Arg por su parte
neutralizaria la carga negativa de los grupos
fosfatos. Y como residuos cataliticos podria
participar His.

Grants Fondecyt 90-1006 y U. Chile PG 029-92.
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STRESS OXIDATIVO PRODUCIDO POR EXTRACTOS
ORGANICOS DEL MATERIAL PARTICULADO DEL AIRE
DE SANTIAGO. (Oxidative stress produced by organic extracts from
Santiagos airborne particles). Fuentes, O., Lastra, A y Gil, L
(Departamento Bioquimica, Facuitad deMedicina. Universidadde Chile)

Trabajos previos de este laboratorio han demostrado actividad
mutagenica en extractos organicos del material particulado del aire de
Santiago, la que se deberia a la accion de hidrocarburos aromaticos
pohc:chcos( s) y sus derivados, especialmente nitroarenos. Los HAPs
no sustituidos requieren de activacion metabolica para ejercer actividad
mutagenica, en tanto que los nitroarenos presentan mutagemcidad directa,
la que podria estar mediada en parte por intermediarios toxicos del
metabolismo del oxigeno (HyOy, OH2, 04 ™1, 07y

Con el objeto de evaluar el efecto de extractos organicos de la
fraccion particulada del aire de Santiago sobre el sistema de defensa
antioxidante hepatico, seinyectaron ratasmachos (40 mg/Kg pesoi.p.)con
extractos organicos de comprobada mutagenicidad, segun test de Ames,
pénzxgemendouno de ellos mayor mutagenicidad directa (E-239) queel otro
(E-252),

_ Despues de 48 horas los animales fueron sacrificados e
se midi6 el nivel de lipoperoxidacion como sustancias

horas los animales fueron sacrificados y se ensayaron in vitro las siguient

actividades: Etoxiresorufina O-desetilasa (EROD), Pentoxiresorufina O-desetilasa
(PROD) y p-nitrofenol oxidasa (PNPQ), las cuales son catalizadas por las
iscenzimas Citocromo P-450 A1, P-450 IB1 y P-450 IIE1, respectivamente.
Experimentos de inmunodeteccion se realizaron para las formas P-450 IA1 y P-
450 lIEY. Las muestras administradas produjeron los sigulentes efectos: a)
aumento en el contenido total de citocromo P-450 y desplazamiento a menores
longitudes de onda del pico de méxima absorcion del complejo P-450 reducido-CO,
salvo en el caso del 2-NF, b) aumento en la actividad EROD y en la cantidad de la
isoenzima P-450 1A 1 segin andlisis de Western Blot, c) disminucion de la actividad
PROD por EEMD e incremento en esta actividad por BaP y 1-NP, d) disminuicién de
la actividad PNPO salvo con los EEMD. La disminucién de la actividad PNPO se
correlaciond con una disminucion en el contenido. de la isoenzima P-450 HE1 por
Western blot solo para el 3-MC y el BaP. Estos resultados sugleren que los HAPs y
nitroarenos presentes en el material particulado del aire de Santiago provocan
alteraciones en algunas isoenzimas P-450 que metabolizan xenobioticos, estos
cambios podrian ser importantes en la expresion de la actividad mutagénica y
carcinogénica. (Fondecyt 1314-91, OEA 03-91-52B-290-CHI y British Council).

rencuvu al acido tiobarbiturico (SR-ATB) y el nivel de GSH utilizando
acido ditionitrobenzoico. En sobrenadantes5.000 g x 10 min. se determino
espectrofotometricamente la actividad de catalasay glutation peroxid
utilizando como sustrato H, O, y t-BOOH, respecu\nmeme

Los resultados de este estudio muestran que ambos extractos

disminuyen significativamente el nivel de GSH. siendo mayor este efecto
con el extracto E-239. El extracto E-239 aumenta el nivel de catalasa
hepatica (P< 0.001) y disminuye la actividad de glutation peroxidasa
(P< 0.02), la cual tambien tiende a disminuir con el extracto E-252. No se
aprecian variacionessignificativasenel nivel de SR-ATB.
Se concluye que la fraccion organica del aire particulado de Santiago
produce “ stress oxidativo™ hepatico. siendo mayor este efecto con extractos
con mayor mutagenicidad directa, probablemente a causa de un mayor
contenidode nitroarenos.

(Financiado por Proyectos FONDECYT 1314/91, OEA 03-91-52B-290-
CHly Consejo Britanico).
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PARTICIPACION DE LOS RADICALES LIBRES DERIVADCS DEL OX|GEMO
EN EL DARO HEPATICO EN RATAS SOMETIDAS A SHOCK POR
TORMIQUETE.C Oxygen—derived free radical irvolvesent in
heapatic tissus domage of rats subjectad to tourniquet shock)
Maldonado, M., Ward, P.H. Departomentos de Fisiopatologia -y
de F|3|olog|a Facultad de Ciencias Biolégicas y de Recursos
Naturales. Universidad de Concepcidn.

Con onterioridad hemos demostrado en un wmodelo
estandarizado de shock por torniquete estrés oxidativo
hepdtico una vez |iberodo el torniquete, y que estas
alteraciones podion ser revertidas con la administrocidn
previa de agentes antioxidantes. El presente trabajo tiene
como objetivo investigar la posible asociacién de estos
alteraciones con combios de la funcién hepdtica y si dichos
combios son mediadas por radicales |ibres derivados del
oxigana.

Con este fin, rotos Sprogue Dowley fueron sometidas a
torniquetes bilaterales durante S hrs y dos horas después de
liberado el torniquate se determind ai nivel sérico de las
tronsominasas, <(aspartato aminotronsferasa y alonina
aminotransferasa). Se realizéd una infusién continua de
bromosulftaleina (BSP), por ia arteria yugular (en dos
periodos: 25 mg/ml porwmng375q/ll por 30 min) y se
deterainé la concentracién de BSP en  muastros de bilis
recolectadas coda 10 min mediante un cateter colocado en el
colédoco, Un grupo de animales recibiaron 2 hrs antes de ia
aplicacién del torniquete, superdxido dismutasa, catalasa y
DMSO (20 mg/Kg, 40 mg/Kg y 1,23ml /Kg).

El grupc de animales sometidos a torniquete y a 2 hrs de
reperfusion evidenciaron un oumento significativo de las
transominasas séricas asociodo a una disminucién del flujo
biliar (248) y del transporte miximo de BSP ( TmBSP, 328)
respacto del control.Tonto el ausento de las tmmmam
asi como |la disminucién del flujo bilior y del Tm BSP fuer-on
revertidos parcialmenta con la administrocién  previa de
sustoncias antioxidantas

Estos resultados apoyan la hlpotesns de que los radicales
libres derivados del oxigeno juegon un rol importante en el
daflo hepitico observado en ratos sometidas a shock por
torniqueta.

PROYECTO FONDECYT 92-0283
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EFECTO DE CITRATO SOBRER LA ARGINASA DE
HIGADO HUMANO (Effect of citrate on human
liver arginase).Claudio Torres y Nelson
Carvajal. Depto. de Blologia Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas y de Rec.
Nat, Universidad de Concepcién.

La arginasa cataliza la hidrélisis de 1la
arginina en ornitina y urea y es activada
por Mn2?*, Co%*, Ni2* o Cd?*. En estudios
previos, hemos sugerido un rol fundamental-
mente estructural para los iones metalicos
en la enzima.

En el presente trabajo, hemos sometido a 1l1a
arginasa de higado humano a una serie de
condiciones que favorecerian la disociacién
de iones metalicos desde la enzima. Los
resultados obtenidos demuestran gqgue aGn
después de incubar 60 min. con citrato 0,1 M
(pH 5) a 37=C y de dlalizar contra la misma
solucién, no se altera la actividad de 1la
enzima. 8Sin embargo, mientras 1la enzima
"nativa" no es retenida en una columna de
DEAE-celulosa a pH 8,5, la especie tratada
con citrato se une fuertemente a la resina.
El cambio en la carga eléctrica de la
proteina concuerda con el comportamiento
electroforético de las especies nativa y
tratada con citrato. Por otro lado, después
del tratamiento con citrato, la enzima s=se
convierte lentamente en especies gque se
caracterizan por su solubilidad en una
soluciétn de sulfato de amonio con wuna
saturacién de 70%. Estos cambios no se
acompafian de alteraciones significativas en
las propledades cinéticas de la enzima.

Financiado por Proyecto FONDECYT 92-0294
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PARTICIPACION DE LOS RRDICALES LIBRES DERIVADOS DEL O0XI|GENO
EN EL ODANO HEPATICO DE RATRS SOMETIDAS R SHOCK POR
ENDOTOXINA. (Oxygen-derived free rodical involvement in
hepatic damoge of rats subjected to endotoxic shock).
Honriquez, V., de (g Fuente G., y Vivaldi, E. Departamento de
Fisiopatologia, Facultod de Ciencias Bioldgicas y de Recursos
Naturales, Universidad de Concepcidn.

Con el objeto de axplicor la etiopatogenia del sindrome
de shock, hace algunos afos hemos inicindo el estudio de
alterocionas bioquimicas en diferentes modeios de shock. El
presente trabajo tiene comoc objetivo analizar alterociones
hepdticas en un modeio de shock inducido por endatoxina.

Con este fin,ratas Sprague Dawley fueron separadas en
tres grupos: Grupo Control fue sometido a operacidn ficticia;
de los dos grupos restontes, el grupo | recibid 2 hrs antes,
superdxido dismutasa (SOD 20 mg/k peso y el otro, solucidn
salina (Grupoil). Tonto el grupo | como el |l reciberon
endotoxina bacteriona de E. Coli (Etox,10 mg/k peso), dos
horas despuds de Ia inoculacién de Etox se daterminé el nivel
de glutation (GSH) y de malondialdehido <rm> en tejido
hepdtico, asi como de tronsominasas séricas (alanina
ominotronsferasa Alt, y aspartato ominctransferasa Ast).A
algunos animales de estos tres grupos se les realizé un
registro continuo de la presidn orlerial sistémico

Dos horas post inyeccién de Etox se observd un estrés
oxidative en el grupo Il evidenciado por una disminucidn
significativa del GSH y por un aumento del MDA en el tejide
hepdtico. Estas alteraciones se acompafioron de un oumento
significativo tonto de la Alt como de [a Ast séricas. Estas
al terociones bioquimicas, no astén asociodas 6 cosbios en la
presién arterial sistémica, por lo menos, durante las dos
primeras horas post inyeccién de Etox.Por otra parte,en al
grupo | la administrocion previa de SOD revierte parciclimente
la disminucion de GSH y de MDA.

Estos resultados permiten postular la porticipacion de
los rodicales |ibres derivados del oxigeno en las
alteraciones hepdticas observadas en este modelo de shock y
que dichas alteraciones en antes de que se observen
combios de la presidn arterial sistémica.

FONDECYT 92-0283 ¥ DIUC 91.3360-1
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CRISTALOGRAFIA DE PROTEINAS. ESTABILIZACION DE
CRISTALES DE PROTEINAS. (Protein crystallography.
Proteins crystal stabilization) Riguglme I ,CA. y Martinez
0., J.A., Departamento de Biologia Molecular, Fac. Cs. Biol.
Rec. Nat. Universidad de Concepcion.

La determinacién de la estructura terciaria de
proteinss, mediante difraccién de reyos-X, tiene como
uno de los pasos limitantes la calidad del cristal
utilizado.

Los cristales de proteinas presentan una caracteristica
singuler: una  alta proporcién de solvente,
aproximadamente SO . Esta caracteristica los hace muy
sensibles a la deshidratacion, al defio mecénico y a 1a
exposicién & la radiacién, 1o gque se traduce en
inestabilidad de los cristales. Dado que la calidad y
estabilidad del cristal es uno de los "cueilos de botella”
de 1a técnice, es fundamental poder disponer de una
metodologia para 1a estabilizacién de los cristales.

Se ha disefiado una técnice para monitorear la
estabilided de) cristal frente a la temperatura. Se han
“fundido™ cristales de Lisozima, obtenidos variando 1a
concentracién salina, el tipo de sal, el pH de
cristalizacidn, y cristales de Ribonucleasa Ty obtenidos
en presencia de diferentes aditivos y diferentes ligandos.

Se ha podido estabilizar los cristales hasta
temperatura del orden de los 70 y 80°C para RNasa Ty y
Lisozima, respectivamente. )

Estudios preliminares indican que la fusion de los
cristales de proteinas sucede por perdida de 1a malla
cristalina més que por denaturacitn de 1a proteina.
Proyectos de investigacién DIUdeC 91.31.40-1y 91.31.43
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EXPRESION DE LA MICROCINA E492 PRODUCIDA POR
KLEBSIELLA PNEUMONIAE CRECIDA BAJO DIFERENTES CONDICIO-
NES. (Expression of microcin E492 from Klebsiella
pneumoniae grown under different conditions}.
Orellana, C., Kuncar ,J.C. y Lagos, R. Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

La microcina E492 es un agente antimicrobiano de
naturaleza peptidica que es producido y excretado al
medio de cultivo por Klebsiella pneumoniae, y que
tiene actividad bactericida sobre especies Gram negati-
vas. Estudios bioquimicos y estructurales de este pép-
tido se han visto limitados por la baja cantidad de
microcina que es obtenida desde el medio de cultivo.

El objetivo de este trabajo fue determinar las condi-
ciones de crecimiento de K. pneumoniae en las cuales
se produce una mayor cantidad de microcina. La activi-
dad bactericida presente en sobrenadante de cultivos
liquidos de la cepa productora se mididé depositando
una alicuota de éstos sobre un césped de una cepa de
E. coli sensible a la microcina (cepa indicadora). La
actividad se cuantificé midiendo el diametro del halo
de inhibicién del crecimiento del césped.

Al utilizar glucosa, malato, succinato, fumarato o
glicerol como fuentes de carbono de cultivos de 1la
cepa productora se detecté menor actividad que al
utilizar citrato. Sin embargo, al suplementar con sul-
fato ferroso el medio con glucosa se obtuvo una activi-
dad comparable a la obtenida en sobrenadantes de culti-
vos con citrato. A su vez, la actividad de cultivos
en medio tanto con citrato como con glucosa experimen-
té una notable disminucién al agregar al medio DTPA,
un agente quelante de hierro.

El sistema de transporte férrico-dicitrato que es
inducido por citrato y hierro, podria tener un papel
en la regulacién de la expresién de la microcina E492.

Financiado por Proyecto Fondecyt 1203-90
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BIOSORCION DE IONES METALICOS POR PELICULAS BACTERIANAS.
(Metal ions sorption by bacterial films). Rojas, O .,
Viedma, P., Alvarez, S., y Cotords, D. Departamento de
Bioquimica y Biologfa “Molecular. Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.

Se ha observado que los microorganismos poseen la
capacidad natural de interactuar pasivamente con iones
metdlicos, los cuales se acumulan sobre su superficie,
fen6meno conocido como biosorcién. Esta capacidad se ha
utilizado para remover iones metédlicos desde soluciones
diluidas. La biosorcién de los iones no requiere que la
biomasa esté activa, pues se debe a interacciones fisico
quimicas entre éstos y la superficie celular, pudiendo,
incluso, utilizarse biomasa muerta.

Para la biosorcién de iones metdlicos podrian uti
lizarse bacterias adheridas, lo que permitiria retencién
de la biomasa junto con el soporte, disminuyendo asi la
cantidad de biomasa requerida en el proceso.

En este estudio aplicamos el fenémeno de la bio-
sorcién para captar iones uranilo (U0.2*), utilizando
Bacillus sp. adherido exponténeamente sogre una superfi-
cie inerte. Realizamos captaciones desde soluciones de
uranilo (0,1 mM), logréndose una sorcién de 0,5 mmoles/g
de biomasa.

Se estudiaron 1los efectos de las velocidades de
flujo de solucién sobre la captacién uranilo observén -
dose un Sptimo alrededor de 4,7 mL/min.

El uranilo captado por la biomasa se eluyé con
HC1 1 N. Bajo estas condiciones se logré una liberacién
cuantitativa del uranilo, sin aparentes alteraciones de
la pelfcula bacteriana. La elucién cuantitativa se com-
pletS en un volumen muy inferior al volumen de la solu-—
cién tratada.

Este tipo de tecnologia podria emplearse para re-
mover y concentrar iones metilicos' provenientes de los
efluentes de la actividad minera e industrial.

Financiado por IFS E1185-2 y DTI I-2749-9255.
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CARACTERI ZACTON DE UNA NUEVA BENZALDEHIDO
DESHIDROGENASA DE Pseudomonas fluorescens BIOVAR 1
EXPRESADA EN E. coli. (Characterization of a new
benzaldehyde dehydrogenase from Pseudomonas
fluorescens biovar I expressed in E. coli).

Hinrichsen, P., Céspedes, R. y Vicufia, R. Departamento
de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias
Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile.

Las vias degradativas de wmetilbencenos y de
mandelato confluyen en la produccién de benzaldehido,
mientras que divergen en las etapas siquientes que
llevan a la produccién de intermediarios del ciclo del
acido citrico. Estas vias estén codificadas por
diferentes operones regulados concertadamente. Ello
permite, por ejemplo, evitar la acumulacién de
intermediarios téxicos. Una etapa clave en estas vias
es la oxidacién del benzaldehido a &c. benzoico,
catalizada por benzaldehido deshidrogenasas (BDH)
propias de cada via. En este trabajo se presentar4 la
caracterizacién de una nueva BDH, la cual parece
formar parte de un operén cromosomal de P. fluorescens
biovar I involucrado en la degradacién de benzoina, un
compuesto wodelo de lignina.

La enzima, contenida en un fragmento de DNA de
3,5 kb, se expresa en E. coli, lo que se aproveché
para purificarla y caracterizarla. Tiene un tamafio
(por subunidad) de =45 kDa, es dependiente de NAD*, y
es activada por iones monovalentes como K*. Tiene
una T¢ éptima de 310C, y su pH 6ptimo es de 8,5. Sus
Kiap son de 1,79 uM para benzaldehido, y 0,69 mM para
NAD*, Es capaz de oxidar benzaldehidos con diferentes
sustituyentes en el anillo aromitico, de preferencia
en posicién meta. Estas caracteristicas la definen
como una nueva BDH, inserta en lo que podria ser un
nuevo integrante del grupo de operones relacionados
con degradacién de anillos arométicos.
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PRODUCCION ¥ PURIFICACION PARCIAL DE ENZIMAS QUE
MINERALIZAN EL ACIDO OXALICO SECRETADAS POR EL
HONGO DE PUDRICION PARDA &Jaeaphyllum trebewn EN
CULTIVOS SEMI~SOLIDOS. (Production and partial
characterization of oxalic acid minersalizing enzymes
secreted by the brown-rot fungus & {rateum under
semi-solid culture conditions). Espejo, E. Depto. de Ing.
Quimica, Fac. de Ingenierfa, Universidad Catdlica de
Chile. (Patrocinio: E. Agosin.)

El &cido oxélico ha sido propuesto come un
componente esencial del sistema que depolimeriza la
celulosa en hongos de pudricién parda, sistema que se
asemeja a 1a reaccion de Fenton.

La mayoria de los hongos de pudricién parda
estudiados producen acido oxalico en medio liquido y en
medio semisélido. & ‘rafewm presenta una gran
capacided de depolimerizar 1a celulosa y por otra parte
acumula una bajs cantidad de acido oxélico, durante la
degradacidn de holocelulosa de pino. Este hongo crecido
en cultivos semi-sélidos degrada rapidemente el 14C-
oxalico a 14C0;.

Un extracto crudo obtenido de estos cultives, posee
la capacidad de mineralizar el écido oxélico. Como
producto de la reaccién se ha identificado por HPLC
acido férmico. Estudios preliminares, han determinado
un pH dptimo de 3.0 y una inhibicién por deferrioxamina
de un B0% a concentraciones superiores a 20mM. Esta
enzima tendria un peso moleculer aparente de 70kDa,
determinado por filtracidn en gel. La produccion de esta
actividad enziméatica fue optimizada y escalada a nivel
de fermentador de 1 L. { Prouecto FONDECYT 91-0794 )




AN

R 56 MICROBIOLOGIA

87

UNION DE ESTERES DEL COENZIMO A CON XENOBIOTICOS
A PROTEINAS INTRACELULARES TRANSPORTADORAS DE
ACIL-COENZIMOS A NATURALES (Binding of Coenzyme A esters
of xenobiotics to intracellular acyl-coenzyme A transporting proteins).
Morgan, C., Pizarro, E., y Vargas, L. Fac. Cien. Biol., P.
Universidad Cat6lica de Chile

Los acil-CoA naturales son especies intermediarias del
metabolismo 1fpidico, mientras que el coenzimo A es un importante
regulador tanto del metabolismo de lfpidos como de azdicares.
Recientemente se han descrito protefnas solubles que unen acil-CoAs
naturales y que parecen tener un papel fisiol6gico en el transporte,
actividad y distribuci6n intracelular de los acil-CoAs. En los iiltimos
afios ha aparecido evidenci iente que sugiere que los acil-CoA
naturales regulan una serie de funciones celulares consistentes con la
respuesta pleiotrépica evocada por ciertos xenobidticos caracterizados
por ser 4cidos carboxflicos no beta-oxidables, en su mayorfa dcidos o
ésteres de 4cidos aril-carboxflicos. Sus efectos en varias especies de
roedores y primates  incluyen induccién de enzimas peroxisomales,
mitocondriales y microsomales, hepatomegalia e hipertrofia de
hepatocitos, proliferacion peroxisomal y promocién de tumores.
Previamente, hemos demostrado la rdpida formacion in vivo de los
derivados CoA de varios de estos xenobiticos y propuesto que ellos
son los metabolitos activos de tales drogas.

Usando técnicas de filtracién en gel mostramos que los
tioésteres del coenzimo A de varios de estos xenobi6ticos-CoA son
capaces de competir con acil-CoAs naturales por ACBP parcialmente
purificada. [Estos resultados apoyan nuestra hip6tesis de que el
mecanismo de accién de tales xenobiéticos, entre los que se incluyen
agroqufmicos, plastificantes y drogas hipolipidemiantes, es mediado
por la formacién de sus tioésteres del coenzimo A.
(financiamiento: Fondecyt 800-92)
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LA PORIACION BACTERIANA DE LA PLANICIR MAREAL DE

YALDAD Y SO SIGNIFICADD PARA 1A AIMEJA Venus
antiqua (The bacterial population of the tidal mud
flat of Yaldad and its eignificance for the clam
Venus antigua) Herrera, C.., Zimmermaon, B.,

> B., Ascencio . .
Instituto de Biologia Marina, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile.
(Patrocinioc : E. Claaing)

Ta presencia de dos comunidades de
almejas (Venus antiqua y Mulinia sp) en dos
sectores adyacentes de la planicie mareal de
Yaldad, podria reflejar diferencias entre las
poblaciones bacterianas presentee en la interfase
agua-sedimento de cada sector. Por otra parte, la
presencia de bacterias podria traducirse en una
importante oferta alimentaria complementaria
durante el periodo de menor concentracién
fitoplancténica para Venus antigua.

Para responder estas interrogantes se
realizaron muestreos con periodicidad estacional
en los dos sectores referidos de 1la planicie
mareal. Por otra parte se mantuvieron almejas en
acuarios con sus respectivos controles, para
constatar de esta manera la ingestién de bacterias
marinas. El- recuento y biomasa bacteriana se
estimé segin Zimmermenn, (1974, 1877) y Bratbak,
(1985).

Las concentraciones bacte:-ianas fueron altas
durante todo el periodo investigado. Se encontré
en ambos sectores una fluctuacién estacional del
nimero y la biomasa muy similar. §i se compara el
promedio de la biomasa bacteriana adherida a MOP
obtenida de la columna de agua (1,5X 10-5mg C
ml-1) la almeja Venus antigua presenta uns alta
tasa de ingestién de bacterias adheridas a MOP
(15,6 X 10-5 =g C ml-1 X hora) .La flora
bacteriana del tracto digestivo de Venus antigua
parece ser propia de ella.
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ENZIMAS SECRETADAS POR EL HONGD DE PUDRICIDN
PARDA  Glasophyllum  trebeum |\MPLICADAS EM LA
DEGRADACION DE LA MADERA. (Enzymes secrelad by the
brown-rot fungus & {rabewn  involved in the
degradation of wood). Cotoras, M., Mihovilovic, D.,
Eyzaguirre J. y Agosin €. Depto. de Ing. Quimica, Fac. de
Ingenieria y Depto. de Biologia Celuler y Molecular, Fac.
de Cs. Bioldgicas, Universidad Catélica de Chile.

La maders degradeda por los hongos de pudricion
parde, se ceracteriza por una extensiva metabolizacion
de celulosa y hemicelulosas. Entre las hemicelulasas
que producen estos hongos, 1as mananasas han sido muy
poco estudiades. Con respecto al sistema celulolitico,
éste estaria formado solamente por endoglucanasas y
B-glucosidesas y 1a expresidn de estas enzimas seria
constitutiva. En este trabajo se estudié 1as mananasas
producidas por el hongo de pudricidn parda & {raleum
y se analizaron algunos aspectos regulatorios de la
expresidn de las endoglucanases.

La produccién de mananasas en diferentes medios de
cultive fue analizada. La mayor expresidn de éstas se
obtuvo utilizando hemicelulosas como fuente de
cerbono. Las mananasas fueron purificadas parcial-
mente, siendo independientes de 1as endoglucanasas.

Por otre parte, & lrébewn produjo endoglucanasas
en medios de cultivo que contenian monosacéridos,
disacaridos o celulosa. Aunque el nivel de expresion fue
diferente. En un medio que contiene lactosa o glucosa
la expresion fue inducida por celobiosa. Glucosa no
reprime la produccidn de endoglucanasas.

{ Proyectos FONDECYT 91-0794 y 92-0045)
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Un modelo de energia minima para la 8-lactamasa |
de Aacillus cerevs. ( A minimum energy. model for

Bacillus cereus B-lactamase 1)

Marta Bunster, Lab. Biofisica Molecular, Depto. Bio-

logia Molecular, Universidad de Concepcion. Casilla

4077, Correo 3, Concepcion, Chile.

Las B-lactamasas resuitan importantes en la resis-
tencia bacteriana a los antibidticos 8-factamicos. Se
conoce la secuencia amino acidica para una gran gru-
po de B-lactamasas clase A. La estructura terciaria se
ha determinado con precision sélo para dos de estas
enzimas. Ha sido postulado por nuestro laboratorio
que la existencia de familias de enzimas que realizan
una misma funcién, y que presentan una baja homo-
logia de secuencia pero una alta homologia en estruc-
tura secundaria, debieran presentar una estructura
tridimensional semejante. En este trabajo se constru-
y6 la secuencia de la 8-lactamasa de Hecillus cerevs
sobre la estructura a 2.5 A de resolucion, de la B-lac-
tamasa de Sigphy/ococcus aureus Se construy6d 2b
Initio los segmentos muy diferentes y se realizé va-
rios ciclos de minimizacion de energia dejando libre
toda la molécula.

Se discute la validez del modelo resultante, utili-
zando informacién sobre superficies accesibles, datos
de dicroismo circular para esta proteina y la estruc-
tura cristalina a baja resolucion.

Proyecto 20.31.32 DI.U.de Concepcion.
Convenio DAAD-CONICYT.
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ESTUDIOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE ANEXINA I EN
MEMBRANAS. ( Studies on the activity of anmexin I on
membranes). De la Fuente M., Lee, G., Pollard, H.B., Depto de
Fisiologfa y Bioffsica, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, y LCBG, NIDDK, NIH. (Patrocinio: G. Riquelme).

Durante la exocitosis, los granulos de secrecién cercanos a
la membrana se anclan y luego se funden con ella, vaciando su
contenido al medio extracelular. Los mecanismos involucrados en
estos procesos no se conocen. Se ha postulado que algunas
anexinas, que son protefnas que se unen a membranas en presencia
de Ca’*, podrfan jugar un rol en estas etapas. Buscando una
protefna capaz de mediar contactos intermembranas y su postetior
fusibn en la exocitosis dependiente de Ba’* (en células
tromafines), recientemente purificamos a homogeneidad una
protefna que agrega grdnulos cromafines en presencia de Ba®*.
Posteriormente identificamos esta proteina como la anexina I. Con
el fin de caracterizar mds detalladamente los efectos de esta
proteina en membranas, estudiamos sus efectos en liposomas
pnilamelares hechos con fosfolfpidos 4cidos. Encontramos que la
anexina I promueve agregacién y fusién de los liposomas en
presencia de Ca’* o Ba’, y que estas actividades son
aparentemente controladas por el dominio N-terminal, que es muy
susceptible a degradacién proteolitica. En efecto, mientras la
lipocortina intacta agrega y funde liposomas bajo condiciones de
pH y fuerza iénica similares a las fisiolégicas, [des 1-12]
lipocortina sélo agrega a fuerza idnica baja y pH 4cido, y carece
completamente de actividad fusogénica. La actividad es restitufda
cuando la [des 1-12] lipocortina I se convierte en [des 1-24]
lipocortina I por tripsinolisis controlada. Estos datos son
consistentes con un rol de esta protefna en la exocitosis, y sugieren
que su actividad podrfa ser controlada por proteasas de la
membrana.

N

LA ESTRUCTURA HELICOIDAL ANFIPATICA EN PROTEINAS. POSI-

BILIDADES DE PREDICCION. (The amphipathic Helical Struc-

ture in Proteins. Prediction Accuracy). Gazitda, F. y
Cid, H.

Depto. de Biologfa Molecular, Fac. Ciencias Biol8gicas
y de Recursos Naturales, Universidad de Concepcidn.

Se define una estructura helicoidal anfipdtica como
aquella que presenta dos regiones claramente definidas,
una polar y la otra apolar, orientadas paralelamente al
eje longitudinal de la hélice.

Se analiza una muestra de 12 proteinas globulares, que
incluye las clases estructurales oa,aB y a+f en la que
el porcentaje de hélices anfipticas varia entre 50 y
75%. Se propone un método para definir las hélices anfi-
pdticas utilizando 3 escalas de hidrofobicidad y se ana-
liza los resultados de 3 métodos de prediccidén (Chou y
Fasman, Cid et al, Parker y Soon Song) para este tipo

de hélices, cuando se introduce como dato anexo la cla-
se estructural de la protefna.

Los resultados muestran que, de los 3 métodos usados,

en 2 métodos la prediccidn por clase estructural mejora
en un 12% la calidad de la prediccién.

Se discute la influencia de factores ajenos a la secuen—
cia de aminodcidos (Coenzimas Y Iones metdlicos) en los
resultados negativos de los distintos métodos de predic-
cidén de estructura helicoidal.

PROYECTO DE INVESTIGACION 20.31.34 y 91.31.43-1 D.I.C.
Universidad de Concepcidn.
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EFECTO DEL CALCIO INTRACELULAR SOBRE EL
INTERCAMBIO Na/Ca EN MUSCULO ESQUELETICO DE
ANFIBIO. (Intracellular calcium dependence of Na/Ca exchange in
amphibian skeletal muscle). Cifuentes,F. Depto. de Fisiologfa y
Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile y Centro de
Estudios Cientfficos de Santiago. (Patrocinio: C. Hidalgo).

Dada la importancia fisiolégica del Ca** en misculo esquelético
nos parecié importante estudiar uno ‘de los mecanismos que participan
en [a homeostasis del calcio en este tejido, el intercambiador Na/Ca. En
los estudios realizados in vitro, en una preparacién de vesfculas de
tibulos transversales (T-T) de muisculo esquelético de rana (que se
encuentran selladas con el lado citoplasmdtico hacia fuera), demostramos
que el intercambiador puede actuar en el modo reverso liberando calcio
desde el interior de las vesfculas, lo que equivale a entrar calcio al
interior de la célula. La salida de “Ca desde estas vesfculas se
caracteriza porque: -se libera solo alrededor del 40% de la carga
mdxima; -la velocidad de salida es significativamente mayor en un medio
con bajo Ca?* (pCa>9).

Considerando estos antecedentes, quisimos estudiar con mas detalle el
efecto del calcio externo sobre la velocidad de salida de ““Ca. Para ello
se cargaron pasivamente las vesfculas de T-T con 2 mM “CaCl, y se
procedi6 a inducir la liberacién en medios con distintos pCa en 140 Na,
pH=7,4 a 5°C. Encontramos que la velocidad de salida de “Ca
disminuye a medida que aumenta el calcio extravesicular, observandose
una relacion sigmoidal entre las constantes de velocidad y el pCa del
medio extravesicular. EI rango de las constantes de velocidad fue de:
k=5.34 min" a pCa>9 y k=1.74 min" a pCa=5; el pK obtenido del
ajuste sigmoidal es de 7.04. Por otra parte, el hecho que se libere s6lo
un porcentaje del “Ca acumulado sugiere que existe una poblacion
heterogenea de vesfculas y que sélo algunas contienen el intercambiador,
descartando por consideraciones termodindmicas que este efecto se deba
a una inhibicién de Ia salida de “Ca por Ca?* externo o Na interno.
Estos resultados sugieren que la entrada de calcio por el intercambiador
en la célula se inhibe al aumentar el calcio interno.

Financiado por proyectos FONDECYT 0060-92 y 1108 91.
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EFECTO DEL pH EN LA MODIFICACION QUIMICA DEL
TRANSPORTADOR DE Fe(ll). (Effect of pH on the chemical
modification of the iron transporter). Gonzalez-Sepulveda, M.A. y
Nufez, M-T. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile.

Eltransportecelular de hierro consta de varias etapasentre
las cuales el paso del metal a través de la membrana plasmiica
de los reticulocitos puede ser estudiadacon independenciade los
elementos celulares usandofantasmas sellados (FS) obtenidos de
reticulocitos de conf‘o. Estudios de velocidad de incorporacion y
acumulacibn de Fe“™ en FS demuestran que tal modelo présenta
ventajas sobre otros para estudiar el efecto de reactivos
modificadores de aminoacidos sobre el transportador de hierro de
tal membrana.

Se realizd un estudio sisteméiico de modificacion de
residuos aminoacidicos y su incidencia en el transporte de
hierro. Se observb inhibicion del transporte de Fe(ll) al modificar
las membranas con ninhidrina (0.1 mM, pH 2.0). inhibicion que fué
prevenida al modificar en presencia de Fe' *+. Esta observaciin
sugiere la participacitn de un residuo arginil en la via de
transporte de hierro, lo que fué reafirmado en estudios de efecto
de pH sobre tal modificacibn la cual alcanza valores méaximos a
pHs sobre 9.0. Sumando a esto el aito pKa del grupo guanidino
(pKa>12) de la arginina, las pruebas de su participacion en el
proceso de transporte son claras.

Experimentos de efecto de la concentracion de cloruro en
el transporte de Fe(ll) indican que este anitn podria ser
cotransportado con el metal bivalente.

Los resultados se pueden explicar si al especie
transportada es FeCly,, y un residuo arginil esta er;'la via de paso
del cation.

Financiado por Proyecto Fondecyt 1080-91.
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IMAGENES DE CALCIO INTRACELULAR EN CELULAS
MUSCULARES EN CULTIVO (Intracellular calcium imaging in
cultured muscle cells). Hidalgo, J. y Jaimovich, E. Dpto. de Fisiologfa
y Bioffsica, Fac. de Medicina, U. de Chile y C.E.C.S.

Hemos usado células musculares esqueléticas de ratas perinatales
mantenidas en cultivo primario para hacer registros simultdneos de
imdgenes de video y electrofisioldgicos. Las células se incuban 20
minutos con el colorante Fluo-3 AM (forma esterificada y por lo tanto
permeable). Una vez desesterificado al interior de la célula, la
fluorescencia del colorante es proporcional al Ca*? libre. La
iluminacién es por epifluorescencia y la imagen se detecta con una
cdmara de televisién tipo CCD adosada al microscopio. Esta imagen se
graba en cinta de video y se visualiza en tiempo real en un monitor.
Posteriormente, las imdgenes se recuperan una a una y se graban en el
disco duro de un computador desde donde son analizadas por un
programa de tratamiento de imdgenes. Las células se sellan con
electrodos para registro con patch-clamp en su modalidad de célula
entera. Usamos nistatina al interior de la pipeta lo que permite s6lo el
paso de iones monovalentes a traves del sello con la membrana,
manteniendo asf al minimo la alteracién de componentes dializables.
Con pulsos despolarizantes en condiciones de potencial controlado, el
aumento de la sefial transitoria de fluorescencia tiene un potencial
umbral (Vm aprox. -40 mV) y un curso temporal que es posible de
seguir en las im4genes capturadas (aprox. 1.5 seg de duraci6n total).
Mediante un sistema de perfusi6n continua hemos podido seguir el curso
temporal de 1a acci6n de diversos agentes modificadores de la liberacion
de calcio manteniendo el potencial de membrana controlado.

La disponibilidad de informacién eléctrica tanto como del nivel de calcio
intracelular con una buena resolucién temporal y espacial nos permite
poner a prueba variados aspectos del acoplamiento excitacidn
contraccién en miisculo esquelético en cultivo.

Financiado por MDA, FONDECYT 896, DTI 9213.
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CARACTERIZACION DE CORRIENTES DE MEMBRANA EN CELULAS
ENDOTELIALES DE RATA (Outward currents in endothelial
cells of rat brain capillaries). Delpiano, M.A.
(Patrocinio: J. Bacigalupo). Max-Planck-Institut fur
Systemphysiologie, Dortmund, Alemania.

Células especializadas en detectar cambios de presion
parcial de oxigeno (PO,) tisular estan presentes en di-
versos tejidos del organismo. Las células de tipo-I del
glomo carotideo, un quimioreceptor arterial, responden a
la hipoxia disminuyendo la conductancia de sus corrien-
tes de potasio. Ese efecto parece ser responsable para
la secrecién hormonal que acompaiian a ese estimulo. Cé-
Tulas endoteliales son igualmente 0,-dependientes y 1i-
beran hormonas ante bajas del PO, arterial. Por ese mo-
tivo, buscando el mecanismo de respuesta, células endo-
teliales de cerebro de rata fueron investigadas usando
la técnica electrofisioldgica del patch-clamp. Dos tipos
de protocolos demuestran diferentes corrientes de mem-
brana. 1) Cambios de voltages desde -140 mV a 100 mV
desde un potencial mantenido (holding potential) de -50
mV crea corrientes de salida y entrada que activan a -30
y -65 mV respectivamente y poseen clara rectificacion.
Esas corrientes son sensibles a TEA, Cs+ y Col+. Ellas
son tambien reducidas en su amplitud-por Tolbutamida (1
mM) y Glibenclamida (0.2 mM) en 20 y 50 % respectiva-
mente. Las corrientes de entrada son sensibles a TEA y
Cs* pero no Co2+. 2) Pulsos depolarizantes a -80 mV
desde un potential mantenido de -80 mV revela corrientes
de entrada sensibles a TTX Las corrientes de salida
son moderadamenta afectadas por hypoxia (20 Torr) y NaCN
(1 mM) que incrementa su amplitud. De esos resultados se
concluye que esas células endoteliales poseen corrientes
de K+, Nat probablemte de Ca?*s segin 1o indica el
efecto del Coc*. Las corrientes de K* parecen ser meta-
bolismo dependiente ya que su conductancia es afectada
por hipoxia y el bloquedor de Tla respiracién mito-
condrial (NaCN), aunque en forma contraria a las células
tipo-1 del qlomo carotideo.
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FLENTES DE CALCIO IONICO INTRACELULAR EN CELULAS
EXCITABLES. (Sources of ionic intracellular calcium in
excitable cells). Rojas, E., M. XOro, Y
M.E. Pollard, Lab.‘F‘lFsmlogla Celular, Facultad de
iencias, Universidad de Chile y Lab. of Cell Biology
and Genehcs, NIDDK, NIH, Bethesda, USA.

. No hay claridad respecto al mecanismo de transduc—
cion entre la despolarizaciéon del plasmalema la libe—
racion de Ca®" intracelular. En musculo esquelético
hay evidencias que a raiz de cambios eléctricos en la

rana, se forma inositol 1,4,5-trifosfato (IPx),
el cual ocasiona liberacién de Ca=* y contractura.
Por otro lado, aplicaciones de cafeina o ryanodina
dproducmtam efecto simil.:r;dEn fibr{atnusctil ar Sislada

e crustaceo encontrado que tetracaina, droga
bloguea el acoplamiento excxtacién—cmtraccién, t:aml::?én'e
inhibe la activacion mecanica inducida por cafeina pero
no tiene efecto en el desarrollo de tensidn inducido
por IPx ex . Lo anterior, podria ser explicado si
se postula que cafeina e IPx acceden a diferen
compartimientos intracelulares. El objetivo del presen—

te trabajo es tratar de confirmar esta hipbtesis.

Se utilizaron fibras musculares aisladas de los

crustaceos Plggabalanus ?ittacus y Homarus americainus.
Para medir Tiberaci =+ as tibras tueron
cortadas longitudinalmente (flecadas) con el fin de
tener acceso al medio intracelular e incubadas con
acuerina. La luz resultante de la reaccidn entre
acuerina y Ca®" fué detectada mediante dos fotomul-
tiplicadores.

La liberacitn de Ca2* producida por exposiciones
consecutivas a cafeina y ryanodina, aun en dosis maxi-
mas, son siempre aditivas y semejantes. Esto sugiere
que las dos drogas tiemen acceso a diferentes comparti-
mientos de Ca®™", los cuales tiemnen una capacid
relativamente samilar. Por otro lado, aplicacién de
cafeina (9 mM) a fibras flecadas expuestas previamente
a altas dosis de IPx (+ 130 UM) no se vé afectada,
mientras que el tratamiento previo con IPx e
agotar el compartimiento sensible a ryanodina y
viceversa.

Nuestros resultados demuestran que en las fibras
musculares de crustaceo haéagor lo menos dos comparti—
mientos intracelulares de Ca=*, con posibilidad
de liberar Ca=+ angzne Eor mecanismos diferentes.
Proyecto DTI 28{0/9234 y Fondecyt 1055/92.
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COMPONENTES 1ONICOS DEL POTENCIAL DE ACCION DE CELULAS
CROMAFINES DE GLANDULA ADRENAL. DE ANFIBIO (Ionic
[ ts of action potent.lal in adrenal chromafhn
celEs of amghlb.lans). Bonansco, C., Massar
ac., Cs. Uhiversidad de Play a Anc ﬁa E
Fisiol. Cel., Fac. de Ciencias, thversuiad de hllE.
generacion de actividad eléctrica en células
cromafines de la glandula adrenal forma parte de la
primera etaga del proceso de acoplamiento estimulo—
secrecion. Previamente presentamos al s caracteris—
ticas electrofisioldgicas de las células cromafines del
sapo Caudiverbera caudiverbera, como parte de un estu—
dio in rativo proceso secretor y de la actividad
eléctrica, en una misma especie. En este trabajo se
presentan las componentes 16nicas que participan en la
génesxs del potencial de accidn.

Se usé la porcion cefdlica de la glandula, en la
cual existe una mayor densidad de células cromafines.
Se perifundid cmtl.ru.uamerlte a T= ambiente con una
Pette 7 BaTe 2.8, iucosa 25, 1o cumr vae T 2

= ucosa s, la cua
ccnstan{:emante equ.l\{.lgrada con una mezcla de 95/0-~-5%
CO- para obtener un 7.2. E1 reglstro intrace—
lular de potencial de membrarla {(Vm la inyeccion de
pulsos de corriente se realizd con e ectrodos ultrafi—
nos (R=200 a ). El Vi, ©n reposo de estas
celulas es de ~53 + 3.2 mV (n=28).

Aproximadamente el 20% de las células presentan
actividad eléctrica espontanea. La amplitud del poten-—
cial de accidn es ~30 mV, por lo que no se alcanzan
valores posxtxvos de V,. Es frecuente observar
espigas mas pequefias, las cuales probablemente se
?enerm en células vecinas eléctricamente acopladas.

odas las células presentan actividad eléctrica
repetitiva en res ta a la inyeccién de un pulso
rectangular de cc\rrlente desiular.lzante (hasta +200 pA,
1 ). as espigas desaparecen, lo
que indica la part.lcxpac.lbn de canales de Na* sensi-
bles al voltaje en la generacxtr\ del gntmcxal de
accion. Sin embargo, en presencia de Y
reaparece una espiga de amplitud ~79 mV y de larga
duracion (> seg). Bajo estas mismas cmdxcxmes al
aumentar la [Ca= de 2 S mM (fisiologica) a 12.5
nM, ‘l?g amplitud de 135 pctenclates de acc1a1prmmtai
~ o indica esta espxga se iria
r corrle'nte e entrada 3:9 Los resultadas
ambién sug.leren que la clnétl.ca ‘de la caorriente de
entrada de Ca®* y de salida de K* serian similares.
Proyectos DTI, Fcndecyt 1055/92 y ONET 239192 UPLACED.
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CANALES DE LIBERACION DE Ca*’ EN RETICULO
ENDOPLASMICO DE HIPOCAMPO DE RATA. (Ca*?release
channels in endoplasmic reticulum from rat hippocampus)
Sierralta, J. y Sudrez, B. Depto. de Fisiologia y Biofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El estudio de la regulacién del calcio por compartimentos
intracelulares en neuronas es un tema sélo recientemente abordado
en neurobiologfa. Estudios autorradiogrificos demuestran la
presencia de receptores a rianodina (RyR) e inositol (1,4,5)
trisfosfato (IP;R) en 4reas discretas del cerebro. En el hipocampo
ambos receptores se encuentran presentes en 4reas especificas:
RyR en el 4rea CA3-Giro dentado (GD) y e IP;R en ¢l drea CALl.
En este trabajo se obtuvieron preparaciones microsomales nativas
de ambas regiones, se cuantificé la unién de Ry e IP, y se
caracterizaron los canales en bicapas planas.

La preparacién microsomal de hipocampo total tiene una unién a
IP, de 2.4 pmol/mg de protefna y una unién a Ry de 210 fmol/mg
de protefna. Esta preparaci6n incorporada en bicapas planas (CsCl
250 mM cis / 0 mM trans, pH 7.4 y 5 mM Ca*? ¢is), presenté un
canal catiénico de 88 pS bloqueable parcialmente por heparina (10
ug/ml) y otro de 188 pS con sensibilidad a Ry (200 nM).
Preparaciones de ambas dreas por separado del drea CA3-GD
mostraron enriquecimiento de la unién de Ry de dos veces,
respecto  del 4rea CAl. En soluciones simétricas de
metanosulfonato de cesio (CsCH;SO;, 400 mM, pH 7.4), los
microsomas del 4rea CA3 contienen al menos dos tipos de canales
catiénicos. Uno de ellos (335 pS) es muy poco activo (P, < 0,1)
a bajas concentraciones de calcio en cig (pCa 6 a 5). Un segundo
tipo de canal de 11 pS, se mostré activo en este mismo rango de
concentraciones de calcio. Estos canales pueden estar asociados a
los receptores de IP; y Ry presentes en estas preparaciones
microsomales.

Financiado por proyectos Fondecyt 1294-91 y DTI B-3199
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ACTIVACION DEL CANAL DE Ca** DE RETICULO
SARCOPLASMATICO (RS) POR LIBERACION
FOTOLITICA DE Caz+ DESDE COMPUESTOS
ENJAULADOS (Sarcopl reticulum Ca?* channel activation by
photolytic release of Ca’* from caged compounds). Fill, M., Vélez,
P. y Gyarke, S. Depto de Fisiologfa y Bioffsica. Fac. de Medicina. U.
de Chile y Dept. of Physiology and Biophysics. U. of Texas Medical
Branch. (Patrocinador: B, Sudrez)

Los canales de Ca®** del RS de miisculo permiten la salida de
Ca®* hacia el citoplasma y la activacién de la maquinaria contrdctil. En
el musculo cardfaco, el principal agonista fisiolégico de la liberacién de
Ca®* es el mismo catién. Los canales de RS cardfaco son activados por
Ca®>* por la cara citos6lica. Esta activacién ha sido estudiada en
condiciones de régimen estacionario frente a concentraciones constantes
de agonistas. Sin embargo, en condiciones fisiolégicas, el canal de Ca**
del RS cardfaco estd sometido a un régimen de cambios abruptos y
transitorios de [Ca**] citos6lico y es posible que el mecanismo de
activacion de estos canales dependa no sélo de la magnitud del cambio
de [Ca®*] citosSlico sino también de la velocidad de este cambio. Se
estudid la sensibilidad de los canales de calcio de RS cardfaco de perro
en condiciones de liberaci6n ultrarrdpida de Ca®* limitada en las
cercanfas inmediatas (< 100 um) del canal, mediante fotdlisis (UV, ldser
Nd:YAG pulsado) de DM-Nitrophen, después de incorporacién a bicapas
planas artificiales (metanosulfonato de cesio, 400 mM simétrico, pH
7.4). Se encontré que los aumentos ultrarrdpidos de Ca®* (de pCa 7 a
pCa 6; 100 ns) por el lado citosdlico, activan el canal de manera
transitoria después de un retardo de alrededor de 1.0 ms. La activacién
decae con una constante de tiempo del orden de 700 ms (= 10 veces
mayor que el tiempo de difusién calculado). Estas observaciones
documentan por primera vez la factibilidad de activar de manera
reproducible canales i6nicos incorporados en bicapas mediante la
liberacin de agonistas (Ca**) desde compuestos fotosensibles activada
por flashes fotoliticos.

Financiado por Proyectos FONDECYT 1294-91 y DTI B-3199.
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LA FOSFORILACION AUMENTA LA SENSIBILIDAD A CALCIO
DE CANALES DE CALCIO DE RETICULO SARCOPLASMATICO.
(Phosphorylation increases calcium sensitivity of calcium channels from
sarcoplasmic reticulum). Marengo, J.1.°, Jorquera, 1.”. Departamento
de Fisiologfa y Bioffsica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
y ‘Centro de Estudios Cientfficos de Santiago. “Becario Fundacién
Andes (Patrocinio: R, Bull).

En el anfibio Caudiverbera caudiverbera el receptor de
ryanodina, putativo canal de liberacién de calcio del reticulo
sarcoplasmdtico (RS) de miisculo esquelético, es el principal sustrato de
protefna quinasa enddgena dependiente de calcio-calmodulina presente
en preparaciones de vesfculas de RS unido a tibulo transversal (trfadas).

Los canales provenientes de vesfculas fosforiladas in wiro
mostraron un aumento de la sensibilidad al calcio en la cara citoplas-
mdtica del canal con una K, para la activacién por calcio de 0.95 uM;
sin inhibicién por calcio citoplasmdtico en concentraciones altas (0.5
mM). En contraste, canales provenientes de vesfculas no tratadas
manifiestan activacién por calcio a concentraciones mayores (Ko 5., =
16 M) e inhibicidn en presencia de calcio alto en la cara citoplasmatica
del canal (K5, = 68 uM). En condiciones de reposo (pCa = 7), la
fosforilacién no modific la fraccién de tiempo que el canal permanece
en el estado abierto (Po) (0.03 + 0.01 y 0.02 + 0.01 para fosforilado
y control, respectivamente). De un total de 35 experimentos con canales
no tratados, el 20% presentd una relacién entre Po y calcio citosslico
fibre similar a la de los canales fosforilados, sugiriendo que algunas
preparaciones contienen canales fosforilados. Mds aun, trfadas
preparadas en presencia de NaF (un inhibidor de fosfatasas), presentan
canales con similar sensibilidad al calcio que las fosforiladas in vitro.

Nuestros resultados muestran que la dependencia de calcio de los
canales de calcio del RS se modifica por fosforilacion, y sugieren que
en condiciones fisiol6gicas éste podrfa ser un mecanismo de regulacién
de 1a actividad del canal.

Financiado por proyectos FONDECYT 1298-90 y 1108-91.
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HALOTANO INDUCE LIBERACION DE CALCIO DESDE EL
RETICULO SARCOPLASMATICO. ESTUDIOS EN VESICULAS Y
CANALES UNICOS. (Halothane induces calcium release from
sarcoplasmic reticulum. Studies with vesicles and single channejs).
Beltrdn, M. y Bull. R, Departamento de Fisiologfa y Bioffsica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

Se ha involucrado a los canales de calcio del retfculo
sarcoplasmético (RS) en los episodios de hipertermia maligna (HM) que
presentan individuos susceptibles frente a agentes farmacolGgicos
utilizados en anestesia, como halotano. Anteriormente comunicamos que
halotano activa los canales de calcio de RS del misculo esquelético de
Caudiverbera ¢ bera, en condici depH 74.

En este trabajo hemos caracterizado el efecto de halotano a pH 7.1
(cercano al pH fisioldgico intracelular) en la liberacidn de calcio, medida
con la técnica de filtracion rdpida desde vesfculas purificadas de RS, y
sobre la actividad de canales de calcio del RS fusionados con bicapas
planas. Halotano 200 a 500 uM potencia la liberacién de calcio inducida
por 1 uM de calcio mioplasmdtico, mientras que no lo hace en presencia
de calcio 10 uM. No observamos liberacién de calcio inducida por
halotano con concentracién de calcio de reposo (0.1 xM). En canales
fusionados con bicapas, halotano 17 a 136 uM produce activacion
caracterizada por un auniento en la fraccién de tiempo abierto (Po), sin

bio de la cond Este aumento de Po es dependiente de la
concentracion de calcio libre en el compartimiento mioplasm4tico. Asf,
la mayor activacién se produce con 1 xM calcio, siendo menor, tanto
para niveles de calcio mayores como menores. Para 0.1 uM calcio el
efecto es mfnimo. En condiciones de pH 7.1 los canales muestran mayor
sensibilidad a halotano que a pH 7.4, dentro del rango de pCa estudiado.

Nuestros resultados muestran que halotano es capaz de abrir los
canales de calcio, con mayor facilidad, con niveles de calcio mayores que
los de reposo, provocando liberacion de calcio. Ello puede contribuir a

plicar el d d to de la crisis de HM, ya que en individuos
susceptibles se han medido niveles de calcio en reposo de 0.4 uM.

Proyectos FONDECYT 1298-90 y 1108-91 y DTI B-3199-9223.
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HIPOTENSORES DE LAURELIA SEMPERVIRENS (MONIWIACEAE). (Hypateasors trom LAURELIA
SEHPERVIRENS). J. A. Redriguez, J. [. Llayela y A. Urzdas.Departasente de

Ciencias Biolégicas, Universidad de Talca, Casilla 747, Talea (Chile).
tDepartasento de Guimica, USACH, Santiago (Chile). (Patracinies R, Bustamante).

Laurelia sempervirens (Nomimiaceae) es un drbel endémico de Chile que crece en
las cerdilleras de los Andes y de la Costa, desde T2 VI 3 Ia X Regidn. Se lo
comsce con el nosbre velgar de “Laurel®. L2 intuside de hejas de L, seapervirens
tut empleada por la etnia Mapuche para tratar dolores de cabeza y curar la
wigrara. E1 extracte £tOH:H20 713 de Laurel preduce wn efecte hipotensor marcade
en ratas wormstensas ¢ inhibe 1z actividad de la emzima B-glucurenidasa “in
vitre®.

El  objetive de este trabaje fwb aislar y caracterizar los principies
hipotensores de las hojas de Laurel. A la dosis de S mg crudo/Kyg (intravensss),
*) extracto produje una caida signiticativa {-27%) de la presidn arterial aedia.
Al particienarse el crude con selventes de palaridad creciente (CH2C12, w-BuOM,
acueso) y extraerse selectivasente los alcaleides, se verificd wa efects adxins
en las fracciones alcaleidicas. Al evalvarse los crudes de alcaloides a | ag/kg
i.v., la fraccidn extraida a pH bisico produjo un efecte Mipatensor de 238,
aientras la ebtenida a pH dcido causd an 135 de hipetensidn. El efects
hipatensor fué dependiente de 13 dosis. Al cromateqrafiarse la fraccidn disica
del extracte alcaleidico total en silica o aldmina, se ebservd descomposicidn de
las productes, por lo que las fracciomes de columna se derivatizaren a
clorhidrates para su ensaye.

tos aicaleides Lirisdendrina, Micheialbina, Wermantenina y lawrelina, aislades
de hejas de L. sempervirens, se evaluaren en idénticas condiciones, a la dosis
€ 2.5 ag/Kg. Liriedendrina y MNichelaldina fuersn inactives a  esta
concentracién, sientras que Novnantenina causd una hipotensién débil, y
Laurelina wn efecte woderade (-16%).

E} aisli.iente y caracterizacién de los hipotensores del Llaurel estd en
progress.

(Financiads por FOMDECYT 039/90 o JFS 1720-§)
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CO-LIBERACION DE NPY Y MNA DE LOS
TERMINALES SIMPATICOS DEL CONDUCTO
DEFERENTE DE LA BATA. [Co-release of NPY and
NA from the sympathetic nerve terminals of the rat
vas derferens]. Tomes, G. Laboratorio de
Farmacologia, Fac. Ciencias Biologicas. P.
Universidad Catdlica de Chile. {Patrocinio: J_Pablo
G.Huidobro T.).

El rneuropeptido ¥ {NPY] se encuentra ampharmente
distribuido tanto en neuronas centrales como periféricas.
En estas dltimas se co-almacena frecuentemente

noradrenalina (N&]. El conducte deferente [CD1 recibe
una mervacion simpatica particularmente rica en NPY
NA. Muestra hipdtesis plantea que MNPY actuaria: como
co-transmisor en esta union newrcefectora, liberdndose
jurta con N& desde las terminales nerviosas, donde
ejerceria una accion modulatona de la liberacidn de N,
El abjetiva de este estudio fue caracterizar la co-iberacidn
de NFY y NA del CD' de 1a rata. Seamertos epididimarios
[E] v prostaticoz [F) del CD fueron incubados can 3H-NA,
montados en cémaras de superfusidn v estimulados
eléctr~amente  [1ms. 7. 1-70Hz). Se  reqistio
cortraccion muscular ¢ se determind ir-MNFY » titio en el
medio de superfusion. Estirmulos de 30 5 70 Hz provocan
una liberacion gradual de MNPV enE 2 P En
3H-N& se liberd con estimulos de frecuer
alcanzando un maxino a loz 18 Hz en ambas regones del
CD. La iberacion tanto de NPY comio MNA depends de |3
presencia de calcio estracelular. La admiristracion de
DOHdopamina (200 maskg iv 48 h.} oblitera fa ¢
contractit del CO v previens la liberacidn de MNP
Ma. En resumen, NFY y MA4 se coliberan d
wancosidades  simpdticas  del
dependerncia diferenoial de 1 fre
eléctiica. Proyecto FONDECYT 748/3

T
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INTERACCION FAGOSOMA-ENDOSOMA . (Phagosome-
endosome interaction). Mayorga. L, S., Pitt,
A., Colombo, M. I., Bertini, F., y Stahl P.

R. IHEM, U.N.Cuyo-CONICET, Mendoza, Argentina
y Dep. Cell Biol. & Physiol., Washington
University, Missouri, U.S.A.

Los fagosomas recientemente formados in-
tercambian material soluble y asociado a mem-
branas con otras organelas intracelulares en
un proceso que es fundamental para la madura-
cién de 1los mismos a fagolisosomas. Se ha
desarrollado un model experimental para estu-
diar este proceso en células intactas y en

homogeneizados celulares. Se incubaron ma-
cr6fagos murinos con §. _gureus cubierto con
un anticuerpo anti-dinitrofenol. El anti-

cuerpo permaneci6 unido al S. aureus durante
los primeros 10 min pero luego, merced a la
accién de proteasas, fue liberado a la luz de
los fagosomas. Estos fagosomas tempranos se
comunicaron mediante conecciones tubulares
con endosomas lo que posibilité la difusién
del anticuerpo a los endosomas y, viceversa,
el ingreso de material endosomal a los fago-
somas. Finalmente, una parte del anticuerpo
fue recuperado en €l medio extracelular. La
fusién de fagosomas con endosomas fue recons-
tituida in vitro utilizando vesiculas endoci-
ticas cargadas con f-glucuronidas dinitrofe-
nilada (ensayo bloquimico) o con oro coloidal
(ensayo morfolégico). Los ensayos in wvitro
mostraron que el mecanismo de reconocimiento
y fusién es semejante, pero no idéntico, al
que media la fusidén entre endosomas. Los re-
sultados indican que el fagosoma temprano se
comunica con el compartimiento endosomal 1lo
que le confiere caracteristicas propias de
este compartimiento, tales como alta fusoge-
nicidad y capacidad de reciclar material a la
superficie.
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INHIBICION ESTERICA DE LA MOVILIDAD DE
DINEINAR CITOPLASMATICA Y KINESINA POR MAP2.
(Steric inhibition of cytoplasmic dynein and
kinesin motility by MAP2). [opez. L. A, . Yy
Sheetz, M,P. Dept. Cell Biol. Duke
University. U.S.A. e IHEM. Mza, Argentina.

Utilizando varios ensayos de movilidad
in wvitro, encontramos que la movilidad
generada por los motores microtubulares,
kinesina y dineina citoplasmatica, puede ser
inhibida por MAP2 pero no por la proteina tau
0 1los fragmentos proteoliticos de MAP2. En
ensayos de movilidad de microtubulos
(gliding), 1la presencia de MAP2 en los
microtubulos (en relacién 1 MAP2:20 tubulina)
causc la inhibicién del 75% utilizando bala
concentracién de proteinas motoras. E1l
porcentaje de inhibicién disminuyo con el
aumento de las proteinas motoras sugiriendo
que la inhibicién es el resultado de la
competicién por acceso a la superficie del
microtubulo. Para determinar si la
competicién es por sitios especificos en el
MT, wusamos la proteina tau y fragmentos
proteoliticos de MAP2 para decorar los MTs.
No fue observada inhibicién e incluso hubo un
incremento de actividad en los microtubulos
decorados con tau. Debido a que tau,
fragmentos de MAP2 y MAP2 se unen al mismo
sitio de tubulina, es improbable que la
inhibicién de movilidad se debiera a una
competici6én por el sitio. Por el contrario
sugerimos que el brazo de MAP2Z interfiere con
la interacci6n de 1los motores con el MT y
causa un dramdtico incremento en el numero de
MT que se desconectan. In vivo, MAP2 podria
jugar un rol muy importante en 1la generacién
de polaridad celular por la inhibicit6n del
transporte microtubular en sitios especificos
del citoplasma.

BIOQUIMICA 11
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XILANASAS Y ACETIL XILANO ESTERASAS DE Penicillium
purpurogenus: PURIFICACION Y PROPIEDADES. (Xylanases
and  acetyl xXylan esterases of Penicillivm
purpurogenus: purification and properties). Belapcic,
A., Egafia, L., Steipner, J. y i J. Lab. de
Bioguimica, Universidad Catélica de Chile y Lab. de
Microbiol., Fac. de Ciencias Quim. y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

La biodegradacién del xilano es un proceso
complejo, participando diversas enzimas secretadas por
o bacterias, y es Iimportante en 1la
sacarificacién Qe madera y residuos agricolas. Se
encuentra en estudio el sistema xilanolitico de una
cepa de P. purpurogenumr aislado de suelo gue crece muy
bien en paja, material rico en xilano.

El hongo fue crecido en medio liquido a 289 con
varias fuentes de carbono y nitrégeno. Las enzimas se
estudiaron en sobrenadantes del cultivo. Actividad
xilandsica se midié con xilano de abedul, estimando
poder reductor con dinitrosalicilato. Acetil xilano
esterasa se determiné midiendo acetato 1liberado de
acetil xilano por HPLC o un método enzimatico.

Por filtracién molecular se observan 2 formas
principales de xilanasas que han sido purificadas a
homogeneidad y son glicoproteinas. La xilanasa A tiene
peso molecular 33 000, pH é6ptimo 7 y temperatura
éptima 600, La forma B peso molecular 23 500, pIl 5,9,
pH éptimo 3,5 y temperatura 6ptima 50°. Suero anti B
no reacciona en forma cruzada. La produccién de acetil
xilano esterasa es éptima con xilano acetilado como
fuente de carbono. Un zimograma muestra al menos 2
iscenzimas.

Financiamiento: proyectos FONDECYT 90-0822 y
UNIDO 91/065.
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LOCALIZACION SUBCELULAR Y PROPIEDADES FIBICO-
QUIMICAS DE LA APIRASA DE PLACENTA HUMANA
NORMAL . (S8ubcellular localization and physico-
chemical properties of normal human placenta)
Valen la, M.A., Band. A. rion

8ilva, M.A.* Depto Bioquimica y Biologia
Molecular. Fac. de Ciencias Quimicas Y
Farmacéuticas, ¥Fac. Medicina. U. de Chile.

Estudios previos en placenta humana
indican una accidn antiagregante plaquetaria
de la apirasa por su actividad ADP4sica. Para
confirmar esta hipétesis hay que conocer su
localizacién subcelular. La baja actividad
ADPasica en ciertas patologias placentarias
con alteracidén de flujo sanguineo, podria ser
debido a disminucién de actividad apirasica.

Las actividades ATPasa-ADPasa y 5’AMPasa
microsomal de placenta normal se ubican en
gradiente continua a una concentracién de
39,5% de sacarosa. Esta fraccién de membrana
plasmatica no esta contaminada con G-6-Pasa,
marcadora de reticulo,la que se detectd a una
concentracén de sacarosa de 25% . Una
localizacién tipo ectoenzima de la apirasa
apoyaria la funcién propuesta para ella.

La caracterizacién fisicoquimica de la
enzima de tejidos normales es necesaria para
compararla con la de casos patoldgicos. Los
datos encontrados para la actividad ADPasica
fueron: pl de 4.7 y una M.M. da 60 kDa por
irradiacién con “SCo.

Finalmente se ha comenzado el estudio de
estadistico de los niveles de esta enzima en
pPlacentas normales. Se han encontrado en 12
casaos 0,165 + 0,039(8D) U/mg para la ADPasa
y 0,119 + 0,031(8D) U/mg para la ATPasa.
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MODIFICACION QUIMICA DE LAB ACTIVIDADES DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE UN COMPONENTE

FOSFOMONOESTERASA Y DIFOSFOHIDROLASA DE E.
coli. (Chemical modification of phosphomono-
esterase and diphosphohydrolase activities of
E. coli). BGarcia, L. y Kettlun, A.M. Depto
Bioquimica Yy Biologia Molecular. Fac.
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. U. de
Chile. (Patrocinio:L. Chayet).

En el espacio periplésmico de £. coli bhay
una enzima con actividad fosfomonoasterdsica
y difosfohidroldsica. Esta enzima tiene una
gran inespecificidad por los nucleosidos
mono, di y trifosfatos. 8e ha elegido ATP vy
ADP como indice de la actividad difosfohidro-
lasica y 5'"AMP de la esterdsica. Para saber
si estas dos actividades corresponden a un
mismo o a diferentes sitios activos, se ha
iniciado el estudio con modificadores
quimicos selectivos de aminodcidos.

Las actividades ATPasa, ADPasa y 5’'AMPasa
son inactivadas con dietilpirocarbonato. Sin
ambargo ningun sustrato (en presencia o
ausencia de Ca=2*) protege de la inactivacién;
lo cual descarta la participacién de la his
en el sitio activo.

La carbodiimida soluble inactiva también a
estas actividades; sin embargo hay proteccién
por los respectivos complejos sutrato-Ca=®".
Esto sugiere 1la participacién de residuos
carboxilicos en el sitio activo de las
actividades fosfomonoesterasa y difosfohi-
drolasa. El hecho que al nucleotido protaege
sélo en presencia de Ca®*" y que las tres
actividades son absolutamente dependientes de
catién bivalente, sugiere que el verdadero
sustrato es el complejo nucleotido-metal.

Financiado por Proyecto Fondecyt $0-1006.
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EFECTOS PROOXIDANTES DEL CONSUMO DE ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS (AGPI) n-3 Y RESPUESTA ADAPTATIVA DEL
ORGANISMO A SU INGESTA. (Prooxidant effects of polyunsa-
turated fatty acids (PUFA) n-3 intake and adaptative
behaviour of the rat organism to its ingestion).
Garrido, A. y Gdrate, M. Unidad de Bioquimica Farmacolé-
gica y Lipidos, INTA, U. de Chile. (Patrocinio: A.
Valenzuela)

Los efectos bioldgicos del consumoc de AGPI n-3,
presentes en los aceites de origen marino son de interés
por su accidén beneficiosa para la salud humana derivada
de su ingesta. Paralelamente, se han propuesto posibles
riesgos, inherentes al consumo de estos &cidos grasos.
Nuestro grupo ha caracterizade algunos aspectos del
riesgo de estres oxidativo derivado de la ingesta de
altas dosis de aceite de pescado en ratas iévenes y
enve jecidas encontrandose un aumento de la susceptibili-
dad de membranas a lipoperoxidar in vitro, con una impor
tante disminucién de los niveles de vit, E. modificacio-
nes de los niveles de glutation reducido y disminucién
de algunas actividades enzim&ticas como glucosa-6-
fosfatasa v 5’ nucleotidasa en microsomas hepdticos.

En este trabajo se midié la susceptibilidad al hemolizar
de suspenciones de eritrocitos expuestos a iniciador de
radicales libres 2,2'-Azo-bis {2-amidino  propanc)
(ABAP), a diferentes tiempos. Los eritrocitog provenien-
tes de animales que consumen AGPI n-3 son mas suscepti-
bles a hemélisis. En este mismo sistema utilizando
eritrocitos de ratas normales, se midié la capacidad
antioxidante del plasma (CAP), de los plasmas provenien-
tes de estos animales vy se demuestra que 1los que
consumen AGPI n-3, aumentan su CAP. La suplementacidén
con vit. E mejora alaunas de estas respuestas biogui-
micas, dependiendo de la edad del animal estudiado.
Proponemos que junto con los cambios que representan un
riesgo para el organismo hay una respuesta adaptativa
aue hemos caracterizado como un aumento de la capacidad
antioxidante del plasma, CAP.

Proyecto FONDECYT 683-92.

PROATEROGERICO EN EL ACEITE DE PESCADO Y ACEITES
POLIINSATURADOS. (Demonstration of the presence of a pro-
atherogenic component in fish 0il and polyunsaturated
oils). Montero E., Skorin C., Guasch V., Solis de Ovando
F., Luci C., Leighton F y cols. Laboratorio de Citologia
Bioquimica y Lipidos, Universidad Catélica de Chile.
Las enfermedades cardiovasculares, principalmente
arterioesclerosis, constituyen la primera causa de muerte
en Chile y en los paises mis desarrollados. La teoria
oxidativa de aterogénesis, seilala que al oxidarse las LDL
son captadas por macréfagos que se acumulan en el suben-
dotelio arterial, dando lugar a las estrias lipoideas
que revelan el comienzo de la arterioesclerosis. Eviden-
cias epidemiolégicas y experimentales sugieren que los
aceites de pescado (ricos en écidos grasos poliinsatura-
dos de la serie w~-3) reducen el riesgo de arterioesclero-
s8is en h El ser ptibles a la oxidacién,sugie-
re que entre sus multiples efectos biolégicos,predominan-
temente antiaterogénicos, hay un componente proaterogéni-
co. Nuestro objetivo fue evaluar si los aceites de pesca-
do, y otros aceites poliinsaturados, ejercen un efecto
prooxidante in vivo sobre las LDL en humanos, y si causan
aumento de su susceptibilidad a la oxidacién in vitro.
Los pardmetros evaluados fueron, la formacién de dienos
conjugados, la medicién de productos de oxidacién(TBARS),
los grupos amino libres de la apo B-100 de LDL, migracién
electroforética, degradacién por sacréfagos, y antioxi-
dantes, Hombres jévenes, con una dieta libre recibieron
suplemento de aceite de pescado en dosis 6g/dia, o aceite
de oliva o maravilla 20 ml/dias, por 30 dias. Se encontré
evidencias de dafio oxidativo en la LDL post-suplementa-
cién. Se observé un aumento en la susceptibilidad a la
oxidacién in vitro, Concluimos que efectivamente hay un
componente proaterogénico en los aceites poliinsaturados,
incluyendo el aceite de pescado, un efecto contrarrestado
por los efectos antiaterogénicos que serian aparentemente
predominantes. Estos resultados enfatizan la necesidad de
una adecuada suplementacién antioxidante cuando se aporta
dc.grasos poliinsaturados.(Financ. Fond. 732/91 y 98/92).
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PERDIDA DE LA COOPERATIVIDAD HACIA EL INHIBIDOR AMP EN
UN  DERIVADO FRUCTO5A—1 , 4-B1SFOSFATASA-FENILGLIOXAL
SENSIBLE AL NUCLEOTIDO. (Loss of cooperativity towards
AMP  in a fructose 1,46-bisphosphatase-phenylglyoxal
derivative inhibited by the nucleotide). Mellado, R.G.,
Carcamo, J.G., y Slebe, J.C., Instituto de Bioquimica,
Universidad Austral de Chile.

La enzima tetramérica fructosa-1,4-bisfosfatasa
de rifén de cerdo es inhibida en forma alostérica vy
cooperativa por AMP. En el estudio de estos fencmenos a
través de 1a modificacién Qquimica con fenilglioxal
(FBD), se ha descrito el posible compromiso de dos
residuos de arginina por subunidad (Carcamo, J.G.,
Arch. Biol. Med. Exp., 24, R-172, 1991). Se demostrs
que el blogqueo de uno de ellos altera la sensibilidad
de la enzima 3 este nuclestido, y se sugirié, que el
segundo residuo estaria relacionado con la interaccién
cooperativa entre los sitios de unisn de AMP.

En el trabajo que presentamos ahora, mostramos
condiciones selectivas de modificacién con FGBO, en
donde sélo ocurre una répida pérdida del efecto
cooperative en la inhibicién por AMP. En estas
condiciones, a los 20 min de modificacién, el indice de
cooperatividad (n,) llega a un valor muy cercano a 1,
mientras que otros parametros de la enzima, tales como
actividad catalitica, activacien por cationes
monovalentes, sensibilidad de la enzima al nucleétido,
entre otros, permanecen practicamente inalterados. La
cinética de alteracién del n. es de pseudo-primer
orden, con dos moléculas de FGO uniéndose por residuo
de arginina. La velocidad de incorporacién de [*4C]-
fenilglioxal a la enzima se relaciona directamente con
la alteracion de 1a cooperatividad.

Se estan utilizando estas condiciones para
identificar en la estructura primaria el residuo de
arginina implicado en la interaccién cooperativa entre
los sitios de wunién de AMP. (DID-UACH RS-92-40 vy
FONDECYT 92/150).
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE DnaK Y
GroEL HOMOLOGAS EN Thiobacillus ferrooxidans.
(Identification and characterization of DnakK
and GroEL homol ogues in Thiobacillus
ferrooxidans). Patricia Varela y Carlos A.
Jerez. Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

La respuesta al estrés térmico induce la
sintesis de al menos 17 proteinas en
Escherichia coli, siendo las proteinas DnaK y
GroEL las que se inducen mayoritariamente en
esta bacteria. Estas proteinas son
chaperoninas moleculares que protegen de la
desnaturalizacién térmica de las proteinas. En
Thiobacillus ferrooxidans hemos identificado,
mediante técnicas inmunolégicas (western blot)
y analisis de la secuencia aminoacidica del
extremo N-terminal, dos proteinas mayoritarias
inducibles por estrés térmico que son
equivalentes a la DnaK y GroEL de E. coli.
Ellas mostraron un 80 y 70% de homologia con
DnaK y GroEL respectivamente. Por otro lado,
el empleo de electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes, con gradiente transversal
y posterior western blot, mostré que la
proteina de T. ferrooxidans equivalente a
GroEL forma estructuras oligoméricas de
catorce subunidades similar a la GroEL en E.
coli. La DnaK de E. coli presenté estructura
dimérica y monomérica, mientras que la
proteina de T. ferrooxidans equivalente a DnakK
presenté sélo estructura monomérica.
Financiado por Proyecto Fondecyt 91-1010,
UNIDO y SAREC.
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EFECTO DE PEPTIDOS DE ACIDO GLUTAMICO Y TIROSINA
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA SUBUNIDAD « DE LA CASEINA
QUINASA II DE Xenopus laevis. (Eﬂ‘ectofglutamlcaudandtyromne

peptides on the activity of the a sub of casein kinase II from Xenopus
laevis.) Tellez, R. y Connelly, C. Depto. de Bioguimica, Facultad de
Medicina y Depto. de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La caseina quinasa II (CQII) es una serina/treonina proteina quinasa
prewnﬁeenlueél\ﬂue\mm&hmsmtoelnucleocomoenel

iores de este io mostraron que un
amxﬂﬁnzro al azar de 4cido glutdmico y tircsina en pwoponmén 41 es
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LAS ENDOTELINAS INDUCE LA RUPTURADE FOSFOINOSITIDOS EM
LA BARRERA HENMATOENCEFALICA. (Endothelins induce
breaking of the phosphoinositides in blood brain barrier)
Diaz, G.A, Catalén,R.E., Martinez, A.M. y Aragonés,M.D.
Departamento de Ciencias Biomédicdas, Facultad de Ciencias
de la Salud, U. de Antofagasta, Departamento de Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias, U. Autdénoma de Madrid,

y Departamento de Bioquimica, Facultad de Ciencias Quimi
cas, U. Complutense de Madrid (Patrocinio: S.lLavandero).

Las endotelinas son una familia de isopéptidos con di-
versas acciones biolégicas sobre todo a nivel vascular.
Por otro lado, la barrera hematoencefdlica (BHE) esta
formada principalmente por los microvasos intracerebra-
les, los que llevan a cabo procesos esenciales para una
correcta funcionalidad del SNC. Por esta razdn, se es-
tudid si las endotelinas ejercian alguna accidn sobre la
BHE, modulando por lo tanto, alguna de las funciones que
ésta lleva a cabo. Los microvasos intracerebrales se pu—
rificaron de la corteza Eerebral de la rata y posterior-
mente se incubaron con P. Los fosfoinositidos se sepa
raron por cromatografia en capa fina, identificados por
autoradiografia y contados por centelleo liquido. Las
endotelinas 1 y 2 indujeron una disminucién en el marca-
je de los fosfoinositidos (PIP2, PIP y PI) de una manera
dependiente de la dosis y del tiempo. La méxima disminu
cién se observd al minuto de exposicién a los péptidos,
¥y la minima dosis para producir el maximo efecto fue

100 nM. Paralelamente a ello se produjo un aumento en
la sintesis de 4cido fosfatidico (PA), con un méximo a
los 5 minutos y una dosis minima de 100 nM para el méxi-
mo efecto. La dosis efectiva 50 (DE5S0) fue 8 nM para am
bos péptidos. Por otro lado, los efectos de la Endoteli-
na 3 fueron cuantitativamente menores que los observados
con las Endotelinas 1 y 2, y su DE50 fue 400 nM. En re-
sumen, la BHE es un tejido diana de las endotelinas 1 y
2, las cuales actan probablemente a través de la activa
cidn de la fosfolipasa C.
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE METALES SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA HOLOENZIMA DE CASEINA QUINASA I, SU
SUBUNIDAD « Y LA ENZIMA RECONSTITUIDA. (Comparative study
about the activity of the casein kinase II holoenzyme, its a subunit and
the reconstituted enzyme.) Gatica, M. Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

IAeuefmqmmnII(OQI[)deoocttudeXmopuslmues\mam
cuyas subunidades « y 8 han sido clonadas en lab
(Jedlicki, A., et al. FEBS Lett. 297, 280-284, 1992) y posteriormente

mucho mejor inhibidor de la CQII que el 4¢ido poligl

un I5, dos 6rdenes de magnitud inferior al I, deesteultuno Tambié

presadas y parciak purificadas. En el trabsjo se presenta una

se encontré que el péptido sintético YYEEEEEEEEE (Y,E;) es mejor
nﬂnbuhn que el péptido EﬂiEEﬂiEIﬂiEY\((E,Y}) Estos resultados nos

I i6n del efecto de diferentes les sobre la actividad de Ia
ima de oocitos y de la subunidad « (CQIla) y de la enzima recons-
tituida (CQIa+p). La CQIa presenta una menor dependencia de
metales monovalentes para su actividad méxima que no tiene una gran

di que la pr y ubicacién de la tirogina es importante para
la afinidad de la enzima por ias de aminoécid
écidos. Al cl y exp se en e] lab io las subunidad

(mtaﬂtm)yﬂ(reglﬂadom)(JedlnhetuLFEBSLettmmm
1992), las cuales constituyen el tetrdmero «,f, de la CQIL, fue posible
probar el efecto de estos péptidos y polipéptidos sobre la actividad de la
"‘adela'yla‘. ituida. Los resultados mues-
tran que la subunidad « es menos sensible a la presencia de tirosina pues
el copolimero glutdmico:tirosina 4:1 tiene un I5q sélo un orden de magni-
tud inferior al I, del écido poliglutdmico. También observamos que con
Ia subunidad «, el Iy, del péptido Y,E, no es significativamente diferente
del I;, del péptido E,Y,. Al probar el efecto de estos péptidos sobre Ia
mnmnnnmmmhnuneai-ﬁemwnhnnmsqueemaseumunnaenﬁmnm
e ala hol i Estosr dos nos indican que la subunidad
p es importante para incrementar la afinidad de la CQII por secuencias
constituidas por tirosina y Acidos glutdmicos y esta subunidad seria
para el r imi delapodﬂonth la tirosina en tales
secuencias.
(Apoyado por The Council for Tobacco Research y FONDECYT.)

i6n entre 30 y 100 mM. Esto muestra diferencias con la actividad
fixima de la holoenzima que 150 mM de KCl y 180 mM de
NaCl. Los metales bivalentes (Zn**, Mn**, Co*™*, Cu** y Ni**) son en

| inhibid dela idad tanto de la CQII de oocitos como de Ia
CQlIaaoIayOQlIa+premnautuxda,cunndosem|denenpmde
10 mM MgCl,. Estudios con NiCl, que la subunidad « es mas
sensible a la presencia de este metal, particularmente a concentraciones
altas de MgCl,, comperada con la de la holoenzima. El Mn** y el Co**
pueden ser utilizados en lugar de Mg** tanto en fosforilaciones con ATP
como con GTP. Tanto la subunidad « como la hol i una
Vasx relativa mayor en presencia de GTP-Mn** que en presencia de ATP-
Mn**. Las K, app 3¢ 12 holoenzima y de 1a CQIla usando ATP o GTP y
Mg*™* o Mn** son esencialmente iguales.

(Este trabsjo ha sido apayado por The Council for Tobacco Research y por
FONDECYT.)
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AGENTES CANCERIGENOS Y MUTAGENOS PRESENTES EN EL
AIRE DE SANTIAGO MODIFICAN EN RATAS EL METABOLISMO
MICROSOMAL HEPATICO DE ACIDOS oC'i’:{fASOS t(hce.;amu::hm
mwenicqmpmeuin iago's air modify in rat myucx jver

microsomal metsbolism). m_l’“ Adopis M, aad Gibson G.
Depnmmdeﬂwquimu. ‘acultad de Medicing, Universidad de Chiley
Molecular Toricology Reseacch Group, University of Surey, England.
(Patrocinio: O. Fuentes).

El sigema de m igenssss contiene una superfamilia de
isoenzimas citocromo P-450 ias cuales metabolizan sustratos  lipofilicos
endogeacs (fcidos grasos, bormonas estercidales)y exogenos (farmacos,
contaminantes smbientales). LaisoenzimacitocromoP-450 IV Al catalizala
fidvoxilacion en posiciones w y w-1 de #cidos grasos. Diversos esudios
realizados en muestro (aborstorio han demostrado que Ix desamtricion induce
esta isoenzima y las actividades para hidroxilar en posiciones w y w-1
fcidos araquidonico y Iatrico. Trabsjos de muestro han demostrado
ue exiractos orgknicos del material particulado del sire de Santiago
hﬂh)omlunaldmucauxunumu!:dealmzxnl6hukuuﬂmnu
policiclicos aromdticos (HPAs) entre los ¢ eacueniran varios
carcinogénicos. Ensayos de estos extractos dtuldeAnushﬂn
dznuuu:doqneésmuxnlkunuuennnqgamux Eneste extudio se muestra
ef efecto de HPAs, de nitrosrenos y de diferentes EOMPA, sobre el
mmbd:momvmodelk;dohhw m:Pd:olWM 35&::(4:;?;)«!
fueron con Benzo(a)pireno (BaP), 1-nitro-pireno
EOMPA (fraccitn total y fraccion respirable) y extractos del material
perticulado de motores diesel. La actividad #cido wbrico hidroxilasa se
determind por HPLC en fase reversa, idensificando y cuantificando los
g:muunhukunduhsenpaluonw y w-1. Laisoenzima P450 IV Al
analizada en las distintas iones por Western Blot. La
administracion de: BaP, 1-NP, EO! (fraccion total y fraccion respirable)
y extractos del material particulado de motores diesel jo los siguientes
efectos: a) sumento en el comenido toral de citocromo P-450, y
desplazamiento s menores de onda del pico de maxima sbsorcion
o::sky)PASO reducido - CO, b) disminucién considersble en ia
activi hidroxilar in vitro 4cido iatrico en posicionesw y w-1yc)
msnumuanendcol:mdodehnxnnuma?450FVAl.Elmsnududm
sugieren que los HPAs y los nitroarencs que se respiran en el aire de
Samtisgo lacomposicitn deisoenzimascitocromo P-450 afectandoel
metabolismo de scidos grasos y lemente de otros sustratos enos.
(FONDECYT 1314-91, OEA 03-91-528 -290 CHI y British Council).
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ROL DE LA FUMARATO REDUCTASA EN LOS PROCESOS
BICENERGETICOS DEL Trypanosoma cruzi.(Role
of Fumarate reductase in bioenergetics
process ot T. cruzi). Paloming, A,

Be y Caloma-Torres. L. (%).
Dwpartamanto de Bioquimicea, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile y (%) Departa-
mento de Biclogia, Universidad Metropolitana
oe Ciencias de la Educeacidn.

Los procesos dJe obtencidn de energia JOel
protozoo Trypancsoma cruri, presentan varias
diferenciass de los mamiferos que parasita.

En @1 presente trabajo ss estudid el funcio-
namiento de la fumarato reductasa, actividad
enzimAtica que realiza la reaccién reversa a
la succinato deshidrogenasa, esto es, produce
succinato a partir de fumarato, utilizando
NADH como sustrato rsductor.

La actividad fumarato reductasa es inhibida
por 3-métoxifenil acetato (MPA, Ixq = 10 mM).
Esta inhibicion sigue una cinetica de tipo
cooperativo (Indice de Hill = 1,46).

Esta droga también produce inhibicién del
consumo de oxigeno en las células intactas vy
en el crecimiento de cultivos de formas
epimastigotas del paradsito en el mismo rango
de concentraciones que las necesarias para
afectar la actividad fumarato reductasa.

La acciéon del MPA sobre los procesos
bioenerqgéticos del 7. cruzi se comprobd al
estudiar su efecto sobre el estado redox de
algunos componentes mitocondriales. Se
observed que el NADH es afectado por el MPA,
reducisndose, & diferencia ds 1los estados
redox de los citocromos b y c, los cuales no
cambian .

Financiado por DTI, FONDECYT 91-1312, SAREC.
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RESPUESTA DEL Trypanosoma cruzi FRENTE AL
EBTRES. INDUCCION DE PROTEINAS DE SHOCK.
(Stress response in7, cruzi. B8hock-—protein

induction). Spencer, P., Tralpm. L. Yy Alduna-

ie; J. Departamento de Biogquimica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

El T7rypanosoma cruzi, agente causal de la
enfermedad de Chagas, no posee mecanismos
defensivos eficientes contra los radicales
libres. Actualmente se usan coma dragas para
tratar 1la enfermedad de Chagas 1 el Nifur—
timox y Benznidazol. En el caso del Nifurti-~
mox, #s sabe que su accion tripanosomicida se
debe a la generacion de radicales libres
productos de la droga misma, y de reduccidn

parcial del oxigeno.

Interesados en estudiar las respuestas del 7.
cruzri frente al estres oxidativo, se analizo
la induccion de proteinas de estres en el
parésito tratados con Nifurtimox y se compard
con otra situacédn de estres como es sl calor.
En ambas situaciones s& expusieron formas
spimantigotas del protozoo al agente estre-
sante vy pogtnriormnnt se incubaron con
mntion}na—s— y sae& analizé en geles de
poliacrilamida-5DS los cambios on las

proteinas sintetizadas. El 7. cruzi responde

frente al calor con la sintesis de proteinas
de shock (hspéd, hsp70 y hsp33). Al expo-
nerlas al Nifurtimox se observa una di-
sminucion generalizada de la sintesis protei-
ca con la induccion de proteinas de peso
molecular 683 y 30 kD.

Estos resultados indican que el paradsito
pusde producir modificaciones en la sintesis
de proteinas como respuesta al estres oxida-
tivo.

Financiado por DTI, FONDECYT ?1~1312, SAREC.
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