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SIMPOSIO TOPICOS EN METABOLISMO DE LIPIDOS

FLUJOS METABOLICOS DE ACIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS. ROL
DE PEPOXISOMAS, {Metabolic fluxes of fatty acids in hepa
tocytes. The role of peroxisomes). Bronfman,M., Orellana

Bioloqgicas. P.Universidad Catdlica de Chile.

La contribucién del sistema peroxisomal de B-oxida-
cién de dcidos grasos por ta célula hepdtica in vivo,asi
como el destino metabélico de sus productos no se cono-
cen, Con el objeto de evaluar esta contribucidn, hepato-
citos aislados de ratas controles y tratadas con Cipro-
fibrato (para aumentar la actividad del sistema peroxi-
somal) se incubaron con mezclas de dcidos grasos(acético,
butirico, laurico y palmitico) con uno solo de ellos
marcado con 14C en el carbono 1 por vez. Bajo estas con-
diciones. la marca incorporada en productos de oxidacidn
(CO2 y cuerpos ceténicos) desde dcido ldurico 1-14C au-
menté en hepatocitos de ratas tratadas, mientras que dis
minuy6 la desde dcido butirico 1-14C. Incorporaciones
intermedias se observaron con acidos acético y palmitico.
Estos resultados sugieren que, in vivo, los peroxisomas
oxidan activamente dcidos grasos de cadena media (lauri-
co) v concuerdan con resultados previos in vitro.

E1 contenido enzimdtico de los peroxisomas sugiere
que Tos productos de la B-oxidacion peroxisomal son ace-
til-carnitina y acil-carnitinas de cadena corta y media.
Para tratar de verificar esta proposicidn, se investigd
el comportamiento de Tos compartimentos de carnitina y
acetil-carnitina, en hepatocitos oxidando dcido laurico.
La adicion de este sustrato resulta en un aumento del
compartimento de acetil-carnitina y en una disminucion
del compartimento de carnitina (2-3 veces). La 1legada
a estado estacionario aparente, luego de Ta adicidn de
acido ldurico, es casi 10 veces mas rapida en hepatoci-
tos de ratas tratadas que en el caso de controles. Estos
datos se discuten en terminos de un modelo de flujos de
acil-carnitinas en células hepaticas.

(Financiado por pryectos DIUC 76/82 y Fondo Nacional
de Ciencias 1198/83)

TRANSPORTE VESICULAR DE COLESTEROL (C) BILIAR. Nervi,F.
Ulloa, N. y Garride, J. Departamento de Gastroenterolo-
r{a, Facultad de Medicina y Departamento de Biologfa Ce-

Jular, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

E1 (C) es solubilizado en micelas mixtas u otros com-
plejos polimoleculares de sales biliares (SB) y fosfoli-
pidos (F1) seglin sea el grado de saturacién de C y la
concentracidn total de 1fpidos. Es de conocimiento acep
tado que el C biliar se encuentra especialmente en solu-
cibén micelar. Usando ultracentrifugacidén y microscopia
electrédnica (ME) estudiamos la contribucidn del transpor
te de C no micelar en bilis hepdtica humana (sobresaturg
da) vy de rata (no saturada). Se disolvié Metrizamida
(33%) en bilis preparéndose gradientes continuos con bi-
1is no dilufdas (1imites d 1.020-1.030 g/ml). Después
de centrifugar a 50.000 rpm x 19 h se obtuvieron 6-7
fracciones estudidndose la frecuencia de distribucidn de
SB, F1 y C biliares en funcidn de las @ de las fraccio-
nes.  El C se concentrd en fracclones livianas con d <
1.060 en bilis humana y de rata. El % molar de C en es-
tas fracciones aumentd de 2-7T% a 15-30%. Mientras el
55-75% de C se concentrd en d < 1.060, < 20% de SB y <
30% de Fl se encontraban en estas fracciones que a ME
mostraron vesfculas de 40-70 nm. Al aumentar la conc.
de 5B en la bilis de 37 a 90 mM el C de la fraccidn d <
1.060 contribuyd a < 5% del total presente en bilis., Se
encontraron vesfculas similares en bilis fresca de ratas
somet.idas a deplecién aguda del pool de SB y en los cana
1fculos de ellas, vesfculas con difmetros de + Sk nm:
una cavidad rodeada de una bicapa de 6 nm, Estos estu-
dios sugieren que el C de la bilis es transportado prin-
ciralmente en vesf{culas, independientemente del grado de
saturacidn de la bilis y apoyan la hipétesis de que los
1Tpidos biliares pueden secretarse como vesiculas desde
los hepatocitos.

EFECTO DE LA COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBRANA SOBRE
LAS PROPIEDADES DE SUS ENZIMAS. R.R. Brenner.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata
(INIBI-OLP),CONICET-UNLP,60 y 120, (1900) La Plata, Ar-
gentina.

La proporcién de colesterol y la composicidon fosfo-
lipidica de las membranas lipidicas son factores funda-
mentales que modifican su estructura y estado fisico.
Usando al reticulo endoplasmico hepatico como modelo he-
mos modificado su estructura y fluidez alterando el con-
tenido de colesterol in vitro e in vivo. A continuacion
estudiamos los efectos producidos sobre las caracteris-
ticas cinéticas de varias enzimas de membrana. Las mo-
dificaciones fisicas fueron monitoreadas por fluorescen-
cia polarizada previa marcacidn con difenil hexatrieno,
pireno. Las enzimas estudiadas fueron la glucosa 6-fos-
fatasa y UDP-glucuronil transferasa. Los diversos Km,
laVm y la constante de Hill de la UDP-glucuronil trans-
ferasa de cobaya fueron medidas cuidadosamente. Los re-
sultados obtenidos y especialmente los cambios de la
constante de Hill indican que 1a incorporacidn de coles-
terol provoca una modificacidn pasando de una cinética
no Micaeliana a Micaeliana. En base a esos resultados
proponemos un modelo de actuacidn del colesterol. Segin
este modelo, el colesterol produciria efectos "conden-
santes" a temperaturas mayores de la transicidn de fa-
se de los 1ipidos de la membrana, pero provocando 1a
segregacion de zonas mds fluidas gue interactuarian con
la UDP-glucuronil transferasa modificando sus propieda-
des cinéticas en la forma antes mencionada.
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PROBLEMAS BIOQUIMICOS EN EL ESTUDIO DE LA LIXIVIACION
BACTERIANA DE MINERALES DE COBRE. (Biochemical problems
in the study of bacterial Jleaching of copper-bearing
minerals.) Jorge E. Allende, Departamento de Bioguimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La lixiviacion bacteriana del cobre es un proceso de
gran importancia econdmica para Chile ya que permite ex-
traer cobre de minerales de baja ley a un reducido costo.
Entre las bacterias que realizan la lixiviacidn, la que
se encuentra con mayor frecuencia es el Thiobacillus
ferrooxidans, un organismo quimiolitotrdfico. Esta bac-
teria gram-negativa usa comg fuente de energia la oxida-
cion de Fe*2 a Fe*3 o de S™2 a 5042 empleando Op atmos-
ferico como oxidante, y es capaz de fijar CO0p y Ny como
fuente de nutrientes. Se conoce muy poco de su bioqui-
mica y practicamente nada de su genética. Consideramos,
por lo tanto, que este microorganismo representa una
oportunidad para desarrollar estudios bdsicos sobre me-
canismos bioguimicos y genéticos con una aplicacicn de
notoria importancia nacional. Un consorcio de laborato-
rios de las Universidades de Chile y Catdlica estamos
iniciando un ambicioso proyecto que contempla:

a) Estudios sobre las proteimas y los genes que inter-
vienen en la oxidacidn del fierro incluyendo la rus-
ticianina y los citocromos presentes en la membrana
celular;

b) La quimiotaxis que podria atraer a la bacteria hacia
los minerales que son lixiviados;

c) Los Tipopolisacdridos y proteinas de membrana que in-
tervienen en la adherencia de la bacteria al mineral;

d) Los pldsmidos que podrian codificar genes de resis-
tencia a metales tdxicos como mercurio, plata y sales
de arsenatos;

e) Las enzimas como la ribulosa bisfesfato carboxilasa y
la nitrogenasa que intervienen en la captacidn de los
nutrientes esenciales de estas bacterias.

Patrocinado por el proyecto PNUD/ONUDI CHI/85/002.

ANALISIS DE CEPAS DE Thiobaciflus §erncox<dans POR METO-
DOS ELECTROFORETICOS E INMUNOLOGICOS. (Analysis of
Thiovbacillus ferrwoxidans strains by electrophoretic and
immunological methods). Carlos A. Jerez, Gabriel Campos,
Doris Chamorro e lris Peirano. Departamento de Biogufmi=~
ca, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La biolixiviacién de minerales es un proceso bio-
tecnolégico de gran importancia. Aunque este fendmeno
se conpce desde hace muchos afos, la informacién a nivel
molecular de las bacterias implicadas es escasa. Nuestro
grupo se ha interesado en estudiar algunos componentes
de la membrana de las bacterias acid6filas que podrian
estar implicados en la quimiotaxis microbiana frente
a diversos metales., Como primera etapa hemos aislado,
purificado y caracterizado cepas conocidas y aut6ctonas
de minerales chilenos.

Las cepas individuales de T.g§errooxdidans se crecie-
ron en presencia de 14¢02. Los componentes celulares asft
marcados fueron inmunoprecipitados mediante antisueros
preparados contra bacterias intactas. Estos inmunopreci-
pitados se analizaron por electroforesis en placas de
poliacrilamida en presencia de SDS sequida de autoradio-
graffa. Los perfiles electroforéticos de los companentes
inmunoprecipitados fueron diferentes de una cepa a otra.
Por lo tanto, mediante estos antisueros no sélo es po-
sible detectar la presencia de estos microorganismos
quimiolitotréficos sino que también identificar el tipo
de T. {ertrooxddans presente en determinados minerales.

El andlisis con proteinasa K de los componentes in
munoprecipitados indicé que ta mayor parte de ellos son
protefnas, las que probablemente se encuentran en la su-
perficie celutlar.

Finalmente, experimentos de quimiotaxis demostraron
la presencia de protefnas metilables de membrana cuyo
grado de modificacién varfa en presencia de diferentes
iones met&licos.

Financiado por Universidad de Chile y Proyecto
PNUD/ONUD| CHI/85/002.-

ULTRAESTRUCTURA DEL THIOBACILLUS FERROOXIDANS. RELA-
CION ENTRE ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEMBRANA EXTER-
NA. (Ultrastructure of Thiobacillus ferrooxidans.

Relation between the structure and function of the
outer membrane). Rodrfguez, M. y Campos, S. Depto.
de Biologfa Celular, Microbiologfa, Fac. Ciencias Bio-
16gicas, P. Universidad CatSlica de Chile.

El Thiobacillus ferrooxidans, bacteria Gram negati-
va se tifie mal con este procedimiento. Hemos desarro-
llado una tinci6n con Fuccina &cida que lo visualiza
claramente al microscopio de luz.

Con microscopfa electrénica de transmisién las ce-
pas R2., A3. y A6., presentan superficie ondulada. En
ella destacan cuerpos densos, de 60-130 rm correspon-
dientes a Poli-beta-hidroxi-butirato.

En la membrana externa se distingue una banda exte-
rior de 50-60 A, una intermedia transparente de 10-50
A, y otra densa de 23-50 A.

El citoplasma presenta cuerpos polihédricos de Ribu
losa di-fosfato carboxilasa (Carboxisomas) y una red
fibrilar citopldsmica ademis de mesosomas. Un estudio
del Lipopolisacérido, revel$§ un contenido en 1fpidos
con 15.5% de K.D.O. y 25% de polisacAridos de 50%. He
mos podido establecer que hay un 1.01% de Glucosami-
na, 8.57% de Dideoxi azdcares y 2.9% de Heptosas.

En experimentos preliminares hemos podido observar
que el poner en contacto LPS con concentraciones dife-
rentes de calcopirita y luego incubadas con agitacitn
por 20 minutos, al microscopio electrénico de trasmi-
si6n es posible observar la calcopirita adherida al
LPS, lo cual no ocurre con igual mezcla de LPS de Sal-
monella typhi y calcopirita.

Un estudio mds en profundidad del LPS permitird co-
nocer mejor su funci6n especialmente su participa -
cifn o no en el fendmeno de adherencia al mineral.

Riodegradacidn de lignina: su  estudiao Y

posible utilizacién biontecnaldgica. (Lignin

biodegradation and possible biotechnologic

applications). Vicufa, . Laboratorio de
Bioquimica. Celular.

Chile.

Departamento FRiologia

Fontificia Universidad Catdlica de

La lignina, luego de la celulasa, e

el segunda polimero m&s abundante en la
naturaleza y constituye, por lo tanto, una
importante fuente de carbono. Su

aprovechamiento como recurso e€s limitado, en

parte por la complejidad estructural y por el

desconocimiento que se tiene sobre su
degradacidn. Sin embargo, en los dOltimos
aros, se ha comenzado a estudiar la

degradacidn de lignina por microorganismos.

En especial, se ha identificado el papel de
los hongos de pudricitn y, Gltimamente, el de
bacterias del suelo en =21 proceso
degradativo.

En esta exposicidn, se describiran
los principales hallazgos en el estudio de la
biodegradacidn  de

lignina, con especial

énfasis en la participacidn de bacterias en

el procesao y su posible utilizacidn

biotecnoldgica.
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PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE S. typhi:
USO POTENCIAL DE LAS PORINAS EN DIAGNOSTICO Y
COMO VACUNA CONTRA FIEBRE TIFOIDEA. (Duter
membrane proteins from S. typhi: potential
use of porins for diagnostic and as typhaid
vaccine) Venegas, A. Depto. de BRiologia
Celular, Universidad Catélica de Chile.

Se ha propuesto que los componentes de 1la
membrana externa de las bacterias gram (-)
estan invelucradas en 1la interaccién de
agente infeccioso y células del mesonero.

Entre éstos, el LPS y la flagelina han sido
usados en diagnéstico con resultados poco
satisfactorios . Entre otros componentes

destacan las porinas, proteinas que permiten

el flujo de solutos hidrofilicos de PM

inferior a 600 D. Estudios estructurales de

las proteinas y sus genes en £&. «coli han

establecido 1la existencia de dos porinas
tipicas (OmpC y OmpF) y una especializada en

transporte de fosfato (PhoE).

La deteccidn de altas niveles de
anticuerpos anti-porinas en sueros de
pacientes de fiebre tifoidea ha sugerido 1la
utilizacitn de las porinas de S. typhi como

método diagnostico alternativo. ta carac-
terizacion y purificaciédn de porinas de S,
typhi, ha permitido detectar dos componentes
de FM 35 y 36 KD.

Debido a la incidencia de fiebre
en Chile, hemos iniciado un
multidisciplinario que involucra
laboratorios el que incluye:
a) Evaluacidn del potencial
5. typhi como posible vacuna.
b) Clonamiento vy expresidn de
porinas de 5. typhi en E. coli.
c) Estudios in vivo e in vitro de adherencia
de la bacteria mediada a través de porinas.

Se presentara en detalle estrategias para
clonamiento y expresiétn de estos genes,
incluyendo algunos resultados preliminares.

tifoidea
proyecto
varios

inmunogénico de

genes de

Financiado por FONDECYT, PNUD-UNESCO vy DIUC
(Universidad Catdlica)

EL IMPACTD DE LOS ANTICUERPOS MONODCLONALES EN MEDICINA
Y BIOTECNODLOGIA. (The impact of monoclonal antibodies
in medicine and biotechnology). De Ioannes, A..
Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias
Biolégicas. Pontificia Universidad Catélica de Chile.

A parte de la funcién natural de los anti-
cuerpos en la respuesta inmune de los vertebrados,
debido a su alta especificidad, estos han sido wuna
herramienta importante en la cuantificacion e iden-
tificacion de moléculas de interés en investigacidn vy
medicina, Sin enbargo, la respussta inmune d¢rente a
un antigeno es heterogénea, es decir, diferentes lin-
focitos sintetizan diferentes anticuerpos que se mez-
ctlan en el suero, reconociendo cada uno de ellos wun
determinante antigenico distinto., Esto hate que los
antisueros convencionales sean una mezcla de especifi-
cidades dificiles de aislar.

Hace diez afNos Milstein y Kbhler concibieron
la idea que era posible producir anticuerpos nmonoclo-
nales in vitro, mediante hibridos formados por la
tusion entre células tumorales y linfocitos esplénicos
provenientes de un animal inmunizado. Una vezr westa-
blecido un clon de un hibridoma, las celulas pueden
ser mantenidas en cultivo por largo tiempo, secretando
cantidades ilimitadas de anticuerpos homogeéneos al
medio de cultivo,

Los anticuerpos monoclonales obtenidos de
esta manera han demostrado tener una wespecificidad
exquisita por el determinante antigenico gque recono-
cen, haciéndolos una herramienta 1mprescindible para
la investigacion biomédica y para el diagnostico y te-
rapia de enfermedades humanas.

Adeads debida a su alta afinidad por el
ligando pueden ser usados para el fraccionamiento 1in-
dustrial de moleéculas cuando las técnicas convencio-
nales presentan limitaciones como son bajo rendimiento
y alto costo,

D{AGNOSTICC VIRQGLOGICO MEDIANTE DETECCION DEL
ACIDO NUCLEICC VIRAL. Viral Diagnosis by Nu-

cleic Acid Detection.

José Manuel Qjeda F., Secci6n Virologia, De -
partamento Microbiologia y Parasitologfa, Fa-
cultad de Medicina D.C.M.N., Universidad de
Chile.

Existen diversos métodos de aislamien
to e identificacibn de entidades virales a
partir de muestras clinicas. La mayoria de
éstos se basan en la capacidad que tienen
ciertos virus de producir efecto citopético
en cultivos celulares "in-vitro”, que son fa-
cilmente identificables y caracteristicos del
virus infectante. Como complemento a estos
métodos y facilitando su especificidad se han
utilizado métodos inmunolégicos que permiten
identificar grupos de virus,

Recientemente se ha comenzado a utili
zar métodos diagnbsticos basados en la detec-
cib6n e identificacién de Acido nucleico viral.
Estos métodos tienen la ventaja de permitir
el reconocimiento de entidades virales en for
ma directa y répida, como es el caso de los
Rotavirus.

Los virus Herpes sinplex también han
podido detectarse por identificaci6n de su DNA
mediante hibridizacién de &cidos nucleicos, y
con técnices citoquimices especificas para DNA

Se discute la aplicabilidad de estas
técrices en base a su utilidad y ventaja en cl
diagnéstico de ciertas infecciones virales.

INHIBICION DE Pseudomonas sofanacearwn MEDIANTE CEPAS
ANTAGONISTAS. (Antagonistic strains with inhibitory
action to Pseudomenas sofanacearum). Ciampi, L.,Busta-
mante, P.y Pofette, M.

Instituto de Produccidn y Sanidad Vegetal, Facultad de
Ciencias Agrarias e Instituto de Microbiologia, Facul-
tad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

Informes recientes senalan el uso de procariontes pa
ra controlar bacterias fitopatdgenas. Entregamos antece-
dentes sobre un método para el aislamiento y evaluacién
de bacterias del suelo para controlar bioldgicamente a
P.solanacearum agente causal de la marchitez bacteriana.
Esta enfermedad se detectd en Chile durante 1983, y es
una amenaza para la produccidn de papas.

Plantulas de papas desarrolladas de se-
milla bot&nica se sembraron en bandejas con un suelo or-
gdnico no estéril. Al tener 8 cm. de altura fueron ino-
culadas con tres suspensiones de P.solanacearum de 1x108
(D.0. 600nm=0.1) y diluyendo a 1x10® y 1x103 UFC/ml.Las
bandejas fueron incubadas a 28°C en una cémara ambiental
durante 271 dias. Posteriormente las plantas sobrevivien-
tes se utilizaron para aislar bacterias de tejidos inte-
riores. Las plantas fueron esterilizadas con NaHClO0,la-
vadas vy trozos de tallos suspendidos en solucidn esté-
ril. De cada tubo se realizaron aislamientos sobre ;-la
cas de agar-cloruro de trifenil tetrazolio, de las cua-
les se confecciond una coleccidn de cepas; luego cada
placa se expuso por 30 minutos a vapores de cloroformo
(2ml) . Una segunda capa de agar blandc conteniendo 1.5x
108 UFC/ml de P.solanacearum fue depositada sobre estas
placas. Este método permitid detectar cepas inhibidoras
donde se seleccionaron aquellas que no causaban dano a
tubérculos de papas. Finalmente se seleccionaron 4 ceyas
inhibidoras de las cuales se obtuvieron extractos crudos
semipurificados, los gue fueron teflidos con una solucidn
al 1% de acetato de uranilo, observidndose particulas ti-
po piocinas al microscopio electrdnico.

Financiado por Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(Chile), Proyecto 170/84.
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SIMPOSIO EXPRESION GENICA

CLONAMIENTO DEL GEN DE LA VALIL-tRNA SINTETASA DE LEVA-
DURA. (Cloning of the yeast Valyl tRNA synthetase gene).
Jordana, X., Chatton, B. y Fasiglo, F. Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile e
Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire, C.N.R.S.,
Estrasburgo, Francia.

Las aminoacil-tRNA sintetasas (ARS) desempefian un
papel crucial en la sintesis de proteinas al catalizar
la unidn de Tos aminodcidos a sus respectivos tRNAs.
Los genes de varias ARS de E. coli y de Saccharomyces
cerevisiae han sido clonados, y algunos secuenciados,
con el fin de determinar la estructura primaria de las
enzimas, las relaciones estructura-funcidn y los meca-
nismos de regulacidn de su expresidn génica.

En el caso de la Valil-tRNA sintetasa de S. cerevi-
siae, el gen fue clonado con la ayuda de un procedimien-~
to inmunoldgico. Una genoteca de DNA de levadura en un
vector de expresidn (Agtll) fue ensayada con anticuerpos
anti ValRS purificados por cromatografia de afinidad.
Se aisld un clon positivo que contenia un fragmento del
gen de la ValRS. Este fragmento fue utilizado para de-
tectar por hibridizacidn clones de E. coli que poseian
el gen de la ValRS en un plasmido capaz de replicar en
E. coli y en levadura. Al transformar células de leva-
dura con plasmido extraido de estos clones, se obtuvo
una sobreproduccidén de ValRS de aproximadamente 10 veces
{determinada por medicidn de actividad y por electro-
foresis en geles de polianilamida y andlisis de tipo
"Western").

EXPRESION GENICA COMPROMETIDA EN LA ADAPTACION ESTA-
CIONAL EN PECES (Gene expression commited in fish
seasonal adaptation). Manuel Krauskopf, Rodolfo Am—
thauer, Sergio Oflate y Julieta Villanueva. Instituto
de Bioquimica, U,Austral de Chile, Valdivia, Chile.

La aclimataci6én estacional de ectotermos euriter-
males implica respuestas compensatorias a las varia-
ciones de temperatura del medio. Hemos postulado que
la expresidén génica diferencial constituirfa una de
las estrategias adaptativas que configuran la respues-—
ta compensatoria a nivel molecular.

Al investigar aspectos celulares y moleculares
asociados a expresidén génica en higado de carpa (Cy-
prinus cargio). observamos que la aclimatacién genera
profundas diferencias. El nucléolo del hepatocito de
invierno se presenta notoriamente segregado y los ni-
veles de RNA estén claramente disminufdos. El cito-
plasma est8& ocupado principalmente por grénulos de
glicbgeno y el RER replegado casi exclusivamente alre-
dedor del nicleo. Durante el verano, la ultraestruc-
tura del hepatocito varia reflejando una franca acti-
vidad transcripcional y de sintesis proteica.

Experimentos con suspensiones de hepatocitos ais~
lados confirman que en invierno la transcripcién est§
reprimida mds que lo esperado por el solo efecto de
Q10 ¥ que sintesis de proteinas también decrece. Frac~
cionamiento de la poblacién de tRNA mediante electro-
foresis 2-D, demuestra que ésta varfa entre verano e
invierno.

Para estudiar expresién génica diferencial anali-
zamos la actividad nuclear y mitocondrial. Se ha clo-
nado el mtDNA de carpa y determinado su organizacién
genémica. Por otra parte, para examinar la actividad
nuclear y aislar clones de genes que codifican alblmi-
na y rRNA hemos procedido a aislar y caracterizar es—
tos productos. Al mismo tiempo, se estd construyendo
una genoteca de C.carpio. Los clones se utilizarén
como sondas para determinar los niveles de expresién,
siguiendo la técnica de hibridacién in situ. {(Proyecto
RS-83-52, DID-UACH).

CLONAMIENTO Y EXPRESION DE UN GEN DE tRNA®ER
DE Thermus thermophilus. (Cloning and
expression of a tRNASE® gene isolated from
Thermus therwophilus). Gonzalez, E., Davag-
nino, J., Yarez, L., tira, P., Leighton, V.,
Cross, D. y Venegas, A. laboraforio de Bio-—
guiwica, Ffacultad de Ciencias Biolégicas,
Universidad Catdlica de Chile.

Pocos estudios se han realizado acerca de
las caracteristicas estructurales de los aci-
dos nucleicos de organismos termofilicos y
ain menos sobre procesos vitales, espe—
cialmente en lo que se refiere a expresion de

genes. A fin de iniciar un analisis sobre
expresion génica a altas temperaturas hemos
decidido aislar y caracterizar algunos com-—

ponentes de tal proceso como son: un gen de
origen termofilico y la RNA polimerasa del
mismo organismo.

Hemos escogido como modelo a Thermsus
thermophilus HB8B, bacteria termofilica es
ricta. Se construyd una genoteca de DNA gend-—
mico en el vector pBR322. Mediante hibri-
dizacién con SZP-tRNA total de 7. ther—
mophilus, se aislaron 4 clones que codifican
para genes de tRNA. Uno de ellos fue
caracterizado en mayor detalle, determinan—
dose su secuencia nucleotidica. Un andlisis
mediante un programa de computacidn Yy
experimentos de hibridizacién indican que el
DNA clonado codifica para un tRNASSER,

Paralel amente, se purificéd la RNA
polimerasa de esta bacteria, se determind su
composiciton de subunidades y se ensayd su
capacidad para transcribir el gen antes
descrito. Los resultados obtenidos indican
que existe una eficiente expresitn del gen de
tRNA==~ por 1a polimerasa termofilica,con

una T°9 4ptima para el proceso de 60°C. La
RNA polimerasa de £. coli transcribid efi-
cientemente este gen, indicando que sus

sefiales de control de expresidn
homologia funcional con promotores
cos.

poseen  una
mesofili—

Financiado por DIUC (Universidad Catdélica) vy
PNUD-UNESCO.
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{UNA MUTANTE DE FRUCTOSA BISFOSFATASA INSENSIBLE A LA
INHIBICION POR AMP. (A fructose bisphosphatase mutant
insensitive to AMP inhibition). Babul, J. Departamento
de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile
y Harvard Medical School, EE. UU,

El control de la actividad catalitica de las enzi-
mas es uno de los mecanismos responsables de la regula-
cién del flujo metabdlico. Sin embargo, son escasas
las pruebas que demuestran que los efectos observados
in vitro son los responsables de la regulacidn fisiolé-
gica in vivo. Una estrategia que podria ser de utili-
dad al respecto, es el uso de mutantes que posean
enzimas alteradas en sus propiedades alostéricas. En
este trabajo se presenta la caracterizacién preliminar
de la fructosa bisfosfatasa de una mutante de E. coli
insensible a la accién de AMP. En la mayoria de las
fructosa bisfosfatasas AMP actfia como un inhibidor no
competitivo por unién a un sitio alostérico.

Las enzimas mutada y normal, presentes en cepas
clonadas, se purificaron por cromatografia en fosfoce-
lulosa. Por filtracidén en Sephacryl S-300 se encontrd
un perfil heterogéneo para ambas enzimas, el que se
desplazd hacia la regidn de agregados mayores en pre-
sencia de AMP. Las enzimas presentaron igual peso
molecular de subunidades, la misma K para fructo-
sa-1,6-P, y fueron inhibidas por excesc de sustrato y
por altas concentraciones de fosfoenclpiruvato. AMP
se comportd como un inhibidor no competitive con valo-
res de K, de 0,016 y 1,3 mM para la enzima normal y
la mutada, respectivamente.

Estos experimentos indican que la insensibilidad
relativa de la enzima mutada a la inhibicién por AMP
es una propiedad intrinseca de ella y que sus demas
propiedades son similares a las de la enzima normal,
Esto, Jjunto con el crecimiento normal en distintas
fuentes de carbono de la cepa que contiene a la
enzima mutada, muestra que la pérdida de la sensibili-
dad a la inhibicién por AMP no causa necesariamente
una gran perturbacién metabdlica. Financiado por NIH.

ESTRUCTURA DE UN PEPTIDO DEL SITIO ACTIVO DE LA PIRUVA-
TO QUINASA DE MUSCULO DE QONEJO. (Structure of an ac -
tive site-peptide of rabbit muscle pyruvate kinase) .

Bazaes,S., Bezares,G., Hinrichs ,M.V., Kemp,R. y Eyzaqui-

INHIBICION REVERSIBLE DE LA PROLIFERACION DE
CELULAS TRANSFORMADAS POR 5V40. (Reversible

inhibition of SV40-transformed cells growth).
Beck, I.; Carmona, M.T, y Santos, M. Depto.
Biol. Cel. y Gen., Fac. Med., Univ. de Chile.

Las células transformadas por SV40 expresan
antigeno tumoral (Ag-T), protefna viral trans-
formante. Un andlisis del rol del Ag-T en la
regulacién de la proliferacién de dichas célu-
las requiere que éstas estén sincronizadas.
Previamente, hemos establecido que Hidroxiurea
(HU) 1 mM detiene las células en S temprano,
mientras Azida de sodio (A2z) 0.4 mM lo hace en
G.,. Con el objeto de entender el mecanismo de
bloqueoc de la proliferacién celular y evaluar
el uso potencial de estas drogas como agentes
sincronizadores se determiné el efecto de HU
y Az en la incorporacién de JH-timidina y 3H-
leucina, en el contenido de proteinas y ATP,

y en el consumo de Op en células transformadas
por SV40, Los resultados muestran que HU inhi-
be fundamentalmente la sintesis de DNA, mien-
tras que Az modifica diversos parémetros. Es-
tos datos sugieren que el bloqueo por HU en S
serfa m&s bien especifico, mientras el bloqueo
por Az en Gy seria consecuencia de una altera-
cién metabdlica general. E1 efecto de ambos
tratamientos es reversible. For lo tanto, HU

y Az podrian ser utilizados como sincronizado-
res de la proliferacién de células transforma-
das por SV40.

Proyecto B1651-8533, D.I.B., Universidad de
Chile.

NUEVAS REGIONES DEL DNA MITOCONDRIAL DE LA LEVADURA
CON CAPACIDAD TIPO ars. (New yeast mitochondrial DNA
regions with ars-like activity) Bonjardim, C.A. y No-

rre,J. Laboratorio de Bioquimica, Pontificia Universi-
dad Cat6lica de Chile y Department of Biological Chemis
try and Structure, Chicago Medical School, USA.

Se ha demostrado previamente que el ADP oxidado
ocon peryodato (0ADP) se comporta como marcador de afini
dad de la piruvato quinasa (PK), ocupando el sitio de
unién del nuclebtido. Esto ha permitido aislar y secuen
ciar un péptido perteneciente al sitio activo de la enzi
ma.

La enzima pre-incubada con oADP en presenciade ATR-
Mg (lo que modifica sitios inespecificos) y dializada,
dio la misma cinética de inactivacién que la enzima nati
va. La estequiometrfa de incorporacién de '"C-oADP a
la enzima asf tratada fue 1,2 moles por subunidad. El
digerido triptico de la enzima marcada fue fraccionado
por cromatografia en Sephadex G-25 y Sephadex G50, segui
do de HPIC. El p&ptido purificado se sometif a secuen -
ciaci6n por el método de Edman automitico de fase gaseo-
sa. Se obtuvo la secuencia completa de un péptido de 34
aminodcidos, correspondiendo la lys 25 al residuo modifi
cado.

La estructura del p&ptido aislado es homSloga a la
descrita entre los residuos 341 y 374 de la PK de mscu-
lo de pollo y los residuos 342 y 375 de la enzima de mis
culo de gato, camo a la secuencia de un pSptido obtenido
por digestifn triptica de la piruvato quinasa de mGsculo
de bovino marcada con trinitrobencenosulfonato en un re-
siduo de lisina que participa en el sitio de uni6n de ru
cleStidos. Dada la hawlogfa encontrada se concluye que
el péptido secuenciado participa en el sitio de unifn de
nucleStidos del sitio activo de la enzima.

Financiado en parte por proyecto DIUC 215/82.

brega, F.G. - Bioquimica, Instituto de Quimica - Uni-
versidade de S3o Paulo - 05508 S3o Paulo-SP - Brasil.

Cytoplasmic "petite" mutants can be obtained from
most regions of yeast mitochondrial DNA (mtDNA)
although these deletion mutants often do not contain
the regular or surrogate origins of replication (ori)
described by Bernardi and col. We have been loocking
for regions with ars like apility obtained from the
QOB region, a well known section of mtDNA from which
many ethidium bromide induced "petite" mutants were
obtained and precisely mapped. To that effect Sau 3AI
restriction enzyme fragments of mtDNA spanning the
region were cloned into YIpS, a vector that contain
the ura yeast gene and the bacterial B-lactamase gene
but does not contain a yeast chromosomal origin of
replication (ars). The characterized recombinants are
tested in a yeast transformation assay using S. cere-
visiae YNN 21 (ura , trp ) as recipient and scoring
the transformation frequencies. The mitotic stability,
generation time and the physical presence of the
plasmid are also investigated.

Eight recombinant plasmids were characterized and
their transformation frequencies compared with the
autoreplicative (ars 1) control plasmid YRpl7. Seven
recombinants transform yeast with eficiency that is
similar or superior to the control plasmid. One of the
clones (pBC 676) is incapable to transform and is
derived from a mtDNA region that yielded no discrete
“petite" genomes while the transforming clones were
derived from regions contained in the unit length of
one or more "petites".

Supported by FAPESP, CNPq-PIG and FINEP.
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN FRACCIONES NUCLEAR Y SOLUBLE

DE CROMATINA DE HUEVO FECUNDADO DE ERIZO DE MAR T. niger.
(Proteclytic activity in nuclear and soluble chromatin

fractions from fertilized sea urchin egg T.niger).Contre
ras,M., Ainol,L. y S&nchez,L. Depto. Biologia Molecular,
F;ElES.Biol.y de Rec.Naturales.Universidad de Concepcidn
Chile.

Entre las proteinas cromatinicas no histdnicas
se han descrito algunas con actividad proteolitica gue
podrian considerarse como participantes en procesos de
requlacién de la expresién gé&nica.

En este estudio se informa de la presencia de
actividad proteolitica en fraccidn nuclear y cromatina
de huevo fecundado y su accién sobre histonas de esperma
tozoides de la misma especie.

La fraccién nuclear 70 min post fecundacidn
tiene una relacidn proteina/DNA de 2.3. Presenta activi
dad proteolftica sobre caseina urea con pH dptimo de 7,
es activada levemente por Mg** e inhibida por NaCl so-
bre 50 mM. Degrada parcialmente las histonas de esperma
tozoides. Al aumentar su concentracidn se degrada prefe-
rentemente H_,H_ y H,. NaCl hasta 4 mM aumenta la degra
dacidn de toéas? sin4embargo a 6 mM se observa una pro—_
teccidn parcial. ATP ejerce un efecto protector que se
mantiene cuando se agrega Mg*t en relacidn 5:1. Si se au
menta la relacidn se disminuye la proteccién. EDTA y di-
tiotreitol protegen parcialmente la degradacidn.

La fraccidn soluble de cromatina obtenida con
ClWa 0,7 M degrada histonas de espermatozoides siendo
mis sensible H. a O2C y H_A a 372C

De eStos resultados se concluye que ambas frac
ciones degradan histonas de espermatozoides de la misma
especie en forma diferencial.

Proyecto 20.31.08. Universidad de Concepcidn.

ANAL ISIS PRELIMINAR DE EXFRESION DE GENES DE

FORINAS DE E. coli. (Freliminar analysis of
evpression of £. coli porin genes). Cotoras.,
M., Zaror, I., €Claude, A., Yudelevich A 7

Yenegas, A. Laboratorio de Fioquimica,

Universidad Catodlica de Chile.

externa de bacterias Gram
negativas consta de fosfolipidos, LPS Yy
proteinas. Entre estas dltimas las porinas
forman en la membrana poros hidrofilicos que
permiten el paso de nutrientes y compuestos
de bajo peso molecular por 1libre difusion.
En £. coli se han descrito las porinas OmpC,
OmpF, OmpD y PhoE entre otras. La cantidad vy
tipo de porinas esta bajo compleja regulacién
por cambios de aosmolaridad y nutrientes.tLos
genes de algunas de ellas se han caracteriza-
do en detalle.

La membrana

Nuestro interés es clonar genes de
porinas de S. typhi por su posible relevancia
en fiebre tifoidea. Para ellao se debe

disponer de mutantes porina- o alterar el
medio para expresar solo una de ellas.

Hemos analizado por PAGE-SDS las
de las cepas JMiO1, HB101, RRIami15,
y las mutantes WZNR y PS30. HEBEIOL
preferentemente OmpC y bajo nivel de
530 s6lo OmpF y W/NR  sélo OmpC.
indirectas sugieren que carbenicilina
transportada selectivamente por OmpF 1o que
seria util para deteccidn de genes de S.
typhi. Por ésto hemos estudiado la sensibili-
dad a carbenicilina de P530, W7NR y HB101. Se
observé gque HE101 y WZNR fueron resistentes
hasta 80 y 125 ug/ml respectivamente, en
cambia P530 sdlo hasta 10 ug/ml. Se concluye
que W7NR es la mas apropiada para la detec—
ci1on del gen ompF. W/NR se transformd con el
gen ompfF de £. colirl. tos experimentos para
detectar la proteina OmpF estan en curso.

porinas
DF50supF
expresa
OmpF 3
Datos
seria

Financiado por FONDECYT (proyecto
PNUD-UNESCO y DIUC (U. Catdlica).

1205/84) ,

R-365

ALTERACIONES EN LAS FUNCIONES BIOENERGETICAS MITOCONDRIA
LES PRODUCIDAS POR TRATAMIENTO IN VIVO CON BENZO(a)PIRE-
ND. (ALTERATIONS ON MITOCHONDRIAL BIOENERGETIC FUNCTIONS
BY (N VIVO BENZO(a)PYRENE TREATMENT.) Ferreira J. y Sala

zar |. Departamento Bioqufmica. Facultad de Medicina.
Universidad de Chile.

Se estudié las funciones bioenergéticas en mitocon~
drias de hlgado de ratas tratadas con una dosis i.p. de
Benzo(a)pireno (40Omg/kg peso corporal).

Los procesos de fosforilacién oxidativa y acumula-
ci6n de Ca*? fueron aumentados en mitocondrias de hfgado
de ratas tratadas. Los indices de Control Respiratorio
y Control de ta*? no fueron afectados por el cancerfgenc.

En organelos tratados la velocidad de oxidacién de
sustratos comunes en los tres sitios de acopiamiento
fue mayor, tanto en Estado 3 como en Estado 4, sin embar
go no hubo pérdida en la eficiencia del acoplamiento de
energla puesto que las relaciones ADP/0 y Ca%?/ sitio
permanecieron inalteradas.

Las actividades NADH-oxidasa, NADH-juglona reductasa
NADH-citocromo ¢ reductasa, succinato-citocromo ¢ reduc-
tase y citocromo oxidasa aumentaron significativamente
en mitocondrias tratadas.

Estos efectos son dependientes del tiempo post-
tratamiento, observdndose el mayor aumento 48 horas des-
pués de la inyecci6n.

El contenido de los citocromos b, ¢y y a + a3 de mi-
tocondrias aisladas 24, 48 y 72 horas post-tratamiento
fue significativamente mayor que el de organelos control.

Los resultados sugieren gue el tratamiento con Benzo
(a)pireno estimula la respiracién mitocondrial, afectan-
do diferentes niveles de la cadena respiratoria.

Proyecto B-1407-8433-D18. U. de Chile.

BIOSINTESIS DE PROTEINAS EN CLOROPLASTOS AISLADOS DR
fuglena gracilis var bacillaris. (Protein biosynthesis
by isolated Euglena chloroplasts). Gomez Silva,B.

Photobiology Inst., Brandeis Univ. Waltham, MA. y Lab.
Microbiologia, P. Univ. Catdlica de Chile.

La purificacién de cloroplastos (Clp) de bugl
estructural y fisiclégicamente intdcto, ha permifid
tudiar sus capacidades biosintéticas in organello, entre
ellas, la biosintesis de proteinas (BP), con el fin de
definir su grado de autonomia metabdlica.

Clp, purificados en gradientes de Percoll, se cb
tuvieron de células crecidas fotoorganotroficamente. Er
(incorporacién de 1-[3°S] metionina en material insolu-
ble en TCA caliente) se estudid en Clp suspendidos en
sorbitol/tricina (pH 7.8), bajo varios reginen§§ de ilu
minacién o en la oscuridad (con/sin ATP y/o Mg ).

BP en Clp de Euglena fue lineal por 30 min y es-
trictamente dependiente de la energia radiante. bkn la os
curidad, éstos organelos no sintetizaron proteinas, ex-
cepto si ATP (5-10 mM) y Mg*t (15 mM) eran incluidos en
el ensayo. Ambas actividades fueron indistinguibles con
respecto a niveles de sintesis, productos, cinética v
efecto de inhibidores de la traduccién. Inhibidores de
la actividad fotosintética del Clp afectaron dnicamente
1a BP dependiente de energfa radiante.

La BP en cloroplastos aislados de fuglena fue
dependiente del transporte fotosintético no-ciclico de
electrones v de la fotofosforilacidn. ATP exdgenc reem-
plazd eficientemente la energia radiante, i Mg estaba
presente. Probablemente, la transcripeién de mRNAs 1imi-
tarfa BP in organello.
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BIOSINTESIS Y PROCESAMIENTO DE LOS PRECURSORES PARA
OXITOCINA Y VASOPRESINA. (Biosynthesis and processing of
the precursors for oxytocin and vasopressin). Gonzilez,
C.B. y North, W.G. Instituto de Histologfia y Patologia,
Universidad Austral de Chile, valdivia, Chile y Depart-
ment of Physiology, Dartmouth Medical School, Hanover,USA

Las neuronas de los nucleos supraopticos {(SON) y paraven-
triculares del hpotalamo sintetizan oxitocina y vasopre-—
sina como precursores de mayor peso molecular, junto a
sus respectivas neurofisinas. Los precursores son empa-
quetados en gr@nulos secretorios y éstos transportados al
lobulo neural. Durante el trayecto, los precursores son
enzimaticamente convertidos a los producgos finales.
Ratas fueron inyectadas con 20 pCi de [ JSlcisteina en
los SON y sacrificadas a diferentes tiempos despuées de la
inyeccidn. Se hicieron extractos de SON y lobulo neural y
las proteinas fueron separadas por cromatograffa liquida
de alta presidn (HPLC). La radicactividad fue determinada
por centelleo liguido en aliquotas de las fracciones. Los
percursores fueron identificados por inmunoprecipitacidn
y sometidos a microsecuenciacion.

Un precursor para oxitocina de peso mol. 15 000 y dos pa-
ra vasopresina con pesos de 19 000 y 21 000 en geles de
sDS, fueron separados por HPLC de extractos de SON. Ambos
precursores de vasopresina fueron precipitados por anti-
vasopresina y antineurofisina y se unieron a Con A. EL
precursor de oxitocina fue precipitado por antioxitocina
y antineurofisina y no se unidé a Con A. La microsecuen-
ciacion mostrd en estos tres precursores residuos de cis-
teina en las posiciones 1, 6, 22 y 25. Esto indica gue se
trata de los precursores sin la secuencia de seflal. La
cinética de aparicidn de los productos marcados en el lo-
bulo neural sugiere que el primer evento en la conversidn
del precursor a los productos es la liberacidn de la hor-
mona de Su percursor.

Financiado en parte por subsidios CA 19613 de USPHS vy
S-83-44 de la Direccidn de Investigaciones, UACH.

FIRUVATO QUINASA DE LEVADURA: ESTRUCTURA DEL
SITIO ACTIVO ANALIZADA MEDIANTE MUTAGENESIS
SI1TIO-ESPECIFICA. (Yeast pyruvate kinase:
structural analysis of active site by si-—
te-specific mutagenesis). Bonzalez, E.; Gé-
mez, I.; Imarai, M. y Veneqas, A. Laboratorio
de ﬁxoqu!nica, Facultad de Ciencias Biolt-—
gicas, Universidad Catélica de Chile.

La enzima piruvato quinasa participa en
una de las etapas claves de 1la via glico-
Iitica: la conversidén de PEP en piruvato,
reaccidn en la que se genera ademas, una mo—
lécula de ATP. La comparacion de la secuencia

aminoacidica deducida para la piruvato
quinasa de levadura (PYK) con aquellas
descritas para las enzimas de musculo tanto
de pollo como bovino ha sugerido un posible

rol en la actividad catalitica para los
residuos Asp®*, Cys32%® y Lys>37 de PYK.

Hemos analizado tal posibilidad, empleanda
para ello la técnica de mutagénesis sitio
especifica mediante oligonuclettidos sintéti-—
cos. Dicha wmetodologia nos ha permitido
alterar en forma altamente selectiva la re-—
gion codificadora del gen de PYK, a modo de
generar las siguientes modificaciones en la
estructura primaria de 1la proteina: Asp®*
por Lys, Cys>2® por Ser y Lys>3” por Glu o
Leu.

En sucesivas etapas de manipulacién gené-—
tica hemos construido nuevos genes (mutados)
para PYK los que se insertaron en un vector
de expresidn en levaduras. Tales construc-—
ciones han sido introducidas por transforma-—
cidn en una cepa de Saccharoayces cerevisiae
deficiente en PYK. Los genes mutados se han
expresado en esta cepa y estamas evaluando el
efecto de cada wuna de las modificaciones
mencionadas sobre la funcidn de PYK.

Financiado por DIUC
PNUD-UNESCO.

{Universidad Cato6lica) Y

COMUNICACIONES

CRECIMIENTO DE CEFAS EBACTERIANAS AISLADAS DE

LA NATURALEZA EN COMFUESTOS MODELO DE
LLIGNINA. (Degradation of lignin model
compounds by some natural bacterial

strains).Goycoplea, M.,
Ruttimann,C., Gonzal B. v VYicuma,R..
Laboratoric de Bioguimica, Facul tad de
Ciencias Rioldgicas, Fontificia Universidad
Catdlica de Chile.

Seelenfreund,D..,

El conocimiento sobre la biodegradacian
y el apravechamiento potencial de la lignina
son muy limitados debido a la complejidad e
irregularidad de su estructura. En la
naturaleza la degradacidn de la lignina sge
lleva a cabo muy lentamente, sienda
principalmente hangos las arganismas
encargados de catabolizar el palimero. Sin
embargo, informaciones recientes apuntan
hacia la participacidn activa de bacterias en
este proceso.

En este trabajo se estudi® la capacidad
lignolitica de algunas cepas bacterianas
naturales. Se aislaron a partir de madera en
descomposicidn en un medio sintético
conteniendo como dnica fuente de carbono
mondmeros de lignina o fracciones obtenidas
de un hidrolizado de lignina Fkraft. La
capacidad de las diferentes bacterias de
metabolizar las fuentes de carbono utilizadas
fue registrada por el aumento de la densidad
dptica de los cultivos y la modificacidn de
los perfiles de elucidn de fracciones de
lignina Kraft aobtenidos mediante HFLC.

Los resultados indican que las bacterias
aisladas son capaces de proliferar en los
mondmeros con una efectividad comparahble a su
crecimiento en glucosa o alanina. Con
respectn a su crecimiento en lignina Fraft,
s1 bien éste es menor gue en los sustratos
anteriores, se observa wuna metabolizacién
selectiva de sus componentes de acuerdo a la
cepa analirada.

Financiado por Celulosa Arauco y Constitucidn
y DIUC.

FOSFORILACION DE PROTEINAS EN LA BACTERIA FOTOSINTETICA
Rhodospindllum nubrum,  (Protein phosphorylation in the
photosynthetic bacterium Rhodospindlluwm aubrum )
Holuigue, L., Torruella, M., Lucero, H.A. y Vallejos,
R.H. Centro de Estudios Fotosintéticos y Biogquimicos,
CONICET, Rosario, Argentina.

Se estudid la presencia de sistemas de fosforilacion
y defosforilacidn, catalizadas por protein-quinasas y
fosfatasas respectivamente en la bacteria R. aubrun.

Se realizd fosforilacion in vitro de fracciones
subcelulares con ATP- P32 y se analizaron las protefnas
enddgenas marcadas por electroforesis en geles de polia-
crilamida con SDS y autoradiografia. En membranas se
obtiene una proteina mayoritaria de 75 kD y en la frac-
cidn soluble una de 64 kD. E1 analisis de fosfoaminod-
cidos por electroforesis de alto voltaje en papel mostrd
la presencia de fosfoserina, fosfotreonina y fosfotiro-
sina. En estas preparaciones se encontraron actividades
fosfatasas que defosforilan los sustratos enddgenos.
Tanto las protein-quinasas como las fosfatasas poseen
caracteristicas tipicas de enzimas de organismos proca-
rigticos. En experimentos de marcacion in vivo con
ortofosfato-P32 se obtiene fosfotirosina como el fos-
foaminodcido mds importante. Se corrobord la presencia
de tirosin-quinasas en R, aubrur con el uso de pe€ptidos
y polimeros sinte€ticos como sustratos exdgenos. Este es
el primer informe de fosforilacidh de proteinas en una
bacteria fotosintetica.


http://Ku.bmj.rv
http://Ku.btiu.rr

SOCIEDAD DE BIOQUIMICA DE CHILE - 1IX REUNION ANUAL

ENSAMBLAJE Y LOCALIZACION DE LA ACETILCOLINESTERASA
165 EN CELULAS NEURONALES: PAPEL DE LOS PROTEOGLICA
NES DE HEPARAN SULFATO. (Assembly and localization
o 168 Acetylcholinesterase in neuronal cells: rol
of the heparan sulfate-proteoglycans). Inestrosa, N.
and Matthew, W. Lab. Neurofisiologia, Universidad
Catblica de Chile and Dept. Neurobiology, Harvard
Medical School.

El estudio de proteinas asociadas a matrices ex-
tracelulares ha despertado gran interés en los Glti
mos afios. En este trabajo se ha estudiado la distri
bucién de las formas moleculares de Acetilcolines-
terasa (AChE, EC 3.1.1.7) en una variante de células
neuronales PC12 de rata, que carecen de proteoglica
nes de heparan sulfato en la superficie celular, uti
lizAndo sedimentacidn en gradientes de sacarosa.

Después de tratamiento con NGF, los mutantes sin
tetizan menos forma 48 y mis 108 y 168 que las célu
las normales. Esta distribucién es similar a la ob-
servada cuando células normales se incuban conbeta-
D-xilésidos, moléculas que interfieren con el en-
samblaje de proteoglicanes. La localizacidén celular
se establecid, utilizéndo colagenasa e inhibidores
de la AChE que son permeables e impermeables a mem-
branas biolbgicas. Se determind que en células nor-
males més del 95% de la AChE 168 se encuentra en la
superficie celular, sin embargo, en la variante cer
ca del 70% se encuentra en un compartimento intra-
celular. Después de inhibir irreversiblemente toda
la AChE celular, la forma 16S recién sintetizada
aparece en el compartimento interno con un retardo
de 1h, y no se le detecta en la superficie celular
hasta 2h después.

Se concluye que la forma 168 se ensambla en el
interior de las neuronas y que alteraciones en la
sintesis y distribucién de proteoglicanes de hepa-
ran sulfato afecta tanto la cantidad come la loca-
lizacibn celular de la AChE 16S.

MEVALONATO-5-(2-TIODIFOSFATO) : SUSTRATO DE LA
DESCARBOXILASA DIFOSFOMEVALONICA. (Mevalonate-
5-thiodiphosphate): Substrate of mevalonatedi
phosphate decarboxylase). Jabalquinto, A.M. y
Cardemil E. Departamento de Quimica, Facultad
de Ciencla, Universidad de Santiago de Chile.

La descarboxilasa difosfomevalbénica cataliza
la descarboxilacién de difosfomevalonato en
presencia de ATP y un metal bivalente para dar
isopentenildifosfato, ADP, Pi y CO2. Nos encon
tramos trabajando en el mecanismo de accidbn de
la enzima de hfigado de pollo, y nos interesa
determinar su mecanismo cinético. Estudios pre
vios indican un mecanismo secuencial. Con el
objeto de diferenciar si este mecanismo es or
denado o al azar puede emplearse el enfoque

de Fromm, el cual requiere la disponibilidad
de un inhibider competitivo para cada sustra-
to. Se informa la sintesis enzimitica de meva
lonato-5-(2-tiodifosfato) (MVAPPRS) a partir
de mevalonato-5-fosfato y ATPYS usando quina-
sa fosfomevalbnica de higado de cerdo como ca
talizador. El MVAPPBS se identificd y caracte
rizd por cromatograffa en papel en dos siste-
mas y mediante an&lisis de f6sforo y enzimdti-
cos. El rendimiento final fue de 37%.

Se encontrd que MVAPPBS se comporta no como

un inhibidor sino como un sustrato de la des-
carboxilasa difosfomeval6nica, encontrindose
las siguientes razones Vm/Km: 306,7 para MVAPP
y 8,65 para MVAPPRS.

Financiado por USACH y Fondo Nacional de Cien-
cia.
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ACCION DIFERENCIAL DEL RECEPTOR BETA ADRENERGICO EN
LA REGCULACION TRANSCRIPCIONAL Y POST-TRANSCRIPCIONAL
EN GLANDULA PAROTIDA. (Differential action of the
beta adrenergic receptor on the transcripcional and
post-transcriptional regulation in parotid gland).
Lopez Solis, R.0. y Castillo, L. Depto. Biologia
Celular y Genatica, Fac. Medicina, U. de Chile.

La administracién intraperitoneal crdnica de iso-
proterenol (agonista beta—adrenérgico) induce en las
glandulaes pardtidas de ratdn la sintesis de al menos
5 polipdptidos secretables y de facil caracterizacidn
electrofordtica. Como el mecanismo de accidn del iso
proterenol en esta respuesta celular no es conocido,
se estudid el efecto sobre ella de algunos inhibido-
res metabdlicos especificos.

El bloqueo de los receptores beta-adrendrgicos
por propranolel o la inhibicidén de la transcripcién
por actinomicina D antes de cada estimulacidn con
isoproterenol suprimen completamente la induccidn de
los polipéptidos. Una vez inducidos los polipépti-
dos, actinomicina D no interfiere y propranolol in-
terfiere sdlo parcialmente con la secrecidén de éstos
provocada per el mismo isoproterencl. Sin embargo,
tanto actinomicina D como propranolol no interfieren
con la resintesis post-secrecidn de los polipéptidos.
Estos resultados sugieren la mediacidn del receptor
beta—adrendrgico y del proceso de transcripcidn en
la induccidén de los polipéptidos y de un control post
transcripcional independiente del receptor beta-adre
nérgico en la resintesis post-secrecidn de los poli-
péptidos.

Proyectos B1651-8533, Universidad de Chile y 1089/84
Fondo Nacional de Ciencias, CONICYT.

INACTIVACION DE LA FOSFOENCLPIRUVATO CARBOXIQUINASA DE
LEVADURAS CON FENILGLIOXAL Y 2,3 BUTANODIONA.( Inactiva-
tion of yeast phosphoenolpyruvate carboxykinase with phe
nylglyoxal and 2,3 butanedione). Malebrdn, P. y Cardemil,
E. Departamento de Quimica, Universidad de Santiago de
Chile.

La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) cataliza
la reaccién _ nt?

PEP + ADP + HCO, m—===2 Oxalacetato + ATP
siendo &sta una de las étapas claves de la gluconeogéne-—
sis. Todas las enzimas estudiadas requieren de reducto-
res de grupos sulfidrilos para su actividad, habiéndose
demostrade la presencia de residuos esenciales de cistef
na en la enzima de higado de rata. Dada la naturaleza de
sustratos y productos, se justifica averiguar el posible
papel de residuos de arginina en la catdlisis, lo que
hasta ahora no se ha informado. En esta comunicacidn se
presentan resultados preliminares sobre la presencia de
residuos de arginina en el sitio activo de la PEPCK de
levaduras, mediante modificacién quimica con 2,3 butano-
diona y fenilglioxal.

Ambos reactivos inactivan la enzima con cinéticas de
pseudo primer orden, sugiriendo la presencia de unc o
mds residuos de arginina esenciales para la actividad.
El tratamiento de los datos obtenidos indican mecanismos
cinéticos de inactivacidn irreversible en ambgi casos.
Ambos sustratos, ADP y PEP en presencia de Mn ~, prote-
gen de la inactivacidn frente a los dos reactivos. La
enzima parcialmente modificada con butanodiona recupera
en parte suactividad por filtracién en una columna de
Sephadex G-25 con TRIS- HCl pH 8,2.

En conclusién, los datos permiten sugerir la presen-
cia de residuos de arginina en el sitio activo de la
PEPCK de levaduras. Los futuros experimentos se enfoca-
rdn a la cuantificacién quimica de estos residuos.

Financiado por DICYT, USACH.
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EFECTO DEL ATP EXTERND EN LOS MOVIMIENTOS DE
POTASIO ¥ CALCIO EN CELULAS DE GLOMERULOSA
ADRENAL. (Effect of ATP on potassium and calcium
movements in glomerulosa cells). Merusic,ET. y Lobo,
M.Y. Departamento de Fisiologia y Biofisica,

Faculted de Medicina, Universidad de Chile.

Es conocido el efecto indirecto del ATP
intraceluler en las concentraciones itnica de 1les
células actuando camo sustrato de ATPasas tales como
1o Na*, K*-ATPasa y Ca-ATPass. Recientemente se ha
sugerido la existencia de receptores purinérgicos
sobre los cuales el ATP extracelular estaria alterando
ia permeabilidad celuler y en hepatocidos se ha
descrito hiperpolarizacién de las célules. Con el
objeto de estudiar o posible accion de) ATP en células
endocrinas se eligié 1as células de glomerulosa adrenal
en la cusl hemos descrito un canal de potasio
colcio-dependiente. Las células de glumerulosa se
obtuvieron por dispersidn de tejido adrensl de bovino
con colegenass . La permeabilidad del K* (P) se

estudié midiendo la selide de Rb® en un sistema de
perfusidn continuo. En forme peralela se midid la
produccidn de aldnsterona.

La adicion de 1074 M ATP produjo un significativo
aumento en 1a salida de RoB0 y en 1a esteroidogénesis
{p < 0.001). Este efecto fue similar al obtenido con
angiotensing |l. Ambos efectos fueron inhibidos por
quinina 1o que Neva a postular que el ATP estaria
produciendo un aumento del calcio citosdlico.

MUERTE CELULAR Y LESION DEL DNA PRODUZIDO POR LA
REACCION DE HABER-WEISS. (Cell killing and DNA damage
mediaded by aHaber-Weiss reaction). Alberto C.Mello Filho
and Rogério Meneghini. Departamento de Bioquimica, Ins-
tituto de Quimica, USP, CP. 20780 - Sao Paulo, Brasil.

Active oxygen species, produced by phagocytic cells
at the site of inflammation, have been implicated with
cellular injure at these sites. DNA damage, lipid
peroxidation, transformation and cell death are effects
that have been described as consequences of exposure of
mammalian cells to active oxygen species. We are
particularly interested in the mechanism of cellular
death and DNA damage production whem mammalian
fibroblasts are exposed to xanthine oxidase plus
acetaldehyde, a system that mimics the production of
oxygen species by the phagocytic cells. The target for
the lethal injure as well as the molecular species

involved in these effects are controversial. The in vivo

iron catalyzed Haber-Weiss reaction (Hp0; + 03 -» OH" +
0z + OH™) 1is also a disputed matter. We have obtained
evidence for its occurrence inside the cells and for its
role in the DNA damage and cell killing processes.
Studies involving metal ion chelators both in whole
cells and purified nuclei have shown the participation
of iron cations. The use of enzymes which scavenge
oxygen species and its inhibitors demonstrated the
participation of both 05 and Hy0; in the processes of
cell death and DNA strand break production.

Supported by FAPESP, FINEP, CNPq.

COMUNICACIONES

EL EFECTO DEL FRIO SOBRE LA BIOSINTESIS PROTEICA EN
PLANTULAS DE RAPS (The effect of cold on protein syn-
thesis in rapessed seedlings). Meza-Basso,L., Alberdi,
M., Raynal,M. y Delseny,M. Instituto de Bioquimica e
Instituto de Boténica, Fac. de Ciencias, Universidad
Austral de Chile. Laboratoire de Physiologie Végétale,
Université de Perpignan, Francia.

Ciertos vegetales son resistentes al efecto del
frfo. Esta propiedad esté asociada a ajustes metab6li-
cos que incluyen entre otros, variaciones del conteni-
do proteico y de algunas actividades enziméticas. Sin
embargo, el efecto de las hajas temperaturas sobre la
sintesis proteica no ha sido analizado en detalle.

Para el anélisis de biosfntesis proteica se germi-
naron semillas de raps provenientes de variedades de
invierno y de primavera. Las pléntulas fueron crecidas
48 h a 18° o a 0°C, incub&ndolas con S metionina du-
rante las tiltimas seis horas. Los cotiledones fueron
procesados y las proteinas solubles totales extrafdas.
El anAlisis de sintesis proteica in vitro se realizd
extrayendo poliA+ RNA a partir del RNA total. Los poli
A+ RNA fueron traducidos en un sistema libre de célu-
las. Los productos sintetizados in vivo e in vitro
fueron analizados por electroforesis bidimensional.

La sintesis in vivo de varios polipéptidos es apa-
rentemente inducida o estimulada por el tratamiento
a bajas temperaturas, en tanto que en otros su sintesis
no cambia o es reprimida. Cambios similares se detec-
tan en la sintesis proteica in vitro. Diversos mRNAs
son mAs abundantes a 0° que a 18°C mientras que otros
se encuentran en baja proporcién o no existen luego de
la exposicién a 0°C. Se detectaron ademéds, diferencias
importantes al comparar la respuesta a las bajas tem—
peraturas en las variedades de invierno y de primavera.

Los resultados indicarfan cambios importantes en
la expresién genética sugiriendo la existencia de un
proceso adaptativo mediado por las bajas temperaturas.
Financiado por DID-UACH (S-84-29, RS-83-19), FNC 1212-
84, CNRS (UA 565, AIP 95 31 67).

INHIBICION DE HEXOQUINASAS POR FRUCTOSA-2,6-BISFOSFATO
EN PRESENCIA DE EXTRACTOS DE HIGADO RATA. (Inhibition
of hexokinases by fructose 2,6-bisphosphate in the
presence of rat liver extracts). Niemeyer, H.,
Rabajille, E., Cerpa, C. y Acoria, M. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

El fructosa-2,6-bisfosfato (F-2,6-P_,) es un meéta-
bolito gque modula la actividad de un” gran nGmero de
enzimas en diversas clases de células. No modifica
directamente la actividad de hexoquinasas purificadas.
Se explord la posibilidad de que actuara sobre estas
enzimas en extractos crudos.

Se encontrd que la glucoquinasa (hexoquinasa D) es
inhibida por el F—2,6—P2 cuando se hace el ensayo en
el liquido sobrenadante de un homqgeneizado de higado
de rata al S0% (p/v), centrifugado a 90.000 g, después
de filtrarlo en Sephadex G-25. La inhibicién depende
de la concentracién del extracto y de F-2,6-P_, pero
no de la concentracién de glucosa y de MgATP. %ambién
se produce inhibicién de otras hexoquinasas animales
y de hexoquinasa de levadura, afiadidas al medio de
ensayo que contiene el extracto de higado. La accidn
del F-2,6-P_, es reversible y la Ki es 3 a 4 uM. El
metabolito parece muy especifico porque otros hexosa-
fosfatos (mono y bis) no tienen efecto a concen-
tracién 100 uM, ni como inhibidores ni como competido«
res del F-2,6-P_.

Se postula que en el extracto existe un factor
coinhibidor, que pudiera ser una proteina reguladora:
no es retenido en G-25, es inestable aGn a temperatu-
ra de 0° y es protegido muy efectivamente por F—2,6—P2
100 uM; es retenido por DEAE-celulosa a muy baja
fuerza iénica y no por CM-celulosa; sedimenta en
sulfato de amonio al 40% de saturacidén y requiere
F-2,6-P_ para mantener su actividad como coinhibidor.

Financiado por el Proyecto B-266-8523, Departamento
de Investigacidén y Bibliotecas, Universidad de Chile,
y por la Organizacién de los Estados Americanos.
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RIOSINTESIS DE HIDROCARBUROS CICLICOS CATALIZA
DA POR ENZIMAS DIFERENTES., (Biosynthesis of cy
clic hydrocarbons catalized by different enzy-
mes). Portilla, G., Rojas, M.C. y Cori, O, De-
partamento de Ouimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

Nuestro arupo ha demostrado que la biosin
tesis de hidrocarburos monoterpé&nicos en Citrus
limonum se realiza a partir de los sustratos ae
ranilpirofosfato (GPP) y nerilpirofosfato (NPPY

Se ha propuesto que el isbmero terciario
linalilpirofosfato (LPP)} podrfa ser un interme
diario durante la ciclacién de GPP y NPP a hi
drocarburos, Hemos loarado separar por Sephadex
G-100 dos actividades enzim&ticas: una totalmen
te especffica por GPP y NPP y la otra por LPP.
Nuestros resultados apoyan:

1) La participacién de LPP como sustrato y no
como intermediario libre,

2) que habrfa involucradas en la formacibn de
hidrocarhuros, por lo menos dos enzimas di-
ferentes,
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CARACTERIZACION DEL: TRANSPORTE DE 2* EN GRANUIOS

CROMAFINES. (Characterization of + transport in
chromaffin gramules). Prieto, A.L., Daniels, A.J. La-
boratorio de Farmacologia Bioguimica, Facultad de Cien-
cias Biolbgicas, Pontificia Universidad Cat6lica de
Chile.

La membrana del 2rénulo cromafin es inpermeable a ut
al igual que a Mgz in vitro, sin embargo cuando los
grénulos son incubados en pr presenc1a de FOCP o NEM se
produce la incorporacién de Mg2+ al organelo, y salida
de catecolaminas en una razon de 2 catecolaminas por ca
da Mg?*. Esta incorporacién es dependiente de t°, y es
saturable. Esto indica un posible transgortador para
Mg2t. La activaci6n de la entrada de Mg<*, inducida
por FOCP, en presencia de NEM no se deberia a una inhi-
bicién de la ATPasa puesto que inhibidores como DCCD
quercetina y (CH3)3 SnCl no producen efecto alguno. PMB,
gue tiene reactividad con grupos SH al igual que NEM,
si produce efecto.

Atractilosida, inhibidor de transporte de nucleStidos
en _grdnulo, es capaz de bloguear la incorporacifn de
Mg2* producida por FCCP solo en presencia de NEM. ATP
inhibe campetitivamente la incorporacién de Mg2+t induci
da por FCCP. Como atractilosida y ATP est&n asociados
a sitios anifnicos, se estudif el efecto del inhibidor
del transporte de aniones, SITS, el que fue capaz de
hloquear completamente la incorporaci6n de Mgt en pre
sencia de FOCP y NEM. NaCl y KCl inhiben la incorpora-
cién de Mg2t inducida por FCCP siendo &sta afn mayor en
presencia de NEM. Esto indica que este Gltimo, estaria
abriendo canales anifnicos, que aumentarfan la entrada
de Mg2t por cotransporte. Cuando Nat es reemplazado
por oolina, la inhibici6n no ocurre.

Estos resultados indican que Mg?* estarfa entrando
por un canal de Nat o Kt y que serfa cotransportado con
un anién.

FUNCIONES DE LA -GLUTAMILTRANSPEPTIDASA Y DEL GSH
EN LA GLANDULA MAMARIA DE RATA. ( 4*-Glutamyltrans-
peptidase and GSH functions in the rat mammary gland).
Rios, M., Villanueva, S., Puente, J. y Sapag-Hagar,
M. Departamento de Bioquirica. Facultad de Cien -
cias Quimicds y Farmacéuticas. Universidad de Chi-
le.

Las principales funciones del ciclo del A’~g1utamilo
son, entre otras, el transporte de aminoicidos y la
mantencién del glutatidn reducido (GSH) tisular. Es-
te ciclo y el GSH aumentan significativamente en la
lactancia en la glandula mamaria. En este trabajo i-
niciamos el estudio del papel de la 3’ glutamlltranﬁ
peptidasa ( 3‘ -T) y GSH plandulares in vivo y en
cultivo de explanteq y acinos mamarios.

Se determind la actividad de la {-GT y niveles de (SH
en presencia y ausencia de inhibidores del ciclo del
¥ -elutamilo; y la determinacién de casefna y lacto-
sa sintetasa como pardmetros de lactancia.

De los resultados obtenidos es posible concluir:

1) Que in vitro la disminucidén del GSH tisular dismi-

nuye los parametros de lactancia® 2) que el GSH fluye

al medio extracelular, fendmeno acrecentado en presen

cia de inactivadores de la §-CT y 3} que inactivado-

res de la } -CT disminuyen el ingreso v la incorpora-

ci6én de aminodcidos al tejido. Estos resultados per-

miten postular al GSH tanto en un papel protector CEmoO
en la transpeptidacién y transrorte de aminodcidos en

la glandula mamaria.

(Proyecto D,1.B. B2116-8513 Universidad de Chile).

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE PLASMIDIOS
DE CEPAS AUTOCTONAS DE 7. ferrooxidans Y SU
POSIBLE ROL EN RESISTENCIA A METALES. (Isola-
tion and characterization of plasmids from
native 7. ferroexidans strains and their
putative rele in metal resistance). Sanchez,

H., Hevia, E. y Venegas, A. L(aboratorioc de

Bioqufmica, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Universidad Catélica de Chile.

T. ferrooxidans es una bacteria
quimiolitotrofica acidéfila, que estd sienda
usada en procesos extraccién de netales,
siendo especialmente util, debido al bajo
costo, en el caso minerales de baja ley o
margiriales, donde 1los métodos clasicos de
extraccion quimica resultan antieconémicos.
Algunas cepas de este microorganismo pueden
crecer en presencia de elevadas concentra-

ciones de varios cationes o aniones de
metales pesados. Las bases moleculares de
este tipo de resistencia no han sido

determinadas. En otras especies bacterianas
la resistencia a algunos elementos como Hg,
Cd, Ag v As esta codificada en plasmidios.

Hemos iniciado la deteccidon de plas-
midios en cepas autoctonas de 7. Tferro-—
oxidans, encontrando en algunas de ellas, uno
o mas plasmidios. Entre los métodos de aisla-—
miento ensayados, el alcalino resultd el mas
adecuado. Se encontré¢ ademas que el congela-—
miento de las ceélulas previo a la extraccidn
afecta notablemente la integridad del plasmi-~-
dio. Estos plasmidios han sido purificados vy
algunas de sus propiedades estudiadas.

Se ha intentado relacianar la presencia
de algunos plasmidios en cepas particular-
mente resistentes a metales pesados.

Financiado por DIUC {Universidad
Catolica) y PNUD-UNESCO.



R-370

PROLIFERACION CELULAR Y EXPRESION DE ANTIGENO T EN
LA SUPERFICIE DE CELULAS TRANSFORMADAS POR SV40.
(Cell proliferation and expression of T-antigen on
the surface of 3V40-transformed oells). Santos, N.
y Butsl, J. Departamento de Biologia Celular y Ge-
nética, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
y Baylor College of Medicine, Houston, Texas, U.S.A.

El antigeno T (Ag-T), proteina viral transforman-
te, se expresa en nlicleo y superficie de cdlulas
transformadas por SV40. Se postula que el Ag-T de
superficie participaria en la ragulacién de la pro-
liferacién y/o en la mantencién del eatado transfor-
mado da estas células. Bl objestivo de este eatudio
fue correlacionar la expresidén del Ag-T en la super-
ficie celular con la actividad proliferativa y/o el
fenotipo transformado de células de ratdn transfor-
madas por SV40. Se determind la presencia de Ag-T
en la superficie de células en poblaciones asincrd-
nicas y en cdlulas transformadas por mutantes termo-—
sensibles del SV40, cultivadas a temperaturas permi-
aivas y restrictivas. Bl Ag-T de superficie fue
analizado por inmunoprecipitaeién, electroforesis y
autorradiografia. La mixima expresidn de Ag-T se
observa en la superficie de células en activa proli-
feracidén. Una disminucidn significativa se correla-
ciona con una menor actividad proliferativa. Por
otra parte, la presencia del Ag-T en la superficie
celular es independiente del fenotipo transformado.
Estos datos sugieren gque el Ag-T de superficie po-
dria participar en el control da la proliferacidn
de células transformadas por SV40 y hacen necesario
revisar su rol en la mantencidn del estado trans-
formado.

Proyecto B1651-8533, D.I.B., Universidad de Chile
(Parcial

ASOCIACION DE DNA POLIMERASA o EN NUCLEOS DE 00CITOS DE
X. LAEVIS (ASSOCIATION OF DNA-POLYMERASE o IN NUCLE! CF
X. LAEVIS OOCYTES). Solari A. Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La DNA polimerasa de tipo @ es la DNA polimerasa in
volucrada en la replicacién del material genético nuclear
y generalmente se la encuentra en el ndcleo dependiendo
del sistema biol6gico y metédica de purificacién emplea
da. Si bien la ubicacién subcelular de ésta enzima estéd
bien determinada, no existe informacién sobre los meca-
nismos que determinan su exclusiva localizacién en el
nicleo. En esta comunicacién se entrega informacién so-~
bre las interacciones que mantienen a la enzima ligada a
estructuras del ndcleo de oocitos.

El oocito crecido de X. laevis (etapa V y VI) es un
excelente sistema biolégico para estudiar éste aspecto
pues contiene grandes cantidades de DNA polimerasa a en
el ndcleo. En este sistema ademis es posible obtener nd-
cleos por diseccién manual en corto tiempo lo cual permi
te obtener organelos con méxima integridad en sus cons-
tituyentes macromoleculares.

Nicleos aislados manualmente e incubadas en diferen
tes condiciones de fuerza i6nica y tiempo, permitieron
concluir que la enzima escapa del nidcleo a concentracio-
nes moderadas y altas de NHyCl, sin embargo la presencia
de polivinil pirrolidona en el medio de incubacién logra
bloquear dicho escape. Al analizar diferentes estructu-
ras nucleares obtenidas por diseccién manual, se encon-
tré que la DNA polimerasa a estd asociada al 1lamado gel
nuclear. Estudios posteriores con estos geles nuclea-
res permitieron concluir que la enzima estd debilmente
unida a estas estructuras, ya que el lavado de ellas con
soluciones crecientes de NHuCl permitieron detectar a la
enzima en la fraccién soluble.

Proyecto financiado por la Universidad de Chile
{(Proyecto B-1444-853 F).-

COMUNICACIONES

ESTUDIOS DE SECUENCIASPRéRTICIPANTES EN LA EXPRESION IN
VITRO DE GENES DE tRNA DE LEVADURA POR ENSAYOS DE COM
PETENCIA. (A study on sequern participating in the in
vitro expression of yeast tRNA genes by campetition
assays) . Thorikay,M., Hinrichs M.V. y Bull,P. Laborato
rio de Bioqufmica, Dpto. Biologfa Celular, P. Universi -
dad Cat6lica de Chile.

Se estudi6 la participacifn de los promotores intra
génicos y secuencias adyacentes en la unién de factores
de transcripcifn a través de experimentos de competencig,
en los cuales se midi6 la transcripcién in vitro de un
clon activo (pYPT-4) en presencia de concentraciones cre
cientes de uno inactivo (pYPT-5 & 9).

Se obtuvieron a partir de pYPT-5 y 9, los insertos
de DNA de levadura y fragmentos lineales derivados de
ellos que contienen los bloques promotores intragénicos
A y B en una molécula o separados. incubaron concen
traciones adecuadas de genes de tRNA y competidores
oon extracto de levadura camo fuente de RNA polimerasa
III y factores de transcripcifn. E1l RNA sintetizado se
extrajo y se separt por electroforesis en geles de polia
crilamida~urea. Las bandas se localizaron y cuantifica-
ron en cada caso. Cada punto se hizo en cuadruplicado.

Ambos clones inactivos son capaces de campetir por
los factores de transcripcién. Esta competencia es mds
efectiva cuando los DNA estfin a la forma sobreenrollada.
La mitad 3' del inserto 9 compite en forma similar que
el inserto 9 completo, mientras que la mitad 5' lo hace
en mernor grado. Al eliminar las 8 Gltimas bases del gen
del inserto 5 y regifn 3' adyacente, se pierde la capaci
dad competitiva del inserto 5.

BEstos resultados confirman la importancia de los
blogues promotores intragénicos y de las secuencias adya
centes en la unidn de los factores de transcripcién.

Financiado por Proyecto DIUC 78/84.

EFECTO DIFERENCIAL PROOX!DATIVO DE LAS HEMOGLOBINAS HU-
MANAS FETAL Y ADULTA,(DIfferential prooxldant effect of
human fetal and adult hemoglob?n) Valenzuela A, ,Guerra R.
y Cahas P, INTA, Universidad de Chile. Divisidn de Cien-
cias B8sicas. Casilla 15138, Santiago 11. Chile

El comportamiento fisiolSgico de los eritrocitos fe
tales (EF) es diferente al de los eritrocitos adultos(ER
Se conoce que la vida media del EF escercana a la mitad
de la del EA y los niveles de actividad de las enzimas
involucradas en la proteccidn de estas células contra el
stress oxidativo son diferentes. Por otra parte se ha
descrito que la transformacién de la oxihemoglobina a me
tahemoglobina involucra la liberacidén al medio intracelu
lar de radicales libres del 0p de cardcter prooxidante.

E]l prop6sito del presente trabajo fue medir la dife
rente capacidad prooxidante de tas formas de oxi y meta-
hemoglobina fetal (HbF) y adulta (HbA). Para ello, se
separaron previamente ambas hemoglobinas por técnicas cro
matograficas a partir de muestras provenientes de sangre
de cordén de recién nacidos y sus respectivas madres.
Una vez que ambas hemoglobinas fueron separadas y purifi
cadas se convirtieron a su forma de oxi y metahemoglobi-
na respectivamente y se ensayo su efecto prooxidante en
un sistema modelo de peroxidacién constituido por lino-
leato de potasio. La HbF y la HbA en la forma de oxihemo
globina presentan un efecto prooxidante diferente, sien-
do superior aquel de HbF. Sin embargo, ambas hemoglobinas
en la forma de metahemoglobina no presentaron efecto pro
oxidante.

Se postula que el diferente efecto prooxidante de
la HbF con respecto a HbA en la forma de oxihemogiobina
se correlacionarfa con la mayor tendencia a formar meta-
hemoglobina del EF y podrfa explicar la mayor sensibili-
dad de estas células al stress oxidativo lo cual a su vez
puede ser uno de los factores importantes en la etiolo-
gTa de diversos tipos de anemia que afectan al recién na
cido y especialmente al prematuro cuyo origen es ain po-
co conocido. (Financiado por Grants B-1765-8533 y B-2019
8522 del DIB.)
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PROTEINAS REGULADORAS DE S.tuberosum DEPENDIEN
TES DE Ca*2(Ca2+ dependent regu]atorv proteins
from S.tuberosum). Valenzuela,M.A.,Mancilla,M.
Kettlunr,A.M.,Jara,0.,Pizarro,J. y Traverso-
Cori,A. Dep.Bioguimica,Fac.Ciencias OQuimicas y
Farmac&uticas, Universidad de Chile.

Hemos aislado del tub&rculo de S.tuberosum
protefnas dependientes de Cat2 que son reguIa-
doras de alqunas enzimas. Anteriormente habfa-
mos descrito una preparacibn parcialmente pu-
rificada de S.tuberosum con caracterfsticas
calrodulfnicas la cual estimulaba las activi-
dades ATP&sica y ADP&sica de la apirasa.

Despuds de una cromatoaraffa en Sepharosa~
trifluoperazina esta preparacifn se resolvib
en tres fracciones proteicas: Fr-A que activa
a la apirasa; Fr-I cque inhibe a la apirasa y
Fr-C que activa a la fosfodiesterasa de AMPc.

La Fr~C tiene una sola banda de proteinas
tanto por electroenfoque (pI 4,4) como por
electroforesis en SDS (PM 16.000). Por estos
valores y por el efecto estimulante de fosfo-
diesterasa de AMPc dependiente de Ca*? y la
inhibicién de este efecto por la trifluopera-
zina, concluimos que esta fraccibn es calmodu-
lina. Esta calmodulina pura de papa no tiene
ninaGn efecto sobre la apirasa.

La Fr-A presenta al menos tres bandas de
protefnas por electroenfoque (pI 4,8;5,6;5,9)
y por electroforesis en SDS (PM entre 20000 y
30000) adem&s no tiene actividad calmodulfni-
ca, pero si nresenta accibn estimulante sobre
la apirasa en presencia de Cat+2,

La Fr-I no ha podido ser caracterizada por
su aparente inestabilidad y escasa concentra-
cién de protefnas.

Proyecto financiado por D.I.B. N°B-2079-8514,

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE ENDONU-
CLEASAS TERMOESTABLES: BstVI, UN ISOSRUI-
ZOMERO DE Xhol (Isolation and characteri-
zation of thermostable endonucleases: BstVI,
an isoschizomer of Xhol). Vasquez, C.313
Adasme, A.! y Gonzalez, E.® *Departamento

de Quimica, Universidad de Santiago de Chile

y ZLaboratorio de Bioquimica, Universidad
Catéblica de Chile.
Recientemente hemos purificado una

endonucleasa de restriccidn tipo II, 1a cual
fue aislada de un bacilo termofilico gram
positivo. De acuerdo a pruebas microbio-
ldgicas estandares, la bacteria resultd ser
del tipo Bacillus stearothermophilus y 1la
enzima fue denominada BstVI.

Sobre la base de los patrones de digestién
de los diversos DNAs utilizados como
sustrato, hemos concluido que BstVI es un
isosquizomero de Xhol, aislada originalmente
de Xanthomoras holcfcola. Ademads de ser muy

termoestable (temperatura optima de 75°0C),
BstV] es producida en gran cantidad por esta
cepa bacteriana. Practicamente un solc paso

de purificacién hace posible la eliminacidn
de nucleasas inespecificas y por lo tanto, su
uso con fines de andlisis de restriccién y de
clonamiento molecular.

Se han determinado algunas de las condi-
ciones optimas para la actividad enzimatica,
ademas de probar la estabilidad de la enzima
frente a una serie de agentes desnaturantes
de proteinas.

Direccidn de
Santiago de

Financiado parcialmente por
Investigaciéon, Universidad de
Chile.
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PURIFICACION Y PROPIEDADES DE UNA FORMA DE P-450 CON UN
ALTO RECAMBIO PARA LA OXIDACION DE BENZO(a)PIRENO.
PURIFICATION AND PROPERTIES OF A CYTOCHROME P-450 FORM
EXHIBITING A HIGH TURNOVER RATE FOR BENZO(a)PYRENE OX1DA
TION. Vasquez, H., Strobel, H. and Gil, L. Departamento
de BioguTmica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Department of Biochemistry and Molecular Biology. The
University of Texas, Medical School at Houston.

Una isoenzima de citocromo P-450 activa en un siste
ma reconstituido y que presenta un recambio muy alto pa-
ra la oxidacién de Benzo(a)pireno (BP) ha sido purifica-
da de ratas con desnutricién protéico-energética induci-
das con B-Naftoflavona.

Las etapas de purificaci6én incluyeron: Solubiliza-
cién en buffer Tris HCl pH 7.7 que contenfa 36% de glice
rol, DTT, EDTA y Renex 690, luego cromatograffa en DEAE-
Sephadex A-25, DEAE-celulosa, hidroxil apatita y CM-sefa
dex. Caracterizacién de esta forma permitié establecer
que el espectro diferencial reducido en presencia de €O
presenta un pico miximo a 4L46.5 nm; las X max. para los
espectros oxidados y reducidos fueron 416 y 408 nm res-
pectivamente. Citocromo P-446 en la forma aislada corres
ponde a una de bajo spin, tiene una actividad especffica
de 14 nmoles/mgde protefna. En gel electroforesis apare-
ce como una sola banda de PM 56.000.-

P-446 oxida diferentes sustratos a diferentes velo-
cidades en un sistema reconstituido que contiene adem4is
NADPH citocromo P-450 reductasa y dilauroilfosfatidilco~
lina. P-446 oxida BP con un namero de recambio de 83
nmoles producto/min/mg de protefna. P-h4b parece ser dife
rente a la forma P-450c inducida con 3MC y que también
oxida preferentemente BP aunque a una velocidad menor.

Financiado por proyecto B-1970-8525 del DiB,
Universidad de Chile y 1004 del Fondo Nacional de Cien-
cias.-

CLONAD) MOLECULAR DEL GENOMA DEL VIRUS DE LA FIBRE AFTO-
SA. ANDINO, RalGl H%,VAZQUEZ M.V#yMANDEL M.A%,KAPLAN G

PALMA E%y TORRES H.N¥ *INGEBI-CONICET,**CICV-INTA.

El Virus de la Fiebre Aftosa(VFA) es un picornavirus
cuyo gendma esta constituido por una Onica molécula de
RNA monocatenario de aproximadamente 8500 bases,el cual
presenta un tracto de poliA en el extremo 3',uno de poliC
en las cercanias del 5' y un polipeptido ligado a este
Gltimo extremo. Dicho RNA actua como mensajero.

Las proteinas virales son el resultado del procesamien-
to postraduccional de una poliprotefna dnica.

Las protefnas que componen la capside viral{proteinas
estructurales:Vp1, Vp2, Vp3 y Vph) se encuentran codi-
ficadas en un "cluster" ubicado entre los nucleotidos
2000 a 4000 del RNA, siendo la protefna Vpl la respon-
sable de la respuesta inmune.

Utitizando como molde el RNA viral se ha sintetizado
el cDNA correspondiente utilizando como "primer'' oligo
dT12-18. Posteriormente el cDNA fué clonado en plasmidos
vectores (pBR322, pAT153/Pvul i-8,etc.).

De esta manera se ha obtenido plasmidos portando frag-
mentos de cDNA que representan el 90% del gendma viral.

Finalmente se han obtenido secuencias parciales del
RNA gendémico (proteina inmunogénica) y se las ha com-
parado con las publicadas para otras cepas, encontrando
variaciones que se corresponden con las diferencias se-
rotipicas observadas.
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PRENILTRANSFERASA DE FLAVEDO DE Citrus sinen-
sis: DIFERFENTES FORMAS DE FNZIMA.ZPrenyItrans—
ferase from Citrus sinensis flavedo: different
forms of enzvme).M,V.Vial¥*,A,Ouaas,C.Pravo y
L.M.P&rez (Den.Rioqgulm,Fac.Cs,Quim.y Farm., U.
Je Chile e *Instituto Profesional de Osorno).

Un S, 10 obhtenido por centrifugacifn dife-
rencial ge omogenizados de flavedo naranja,
contiene la actividad de la preniltransferasa
y forma F y 2 farnesoles y F-Farnesilpirofos-
fato (E-FPP). Al filtrar este 93 go Por una
columna de Sefarosa-2B, ararece gés de una for-
ma de preniltransferasa, de masas moleculares
de 465 XDa y 96 KDha.

La preniltransferasa de 465 KDa coeluye con
la actividad de la IPP isomerasa;mientras que
la de 96 KDa es capaz de interconvertirse a
formas de mayor o menor masas moleculares de-
pendiendo de la concentracifn de protelnas.
Las diferentes formas de preniltransferasa,
elufdas de Sefarosa-2B, forman solamente E-far
nesol y E-FPP,

Un electroenfooue del S separa también
diferentes formas de nreniig%ggsferasa con

r
puntos isoel&ctricos distintos.

Los resultados suaieren que en el 539100
existen diferentes formas de preniltrans%erasa.
las que podrfan estar asociadas entre si 6 con
otras protefnas presentes en esta "fraccibn
soluble”, v que la filtracibn en Sefarosa-2R
desestabiliza alafin tipo de asociacibn de es-
ta enzima con otras protefnas, que serfan las
responsables de la biosintesis del Z-farnesol
por el 530100.

Proyecto B 2078-8512 del D.I.P.
Nacional de Ciencia y Tecnoloafa,

y Fondo

EXPRESION Y ENSAMBLE DE RUBISCO DE Chromatiuwm vinoswnm en
Escherichia coli (Expression and assembly of RuBisCO from
Chromattum vinoswn in Escherichia coli). Viale, A.*,

Kobayashi, H. y Akazawa, T. Research Institute for Bioche

mical Regulation. Nagoya University. Nagoya. Japdn.

La ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO)
cataliza el primer evento tanto en la fijacidn fotosin-
tética de CO, como en la fotorespiracién en los organis-
mos fotosint&ticos. La enzima estd constituida por dos
tipos distintos de subunidades, las cuales forman una es
tructura hexadecamérica (AgBg). En la bacteria fotosint@
tica (. vinoswm, los genes que codifican dichas subunida
des son adyacentes y probablemente cotranscriptos.

Un fragmento de DNA de (. vinogwm conteniendo ambos ge
nes fue ligado a vectores de expresidn, colocdndolo bajo
control transcripcional del promotor tac de los plésmi-
dos ptac 12 & pKK 223-3, e introducido en E. coli. Las
bacterias que expresaron la proteina fueron detectadas
mediante anticuerpos especificos anti-RuBisCO. En dichas
bacterias, la transcripciény traduccidén de ambos genes
fue observada mediante técnicas de electrotransferencia
a membranas de nitrocelulosa y utilizacién de anticuer-
pos especificos (western blotting). La cantidad maxima
de RuBisCO producida por E. col? fue de aproximadamente
15% de la proteina soluble total, luego de la induccién
con isopropil-B-D-tiogalactdsido (IPTG). La actividad
carboxildsica de la enzima sintetizada por E. coli fue
la misma que la de la enzima aislada de C. vinosuwm.
Ambas enzimas mostraron igual perfil de elucidn al ser
analizadas mediante cromatografia liquida de alta pre-
sidn, utilizando columnas de filtracidn por gel.

Estos resultados indican que RuBisCO puede ser sinte-
tizada y ensamblada en una estructura hexadecamérica
A_B_. en forma cataliticamente activa por E. coli, sin ser
necesarios factores especificos para el ensamble.

*Direccidn actual: Centro de Estudios Fotosintéticos y
Bioquimicos (CEFOBI). Suipacha 53). Rosario. Argentina.

'CEPA NORMAL EN CULTTVOS CONTTINUGS.

COMUNICACIONES

ACCION HOPMONAL SOBPRE LA X -GLUTAMILTRANSPEPTIDASA DE
GLANDULA MAMARTA (Hormonal action on X-glutamyltrans-
peptidase of mammary gland). Villanueva, S., Puente,
J. y Sapag-Hagar, M. Departamento de Bioquimica. Fa-
cultad de Ciencias Oufmicas y Farmacéuticas. Univer -
sidad de Chile.

En estudios anteriores hemos demostrado que la ac -
tividad }-plutamiltranspeptidisica de glandula mama -
ria sufre un sustancial aurento en la transicidén vir -
pen-prefiez-lactancia. Parte de este aumento puede al-
canzarse mediante la inyeccién de estradiol a ratas
virgenes ovariectomizadas. Sin embargo, en cultivo de
tejido mamario el estradiol no tiene efecto sobre la
actividad de la enzima.

En el presente trabajo hemos establecido que:

a) Tanto la hipofisectomia como el uso de bromocripti-
na previenen la accién del estradiol.

b) La administracién de agentes liberadores de prolac-
tina (metoclopramida y perfenazina) a ratas virge-
nes provoca un aumento en la actividad thlutamilv
transpeptidasa similar al observado con estradiol.

c) La adicifn de prolactina a cultivo de tejido (ex -
plantes) causa un aumento significativo en la acti-
vidad de la enzima.

El conjunto de estos hechos indicaria que la prolac
tina seria la principal responsable del control hormo-
nal sobre la enzima de glandula mamaria.

(Proyecto D.I1.B. B2116-8513 Universidad de Chile)

EL METABOLISMO DEL GLUCONATO EN E.coli. ESTUDIO DE UNA
The Gluconate meta-
bolism in E. coli. Study of a normal strain in continuo
us cultures). Coello, MN e Istfiriz, T. Centro de Biolo-
gia Celular. Universidad Central de Venezuela.Caracas.
El metabolismo inicial del gluconato (gnto) en E. coli,
comprende su incorporaci6n a la c8lula y su fosforila -
cién. El gnto~6-P formado es catabolizado por la via de
las pentosas y/o Entner Doudoroff, la cual incluye una
dehidrasa y una aldolasa.Cultivos en tanda de ocflulas
normales en gnto. muestran induccién de las actividades
de transporte, fosforilacién y dehidrasa, la gnto.-6-P-
dehidrogenasa y XD aldolasa son constitutiva y semi -
constitutiva respectivamente. Evidencias fisiolbgicas y
genéticas con oBlulas normales y mutantes muestran la -
presencia de dos sistemas diferentemente regulados GntM
y GntS, que duplican las actividades iniciales y han si
do ubicados en los min 75 y 96 del mapa. Los cultivos -
en tanda no permiten un control riguroso de las condi-
cicnes de crecimiento, debido a &sta limitacién y en -
nuestro caso, estos cultivos impiden conocer la relacién
de expresifn entre los sistemas descritos. Para esclare
cerlo hemos iniciado el estudio de la cepa normal de E.
coli (HfrGeé), en condiciones controladas de crecimiento
y Iimitadas por gluconato, tanto en aercbiosis camo anae
robiosis en un quimiostato. Las actividades de interés
fueron determinadas para diversos estados estacionarios.
Los resultados muestran un incremento gradual en la ac
tividad de un transporte de alta afinidad y de glucono-
quinasa. Esta Gltima resulta ser termosensible a bajas
tasas de dilucibn y fue progresivamente sustituida por
la termorresistente a medida que la tasa de dilucién au-
mentS. En anaerobiosis se logran mejores condiciones de
induccién de la dehidrasa y la gluconoquinasa inducida
fue la termorresistente. Los resultados sugieren la ex-
presién diferencial de ambos sistemas y suministran in-
formacidn acerca de como podrian ellos expresarse duran
te la utilizacién de gluconato por E. coli en condicio-
nes de laboratorio.




