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SIMPÓSIO TÓPICOS EN METABOLISMO DE LIPIDOS 

F L U J O S M E T A B O L I C O S DE Á C I D O S G R A S O S E N H E P A T 0 C I T 0 5 . R O L 
DE P E R O X I S O M A S . { M e t a b o l i c f l u x e s o f f a t t y a c i d s i n h e p a 
t o c y t e s . T h e r o l e o f p e r o x i s o m e s ) . B r o n f m a n . M . , O r e l l a n a 
A . , y M o r a l e s , M . N . D e p t o B i o l o g i a C e l u l a r , E a c . C i ê n c i a s 
B i o l ó g i c a s . P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

L a c o n t r i b u c i ó n d e i s i s t e m a p e r o x i s o m a l d e B - o x i d a -
c i ó n d e á c i d o s g r a s o s p o r l a c é l u l a h e p á t i c a i n v i v o , a s i 
c o m o e l d e s t i n o m e t a b ó l i c o d e s u s p r o d u c t o s n o s e c o n o -
c e n . C o n e l o b j e t o d e e v a l u a r e s t a c o n t r i b u c i ó n , h e p a t o ­
c i t o s a i s l a d o s d e r a t a s c o n t r o l e s y t r a t a d a s c o n C i p r o - -
f i b r a t o ( n a r a a u m e n t a r l a a c t i v i d a d d e i s i s t e m a p e r o x i ­
s o m a l ) s e i n c u b a r o n c o n m e z c l a s d e á c i d o s g r a s o s ( a c é t i c o 
b u t í r i c o , l a u r i c o y p a l m i t i c o ) c o n u n o s o l o d e e l l o s 
m a r c a d o c o n 14c e n e l c a r b o n o 1 p o r v e z . B a j o e s t a s c o n ­
d i c i o n e s . I a m a r c a i n c o r p o r a d a e n p r o d u c t o s d e o x i d a c i ó n 
(CO2 y c u e r p o s c e t ó n i c o s ) d e s d e á c i d o l á u r i c o l - ^ C a u ­
m e n t o e n h e p a t o c i t o s d e r a t a s t r a t a d a s , m i e n t r a s q u e d i s 
m i n u y Õ l a d e s d e á c i d o b u t í r i c o 1 - ^ C . I n c o r p o r a c i o n e s 
i n t e r m e d i a s s e o b s e r v a r o n c o n á c i d o s a c é t i c o y p a l m i t i c o . 
E s t o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n q u e , i n v i v o , l o s p e r o x i s o m a s 
o x i d a n a c t i v a m e n t e á c i d o s g r a s o s d e c a d e n a m e d i a ( l a u r i ­
c o ) y c o n c u e r d a n c o n r e s u l t a d o s p r é v i o s i n v i t r o . 

E l c o n t e n i d o e n z i m á t i c o d e l o s p e r o x i s o m a s s u g i e r e 
q u e l o s p r o d u c t o s d e l a B - o x i d a c i ó n p e r o x i s o m a l s o n a c e -
t i l - c a r n i t i n a y a c i 1 - c a r n i t i n a s d e c a d e n a c o r t a y m e d i a . 
P a r a t r a t a r d e v e r i f i c a r e s t a p r o p o s i c i ó n , s e i n v e s t i g o 
e l c o m p o r t a m i e n t o d e l o s c o m p a r t i m e n t o s d e c a r n i t i n a y 
a c e t i l - c a r n i t i n a , e n h e p a t o c i t o s o x i d a n d o á c i d o l á u r i c o . 
L a a d i c i ó n d e e s t e s u s t r a t o r e s u l t a e n u n a u m e n t o d e i 
c o m p a r t i m e n t o d e a c e t i l - c a r n i t i n a y e n u n a d i s m i n u c i ó n 
d e i c o m p a r t i m e n t o d e c a r n i t i n a ( 2 - 3 v e c e s ) . L a l l e g a d a 
a e s t a d o e s t a c i o n a r i o a p a r e n t e , l u e g o d e l a a d i c i ó n d e 
á c i d o l á u r i c o , e s c a s i 10 v e c e s m á s r á p i d a e n h e p a t o c i ­
t o s d e r a t a s t r a t a d a s q u e e n e l c a s o d e c o n t r o l e s . E s t o s 
d a t o s s e d i s c u t e n e n t é r m i n o s d e u n m o d e l o d e f l u j o s d e 
a c i l - c a r n i t i n a s e n c é l u l a s h e n á t i c a s . 

( F i n a n c i a d o p o r p r y e c t o s D I U C 7 6 / 8 2 y F o n d o N a c i o n a l 
d e C i ê n c i a s 1 1 9 8 / 8 3 ) 

E F E C T O DE L A C 0 M P 0 S I C I 0 N L I P I D I C A D E L A M E M B R A N A S O B R E 
L A S P R O P I E D A D E S D E S U S E N Z I M A S . R . R . B r e n n e r . 
I n s t i t u t o d e I n v e s t i g a c i o n e s B i o q u í m i c a s d e L a P l a t a 
( I N I B I - O L P ) , C 0 N I C E T - U N L P > 6 0 y 1 2 0 , ( 1 9 0 0 ) L a P l a t a , A r ­
g e n t i n a . 

L a p r o p o r c i ó n d e c o l e s t e r o l y l a c o m p o s i c i ó n f o s f o -
l i p í d i c a d e I a s m e m b r a n a s l i p í d i c a s s o n f a c t o r e s f u n d a ­
m e n t a l s q u e m o d i f i c a n s u e s t r u c t u r a y e s t a d o f í s i c o . 
U s a n d o a l r e t í c u l o e n d o p l á s m i c o h e p á t i c o c o m o m o d e l o h e -
m o s m o d i f i c a d o s u e s t r u c t u r a y f l u i d e z a l t e r a n d o e l c o n ­
t e n i d o d e c o l e s t e r o l i n v i t r o e i n v i v o . A c o n t i n u a c i ó n 
e s t u d i a m o s l o s e f e c t o s p r o d u c i d o s s o b r e I a s c a r a c t e r í s ­
t i c a s c i n é t i c a s d e v a r i a s e n z i m a s d e m e m b r a n a . L a s m o -
d i f i c a c i o n e s f í s i c a s f u e r o n m o n i t o r e a d a s p o r f l u o r e s c e n -
c i a p o l a r i z a d a p r e v i a m a r c a c i ó n c o n d i f e n i l h e x a t r i e n o , 
p i r e n o . L a s e n z i m a s e s t u d i a d a s f u e r o n l a g l u c o s a 6 - f o s -
f a t a s a y U D P - g l u c u r o n i 1 t r a n s f e r a s a . L o s d i v e r s o s K m , 
l a V m y l a c o n s t a n t e d e H i l l d e l a U D P - g l u c u r o n i 1 t r a n s ­
f e r a s a d e c o b a y a f u e r o n m e d i d a s c u i d a d o s a m e n t e . L o s r e ­
s u l t a d o s o b t e n i d o s y e s p e c i a l m e n t e l o s c â m b i o s d e l a 
c o n s t a n t e d e H i l l i n d i c a n q u e l a i n c o r p o r a c i ó n d e c o l e s ­
t e r o l p r o v o c a u n a m o d i f i c a c i õ n p a s a n d o d e u n a c i n é t i c a 
n o M i c a e l i a n a a M i c a e l i a n a . E n b a s e a e s o s r e s u l t a d o s 
p r o p o n e m o s u n m o d e l o d e a c t u a c i ó n d e i c o l e s t e r o l . S e g ú n 
e s t e m o d e l o , e l c o l e s t e r o l p r o d u c i r í a e f e c t o s " c o n d e n -
s a n t e s " a t e m p e r a t u r a s m a y o r e s d e l a t r a n s i c i ó n d e f a ­
s e d e l o s l í p i d o s d e l a m e m b r a n a , p e r o p r o v o c a n d o l a 
s e g r e g a c i ó n d e z o n a s m á s f l u í d a s q u e i n t e r a c t u a r i a n c o n 
l a U D P - g l u c u r o n i 1 t r a n s f e r a s a m o d i f i c a n d o s u s p r o p i e d a -
d e s c i n é t i c a s e n l a f o r m a a n t e s m e n c i o n a d a . 

TRANSPORTE VESICULAR DE COLESTEROL (C) BILIAB. Nervi,F. 

LHloa, N. y Garrido, J. Departamento de Gastroenterolo-

gía, Facultad de Medicina y Departamento de Biologia Ce­

lular, Pontificia Universidad Católica de Chile. 

El (C) es solubilizado en micelas mixtas u otros com-

ple.ios polimoleculares de sales biliares (SB) y fosfolí-

pidos (Fl) según sea el grado de saturación de C y la 

concentration total de lípidos. Es de conocimiento acep_ 

tado que el C biliar se encuentra especialmente en solu-

ción micelar. Usando ultracentrifugación y microscopía 

olectronica (ME) estudiamos la contribución dei transpor_ 

te de C no micelar en bilis hepática humana (sobresatura 

da) y de rata (no saturada). Se disolvió Metrizamida 

(33%) en bilis preparãndose gradientes continuos con bi­

lis no diluídas (limites d 1 . 0 2 0 - 1 . 0 3 0 g/ml). Después 

de centrifugar a 50.000 rpm x 1 9 h se obtuvieron 6-7 
fracciones estudiãndose la frecuencia de distribución de 

SB, Fl y C biliares en función de Ias d de Ias fraccio­

nes. El C se concentro en fracciones livianas con d < 

1.060 en bilis humana y de rata. El % molar de C en es­

tas fracciones aumento de 2-7% a 15-30%. Mientras el 

5 5 - 7 5 ^ de C se concentro en d < I . 0 6 0 , < 20% de SB y < 
30% de Fl se encontraban en estas fracciones que a ME 

mostraron vesículas de 1+0-70 nm. Al aumentar la cone. 

de SB en la bilis de 37 a 90 mM el C de la fracción d < 
I .060 contribuyó a < 5% dei total presente en bilis. Se 

encontraron vesículas similares en bilis fresca de ratas 

sometidas a depleción aguda del pool de SB y en los cana. 

lículos de ellas, vesículas con diâmetros de +_ 5*+ nm: 

una cavidad rodeada de una bicapa de 6 nm. Estos estú­

dios sugieren que el C de la bilis es transportado prin­

cipalmente en vesículas, independientemente dei grado de 

saturacion de la bilis y apoyan la hipótesis de que los 

lípidos biliares pueden secretarse como vesículas desde 

1 os hepatocitos. 



SIMPÓSIO PERSPECTIVAS BIOTECNOLOGICAS EN CHILE I 

P R O B L E M A S B I O Q U Í M I C O S E N E L E S T Ú D I O DE L A L I X I V I A C I O N 

B A C T E R I A N A DE M I N E R A L E S D E C O B R E . { B i o c h e m i c a l p r o b l e m s 

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

m i n e r a l s . ) J o r g e E . A l l e n d e , D e p a r t a m e n t o d e B i o q u f m i c a , 

F a c u l t a d d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

L a l í x i v i a c i o n b a c t e r i a n a d e i c o b r e e s u n p r o c e s o d e 

g r a n i m p o r t â n c i a e c o n ô m i c a p a r a C h i l e y a q u e p e r m i t e e x -

t r a e r c o b r e d e m i n e r a l e s d e b a j a l e y a u n r e d u c i d o c o s t o . 

E n t r e I a s b a c t é r i a s q u e r e a l i z a n l a 1 i x i v i a c i o ' n , l a q u e 

s e e n c u e n t r a c o n m a y o r f r e c u e n c i a e s e l T h i o b a c i 1 l u s 

f e r r o o x i d a n s , u n o r g a n i s m o q u i m i o l i t o t r o ' f i c o . E s t a b a c ­

t e r i a g r a m - n e g a t i v a u s a c o m o f u e n t e d e e n e r g f a l a o x i d a -

c i o h d e F e + 2 a F e + 3 o d e S ~ ? a S 0 4 * 2 e m p l e a n d o O2 a t m o s ­

f é r i c o c o m o o x i d a n t e , y e s c a p a z d e f i j a r CO2 y N2 c o m o 

f u e n t e d e n u t r i e n t e s . S e c o n o c e m u y p o c o d e s u b i o q u f -

m i c a y p r a ' c t i c a m e n t e n a d a d e s u g e n é t i c a . C o n s i d e r a m o s , 

p o r l o t a n t o , q u e e s t e m i c r o o r g a n i s m o r e p r e s e n t a u n a 

o p o r t u n i d a d p a r a d e s a r r o l l a r e s t ú d i o s b a ' s i c o s s o b r e m e ­

c a n i s m o s b i o q u f m i c o s y g e n e t i c o s c o n u n a a p l i c a c i o ' n d e 

n o t ó r i a i m p o r t â n c i a n a c i o n a l . U n c o n s ó r c i o d e l a b o r a t ó ­

r i o s d e I a s U n i v e r s i d a d e s d e C h i 1 e y C a t o " ! i c a e s t a m o s 

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

a ) E s t ú d i o s s o b r e l a s p r o t e f n a s y l o s g e n e s q u e i n t e r -

v i e n e n e n l a o x i d a c i ó n d e i f i e r r o i n c l u y e n d o l a r u s -

t i c i a n i n a y l o s c i t o c r o m o s p r e s e n t e s e n l a m e m b r a n a 

c e l u l a r ; 

b ) L a q u i m i o t a x i s q u e p o d r f a a t r a e r a l a b a c t e r i a h a c i a 

l o s m i n e r a l e s q u e s o n l i x i v i a d o s ; 

c ) L o s 1 i p o p o l i s a c a ' r i d o s y p r o t e f n a s d e m e m b r a n a q u e i n -

t e r v i e n e n e n l a a d h e r e n c i a d e l a b a c t e r i a a l m i n e r a l ; 

d ) L o s p l a ' s m i d o s q u e p o d r f a n c o d i f i c a r g e n e s d e r e s i s ­

t ê n c i a a m e t a l e s t ó x i c o s c o m o m e r c ú r i o , p l a t a y s a l e s 

d e a r s e n a t o s ; 

e ) L a s e n z i m a s c o m o l a r i b u l o s a b i s f o s f a t o c a r b o x i l a s a y 

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

n u t r i e n t e s e s e n c i a l e s d e e s t a s b a c t é r i a s . 

P a t r o c i n a d o p o r e l p r o y e c t o P N U D / O N U D I C H I / 8 5 / 0 0 2 . 

ULTRAESTRUCTUFA DEL THIOBACILLUS FERROOXIDANS. RELA-
CION ENTRE ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEMBRANA EXTER­
NA. (Ultrastructure of Thiobaci1lus ferrooxidans. 
Relation between the structure and function of the 
outer membrane). Rodriguez, M. y Campos, S. Depto. 
de Biologia Celular, Microbiología, Fac. Ciências Bio­
lógicas, P. Universidad Católica de Chile. 

El Thiobacillus ferrooxidans, bacteria Gram negati­
va se tine mal con este procedimiento. Hemos desarro-
llado una tinción con Fuccina ácida que lo visualiza 
claramente al microscópio de luz. 

Con microscopía electrónica de transmisión Ias ce­
pas R2., A3. y A6., presentan superficie ondulada. En 
ella destacan cuerpos densos, de 60-130 nm 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 citoplâsmica ademâs de mesosomas. Un estúdio 
dei LipopolisacSrido, revelo un contenido en llpidos 
con 15.5% de K.D.O. y 25% de polisacâridos de 50?.. He 
mos podido establecer que hay un 1.01% de Glucosami-
na, 8.57% de Dideoxi azucares 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 agitación 
por 20 minutos, al microscópio electrónico de trasmi-
sión es posible observar la calcopirita adherida al 
LPS, lo cual no ocurre con igual mezcla de LPS de Sal­
monella typhi y calcopirita. 

Un estúdio más en profundidad del LPS permitirá co-
nocer mejor su función especialmente su participa -
ción o no en el fenômeno de adherencia al mineral. 

A N A L I S I S D E C E P A S DE TkiobacMuA j J eAAúúK^éxnò P O R M É T O ­
D O S E L E C T R 0 F 0 R E T I C O S E I N M U N 0 L 0 G I C O S . ( A n a l y s i s o f 
T l u .o bacÁLtuA ^eAAOox-Ldano s t r a i n s b y e 1 e c t r o p h o r e t i c a n d 
i m m u n o l o g i c a l m e t h o d s ) . C a r l o s A . J e r e z , G a b r i e l C a m p o s , 
D o r i s C h a m o r r o e I r i s P e Í r a n o . D e p a r t a m e n t o d e B i o q u í m i ­
c a , F a c u l t a d d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

L a b i o l i x Í v i a c i ó n d e m i n e r a l e s e s u n p r o c e s o b i o -
t e c n o l ó g i c o d e g r a n i m p o r t â n c i a . A u n q u e e s t e f e n ô m e n o 
s e c o n o c e d e s d e h a c e m u c h o s a n o s , l a i n f o r m a c i ó n a n í v e l 
m o l e c u l a r d e I a s b a c t é r i a s i m p ! i ç a d a s e s e s c a s a . N u e s t r o 
g r u p o s e h a i n t e r e s a d o e n e s t u d i a r a l g u n o s c o m p o n e n t e s 
d e l a m e m b r a n a d e I a s b a c t é r i a s a c i d ó f i l a s q u e p o d r í a n 
e s t a r i m p l i c a d o s e n l a q u i m i o t a x i s m i c r o b i a n a f r e n t e 
a d i v e r s o s m e t a l e s . C o m o p r i m e r a e t a p a h e m o s a i s l a d o , 
p u r i f i c a d o y c a r a c t e r i z a d o c e p a s c o n o c i d a s y a u t ó c t o n a s 
d e m i n e r a l e s c h i l e n o s . 

L a s c e p a s i n d i v i d u a 1 e s d e T. £eAAooxÀ,da.n.!> s e c r e c i e -
r o n e n p r e s e n c i a d e ' ^ C 0 2 , L o s c o m p o n e n t e s c e l u l a r e s a s T 
ma r c a d o s f u e r o n i n m u n o p r e c i p i t a d o s m e d i a n t e a n t i s u e r o s 
p r e p a r a d o s c o n t r a b a c t é r i a s i n t a c t a s . E s t o s i n m u n o p r e c i -
p i t a d o s s e a n a l i z a r o n p o r e l e c t r o f o r e s i s e n p l a c a s d e 
p o l i a c r i 1 a m i d a e n p r e s e n c i a d e 5 D S s e g u i d a d e a u t o r a d i o -
g r a f f a . L o s p e r f i I e s e I e c t r o f o r é t i c o s d e i o s c o m p o n e n t e s 
i n m u n o p r e c i p i t a d o s f u e r o n d i f e r e n t e s d e u n a c e p a a o t r a . 
P o r l o t a n t o , m e d i a n t e e s t o s a n t i s u e r o s n o s ó ! o e s p o ­
s i b l e d e t e c t a r l a p r e s e n c i a d e e s t o s m i c r o o r g a n i s m o s 
q u i m i o l i t o t r ó f i c o s s i n o q u e t a m b i é n i d e n t i f i c a r e l t i p o 
d e T . ftoxidam p r e s e n t e e n d e t e r m i n a d o s m i n e r a l e s . 

E l a n á l i s i s c o n p r o t e i n a s a K d e l o s c o m p o n e n t e s i n 
m u n o p r e c i p i t a d o s i n d i c o q u e l a m a y o r p a r t e d e e l l o s s o n 
p r o t e í n a s , l a s q u e p r o b a b 1 e m e n t e s e e n c u e n t r a n e n ! a s u ­
p e r f í c i e c e l u l a r . 

F i n a l m e n t e , e x p e r i m e n t o s d e q u i m i o t a x i s d e m o s t r a r o n 
l a p r e s e n c i a d e p r o t e í n a s m e t i l a b l e s d e m e m b r a n a c u y o 
g r a d o d e m o d i f i c a c i ó n v a r f a e n p r e s e n c i a d e d i f e r e n t e s 
i o n e s m e t a 1 i c o s . 

F i n a n c i a d o p o r U n i v e r s i d a d d e C h i l e y P r o y e c t o 
P N U D / O N U D I C H I / 8 5 / 0 0 2 . -

B i o d e g r a d a c i â n d e 1 i g n i n a : s u e s t ú d i o y 

p o s i b l e u t i l i z a t i o n b i o t e c n o l ò g i c a . Í L i q m n 

b i o d e g r a d a t 1 on and p o s s i b l e b i ü t e c h n ü l o g i c 

a p p l i c a t i o n s ) . V i c u n a , R. L a b o r a t ó r i o de 

B i o q u í m i c a . D e p a r t a m e n t o B i o l o g i a C e l u l a r . 

Ponti-f i c i a U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e . 

La 1 i g n i n a , l u e g o d e la c e l u l ü & a , e s 

«?1 s e g Lindo poli. m e r o m à s a b u n d a n t e en 1 a 

n a t u r a l e z a y c o n s t i t u / e , p o r l o t a n t o , una 

i m p o r t a n t e -fuente de c a r b o n o . S u 

a p r o v e c h a m i e n t o c o m o r e c u r s o e s l i m i t a d o , en 

p a r t e p o r la c o m p l e j i d a d e s t r u c t u r a l y p o r e l 

d e s c o n o c i m i e n t o q u e s e t i e n e s o b r e s u 

d e g r a d a c i ò n . B i n e m b a r g o , en 1 o s ill t i mos 

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

d e g r a d a c i ò n d e l i g n i n a p o r m i c r o o r g a n i s m o s . 

En e s p e c i al , s e h a i d e n t i f i c a d o el p a p e l de 

I D S h o n g o s d e p u d r i c i ò n y, à l t i m a m e n t e , e l d e 

b a c t é r i a s dei s u e i o en el p r o c e s o 

d e g r a d a t i v o . 

e s t a e x p o s i t i o n , s e d e s c r i b i r à n 

1 o s p r i n c i p a l e s h a l l a z g o s en el e s t ú d i o de la 

b i o d e g r a d a c i o n d e l i g n i n a , c o n e s p e c i a l 

è n f a s i s e n la p a r t i c i p a c i ò n d e b a c t é r i a s en 

el p r o c e s o y s u p o s i b l e u t i l i z a t i o n 

b i o t e c n o l ô g i c a . 



SIMPÓSIO PERSPECTIVAS BIOTECNOLOGICAS EN CHILE II 

PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA DE S. typhi-. 
USO POTENCIAL DE LAS PORINAS EN DIAGNOSTICO Y 
COMO VACUNA CONTRA FIEBRE TIFOIDEA. (Outer 
membrane proteins -from S. typhi: potential 
use of porins for diagnostic and as typhoid 
vaccine) venegas, A. Depto. de Bi ologia 
Celular, Uni versi dad Católi ca de Chile. 

Se ha propuesto que los componentes de la 
membrana externa de 1 as bacteri as gram (-) 
estân i nvolucradas en 1 a i nteracci ón de 
agente infecciosa y células dei mesonero. 
Entre estos, el LPS y la flagelina han sido 
usados en di agnósti co con resultados p o c D 
sati sfactori os . Entre otros componentes 
destacan 1 as pori nas T protei nas que permi ten 
el f1ujo de solutos hidrofili cos de PM 
inferior a 600 D. Estúdios estructurales de 
Ias proteínas y sus genes en E. coli han 
establecido la existência de dos porinas 
típicas (OmpC y DmpF) y una especializada en 
transporte de fosfato (PhoE). 

La detecei on de altos ni veles de 
ant i cuerpos anti-pori nas en sueros de 
pacientes de fiebre tifoidea ha sugerido la 
utilización de Ias porinas de S. typhi como 
método di agnósti co alternativo. La carac­
ter i z aci ón y puri f icación de por i nas de S. 
typhi, ha permi ti do detectar dos componentes 
de PM 35 y 36 KD. 

Debi do a l a i nci denci a de fiebre tifoi dea 
en Chi 1e, hemos i ni ci ado un prayecto 
muitidisciplinario que i nvolucra vários 
1aboratorios el que i neluye: 

a) Evaluación del potenei al i nmunogéni co de 
S. typhi como posi ble vacuna. 
b) Cl onami ento y expresi ón de genes de 
porinas de S- typhi en £. coli. 
c) Estúdios ir* vivo e ÍTI vitro de adherencia 
de la bacteria mediada a través de porinas. 

Se presentará en detalle estratégias para 
clonami ento y expresi ón de estos genes, 
i nc1uyendo algunos resultados preli mi nares. 

Financiado por FGNDECYT, PNUD-UNESCO y DIUC 
(Uni versi dad Católi ca) 

D I A G N O S T I C O V I R O L 0 G I C 0 M E D I A N T E D E T E C C I O N D E L 

A C I D O N U C L E I C C V I R A L . V i r a l D i a g n o s i s b y N u ­

c l e i c A c i d D e t e c t i o n . 

J o s é M a n u e l O j e d a F „ , S e c c i ó n V i r o l o g f a , D e -

p a r t a m e n t o M i c r o b i o l o g i a y P a r a s i t o l o g í a , F a -

c u f t a d d e M e d i c i n a D . C . M . N . , U n i v e r s i d a d d e 

C h i I e . 

E x i s t e n d i v e r s o s m é t o d o s d e a i s i a m i en 

t o e i d e n t i f i c a c i ó n d e e n t i d a d e s v i r a l e s a 

p a r t i r d e m u e s t r a s c l í n i c a s . L a m a y o r f a d e 

e s t o s s e b a s a n e n l a c a p a c i d a d q u e t i e n e n 

c i e r t o s v i r u s d e p r o d u c i r e f e c t o c i t o p á t i c o 

e n c u l t i v o s c e l u l a r e s " i n - v i t r o " , q u e s o n f a -

c i l m e n t e i d e n t i f i c a b l e s y c a r a c t e r í s t i c o s d e l 

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

m é t o d o s y f a c i I i t a n d o s u e s p e c i f i c i d a d s e h a n 

u t i I i z a d o m é t o d o s í n m u n o l 6 g i c o s q u e p e r m i t e n 

i d e n t i f i c a r g r u p o s d e v i r u s , 

R e c i e n t e m e n t e s e h a c o m e n z a d o a u t i I _i_ 

z a r m é t o d o s d i a g n ó s t i c o s b a s a d o s e n l a d e t e c -

c i ó n e i d e n t i f i c a c i ó n d e A c i d o n u c I e i c o v i r a l . 

E s t o s m é t o d o s t i e n e n l a v e n t a j a d e p e r m i t i r 

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

m a d i r e e t a y r á p i d a , c o m o e s e l c a s o d e l o s 

R o t a v i r u s . 

L o s v i r u s H e r p e s s i m p l e * t a m b i é n h a n 
p o d i d o d e t e c t a r s e p o r i d e n t i f i c a c i ó n d e s u D N A 
m e d i a n t e h i b r í d i z a c i ó n d e á c i d o s n u c l e i c o s , y 
c o n t é c n i c a s c i t o q u í m i c e s e s p e c í f i c a s p a r a D N A . 

S e d i s c u t e l a a p M c a b i l i d a d d e e s t a s 
t é c r i c e s e n b a s e a s u u t i l í d a d y v e n t a j a e n e l 
d i a g n ó s t i c o d e c i e r t a s i n f e c c i o n e s v i r a l e s . 

EL IMPACTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLGNALES EN MEDICINA 
Y BIOTECNOLOGIA. (The impact of monoclonal a n t i b o d i e s 
in m e d i c i n e and b i o t e c h n o l o g y ) . De I p a n n e s , A. . 
Departamento de B i o l o g i a C e l u l a r . F a c u l t a d de C i ê n c i a s 
B i o l ó g i c a s . Pont i f i c i a U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

A p a r t e de l a f u n c i o n n a t u r a l de Ids a n t i -
c u e r p o s en l a r e i p u e s t a initune de l o s v e r t e b r a d o s , 
deb ido a su a l t a e s p e c i f i c i d a d , e i t o i han s i d o una 
her r a m i e n t a i m p o r t a n t e en l a c u i n t i f i c a c í ú n e i d e n ­
t i f i c a c i ó n de m o l é c u l a s de í n t e r é s en i n v e s t i g a c i ú n y 
m e d i c i n a . S i n embargo , l a r e s p u t s t a ininunt f r e n t e i 
un a n t f g e n o e s h e t e r o g ê n e a , e s d e c i r , d i f e r e n t e s l i n -
f o c i t o s s i n t e t i z a n d i f e r e n t e s a n t i c u e r p o s que se mez -
c l a n en el s u e r o , r e c o n o c i e n d o cada uno de e l l o s un 
d e t e r m i n a n t e a n t i g e n i c o d i s t i n t o . E s t o hace que l o s 
a n t i s u e r o s con v e n c i o n a l e s sean una mezc la de e s p e c i f i -
c i d a d e s d i f í c i l e s de a i s l a r . 

Hace di ez aKos M i l s t e i n y Kbhler c o n c i b i e r o n 
l a i d e a que e r a p o s i b l e p r o d u c i r a n t i c u e r p o s monoclo­
nal es j n vítro, mediante h í b r i d o s formados por l a 
f u s i ú n e n t r e c é l u l a s t u m o r a l e s y l i n f o c i t o s e s p l é n i c o s 
p r o v e n i e n t e s de un animal i n m u n i z a d o . Una vez e i t a -
b l e c i d o un c1 on de un h i b r i d o n a , I a s c é l u l a s pueden 
s e r m a n t e n i d a t en c u l t i v o por l a r g o t i empo, s e c r e t a n d o 
c a n t i d a d e s i l i m i t a d a s de a n t i c u e r p o s homogêneos al 
medio de c u l t i v o . 

Los a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s o b t e n i d o s de 
e s t a manera han demostrado t e n e r una e s p e c i f i c i d a d 
e x q u i s i t a por el d e t e r m i n a n t e a n t i g e n i c o que r e c o n o -
c e n , h a c i é n d o l o s una h e r r a m i e n t a i m p r e s c i n d i b l e p a r a 
l a i n v e s t i g a c i ú n b i o m é d i c a y p a r a el d i a g n ó s t i c o y t e ­
r a p i a de e n f e r m i d a d e s humanas. 

Ademís d e b i d o a su a l t a a f i n i d a d por el 
l i g a n d o pueden s e r u s a d o s p a r a el f r a c c í o n a m i e n t o i n ­
d u s t r i a l de m o l é c u l a s cuando I a s t é c n i c a s c o n v e n c i o -
n a l e s p r e s e n t a n l i m i t a c i o n e s como son b a j o r e n d i m i e n t o 
y a l t o c o s t o . 

I N H I B I C I O N D E PbzudomonaA 4ol(macaanum M E D I A N T E C E P A S 

A N T A G O N I S T A S . (Antagonistic strains with inhibitory 

action to P4eu.dpmpn.a6 botanaczafium) . ciampi, L . ,Busta-

mante, P.y Ponette, M. 

Instituto de Producciõn y Sanidad Vegetal, Facultad de 

Ciências Agrárias e Instituto de Microbiología, Facul­

tad de Ciências, Universidad Austral de Chile. 

Informes recientes sehalan el uso de procariontes pa 

ra controlar bactérias ^itopatógenas. Entregamos antece­

dentes sobre un método para el aislamiento y evaluación 

de bactérias dei suelo para controlar biolõgicamente a 

P.iO-lanaciía-lum agente causai de la marchitez bacteriana. 

Esta enfermedad se detecto en Chile durante 1983, y es 

una amenaza para la producciõn de papas. 

Plãntulas de papas desarrolladas de se-

milla botânica se sembraron en bandejas con un suelo or­

gânico no estéril. Al tener 8 cm. de altura fueron ino-

culadas con tres suspensiones de P. òotanaCQ..aKtim de IxIO 8 

(D.O. 600nm=0.1) y diluyendo a 1x10 6 y IxlO 3 UFC/ml.Las 

bandejas fueron incubadas a 28°C en una câmara ambiental 

durante 21 dias. Posteriormente Ias plantas sobrevivien­

tes se utilizaron para aislar bactérias de tej idos inte­

riores. Las plantas fueron esterilizadas con NaHClO,la­

vadas y trozos de tallos suspendidos en soluciõn esté­

ril. De cada tubo se realizaron aislamientos sobre ,1a 

cas de agar-cloruro de trifenil tetrazolio, de Ias cua-

les se confecciono una colección de cepas; luego cada 

placa se expuso por 30 minutos a vapores de cloroformo 

(2ml) . Una segunda capa de agar blando conteniendo 1 . 5x 

IO 8 UFC/ml de P. ÒOÍOiiacíaKiUn fue depositada sobre estas 

placas. Este método permitio detectar cepas inhibidoras 

donde se seleccionaron aquellas que no causaban dano a 

tubérculos de papas. Finalmente se seleccionaron 4 cepas 

inhibidoras de Ias cuales se obtuvieron extractos crudos 

semipurifiçados, los que fueron tenidos con una solucién 

al 1 % de acetato de uranilo, observãndose partículas ti­

po piocinas al microscópio electrõnico. 

Financiado por Fondo Nacional de Ciência y Tecnologia 

(Chile), Proyecto 170/84. 

http://P4eu.dpmpn.a6


SIMPÓSIO EXPRESION GENICA 

C L Ü N A M I E N T Q D E L G E N D E L A V A L I L - t R N A S I N T E T A S A D E L E V A -

D U R A . ( C l o n i n g o f t h e y e a s t V a l y l t R N A s y n t h e t a s e g e n e ) . 

J o r d a n a , X . , C h a t t o n , B . y F a s i o l o , F . D e p a r t a m e n t o d e 

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

I n s t i t u t d e B i o l o g i e M o l e c u l a i r e e t C e l l u l a i r e , C . N . R . S . , 

E s t r a s b u r g o , F r a n c i a . 

L a s a m i n o a c i 1 - t R N A s i n t e t a s a s ( A R S ) d e s e m p e n a n u n 

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

1 a u n i o * n d e 1 o s a m i n o a ' c i d o s a s u s r e s p e c t i v o s t R N A s . 

L o s g e n e s d e v a r i a s A R S d e E ^ c o l i y d e S a c c h a r o m y c e s 

c e r e v i s i a e h a n s i d o c l o n a d o s , y a l g u n o s s e c u e n c i a d o s , 

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

e n z i m a s , l a s r e l a c i o n e s e s t r u c t u r a - f u n c i o~n y l o s m e c a -

n i s m o s d e r e g u l a c i o ' n d e s u e x p r e s i o ' n g e ' n i c a . 

E n e l c a s o d e l a V a l i l - t R N A s i n t e t a s a d e 5 . c e r e v i -

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

t o i n m u n o l d g i c o . U n a g e n o t e c a d e D N A d e l e v a d u r a e n u n 

v e c t o r d e e x p r e s i o ' n ( ^ g t l l ) f u e e n s a y a d a c o n a n t i c u e r p o s 

a n t i V a i R S p u r i f i c a d o s p o r c r o m a t o g r a f f a d e a f i n i d a d . 

S e a i s l d * u n c l o n p o s i t i v o q u e c o n t e n f a u n f r a g m e n t o d e l 

g e n d e l a V a l R S . E s t e f r a g m e n t o f u e u t i l i z a d o p a r a d e ­

t e c t a r p o r h i b r i d i z a c i o ' n c l o n e s d e E . c o l i q u e p o s e f a n 

e l g e n d e l a V a l R S e n u n p l a ' s m i d o c a p a z d e r e p l i c a r e n 

E . c o l i y e n l e v a d u r a . A l t r a n s f o r m a r c é l u l a s d e l e v a ­

d u r a c o n p i a ' s m i d o e x t r a f d o d e e s t o s c l o n e s , s e o b t u v o 

u n a s o b r e p r o d u c c i o n d e V a l R S d e a p r o x i m a d a m e n t e 1 0 v e c e s 

( d e t e r m i n a d a p o r m e d i c i o ' n d e a c t i v i d a d y p o r e l e c t r o -

f o r e s i s e n g e 1 e s d e p o 1 i a n i 1 a m i d a y a na* l i s i s d e t i p o 

" W e s t e r n " ) . 

CLONAMIENTO Y EXPRESION DE UN GEN DE tRNA» c« 
DE Thmrmus thmrwophilus. (Cloning and 
expression of a tRNA a E F* gene? isolated from 
Thermus thermophilus). Gonzalez T E.. Davaq-
nino. J., Yàãez. L., Lira. F.. Leiqhton. V.. 
Crass, D. y Veneqas, Al Labor ator io de Bio-
quimica, Facultad de Cienc ias Biológicas, 
Un it'er s idad Catól ica de Chile. 

Pocos estudi as se han realizado acerca de 
1 as características estructurales de los áci­
dos nuclei cos de organi smos termoi11i cos y 
aún menos sobre procesos vi tal es, espe­
cial mente en 1 a que se ref iere a expresión de 
genes. A fin de iniciar un analisi s sobre 
expresión génica a altas temperaturas hemos 
decidido ai slar y caracterizar algunos com­
ponentes de tal proceso como son: un gen de 
arigen termofi1ico y 1 a RNA polimerasa dei 
mismo ord,ani smo. 

Hemes escogi do como model o a Thermus 
thermophilus HB8, bacteri a termof i1i ca es 
ricta. Se construyó una genoteca de DNA genó-
mico en el vector pBR322. Mediante hibri-
dización con 3 3 P - t R N A total de T. ther­
mophi lus , se ai sl ar on 4 cl ones que codi f i can 
para genes de tRNA. Uno de ellos fue 
caracterizado en mayor detalle, determi nán-
dose su secuencia nucleotldica. Un análisis 
mediante un programa de computación y 
experi mentos de bibri di zaci ón i ndi can que el 
DNA clonado codifica para un t R N A M r * . 

Paralelamente, se puri f i có 1 a RNA 
poli merasa de esta bacteri a, se determi nó su 
composición de subunidades y se ensayó su 
capaci dad para transcri bi r el gen antes 
descri to. Los resultados obtenidos i ndi can 
que exi ste una ef i ci ente expresi ón dei gen de 
tRNA"**" por 1 a pol imerasa termaf 11 i ca , con 
una T° óptima para el procesa de 6 0 a C . La 
RNA polimerasa de E . coli transcribió efi-
ci entemente este gen, indicando que sus 
serial es de control de ex presi ón poseen una 
homologi a funci onal con promotores mesof i1i-
COS. 

Fi nanei ado par DIUC (Uni versi dad Católi ca) y 
PNUD-UNESCO. 

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

La aclimataciõn estacionai de ectotermos euriter-
males implica respuestas compensatórias a las varia-
ciones de temperatura del medio. Hemos postulado que 
la expresión génica diferencial constituiria una de 
las estratégias adaptativas que configuran la respues-
ta compensatória a nível molecular. 

Al investigar aspectos celulares y moleculares 
asociados a expresión génica en hígado de carpa (Cy-
prinus carpio), observamos que la aclimataciõn genera 
profundas diferencias. El nucléolo dei hepatocito de 
invierno se presenta notoriamente segregado y los ni­
veles de RNA están claramente disminuídos. El cito-
plasma está ocupado principalmente por gránulos de 
glicógeno y el RER replegado casi exclusivamente alre-
dedor dei núcleo. Durante el verano, la ultraestruc-
tura dei hepatocito varia reflejando una franca acti-
vidad transcripcional y de síntesis proteica. 

Experimentos con suspensiones de hepatocitos ais-
lados confirman que en invierno la transcripeión está 
reprimida más que lo esperado por el solo efecto de 
^10 y q u e síntesis de proteínas también decrece. Frac-
cionamiento de la población de tRNA mediante electro-
foresis 2-D, demuestra que esta varía entre verano e 
invierno. 

Para estudiar expresión génica diferencial anali-
zainos la actividad nuclear y mitocondrial. Se ha clo­
nado el mtDNA de carpa y determinado su organización 
genómica. Por otra parte, para examinar la actividad 
nuclear y aislar clones de genes que codifican albúmi-
na y rRNA hemos procedido a aislar y caracterizar es­
tos productos. Al mismo tiempo, se está construyendo 
una genoteca de C.carpio. Los clones se utilizarán 
como sondas para determinar los niveles de expresión, 
siguiendo la técnica de hibridación in situ. (Proyecto 
RS-83-52, DID-UACH). 



COMUNICACIONES 

UNA MUTANTE DE FRUCTOSA BISFOSFATASA INSENSIBLE A LA 
INHIBICIÓN POR AMP. (A fructose bisphosphatase mutant 
insensitive to AMP inhibition). Babul, J. Departamento 
de Química, Facultad de Ciências, Universidad de Chile 
y Harvard Medical School, EE. UU. 

El control de la actividad catalítica de las enzi­
mas es uno de los mecanismos responsables de la regula-
ción dei flujo metabólico. Sin embargo, son escasas 
las pruebas que demuestran que los efectos observados 
in vitro son los responsables de la regulación fisioló­
gica in vivo. Una estratégia que podría ser de utili-
dad al respecto, es el uso de mutantes que posean 
enzimas alteradas en sus propiedades alostêricas. En 
este trabajo se presenta la caracterización preliminar 
de la fructosa bisfosfatasa de una mutante de E. coli 
insensible a la acción de AMP. En la mayoría de Ias 
fructosa bisfosfatasas AMP actúa como un inhibidor no 
competitivo por union a un sitio alostérico. 

Las enzimas mutada y normal, presentes en cepas 
clonadas, se purificaron por cromatografía en fosfoce-
lulosa. Por filtración en Sephacryl S-300 se encontro 
un perfil heterogêneo para ambas enzimas, el que se 
desplazó hacia la region de agregados mayores en pre­
sencia de AMP. Las enzimas presentaron igual peso 
molecular de subunidades, la misma K para fructo-
sa-l,6-P^ y fueron inhibidas por exceso de sustrato y 
por altas concentraciones de fosfoenolpiruvato. AMP 
se comporto como un inhibidor no competitivo 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 inhibición por AMP 
es una propiedad intrínseca de ella y que sus demás 
propiedades son similares a Ias de la enzima normal. 
Esto, junto con el crecimiento normal en distintas 
fuentes de carbono de la cepa que contiene a la 
enzima mutada, muestra que la perdida de la sensibili-
dad a la inhibición por AMP no causa necesariamente 
una gran perturbación metabólica. Financiado por NIH. 

I N H I B I C I Ó N R E V E R S I B L E DE L A P R 0 L I F E R A C I 0 N DE 

C É L U L A S TRANSFORMADAS POR S V 4 0 . ( R e v e r s i b l e 

i n h i b i t i o n o f S V 4 0 - t r a n s f o r m e d c e l l s g r o w t h ) . 

B e c k , I . ; c a r m o n a , M . T . y S a n t o s , M . D e p t o . 

B i o l . C e l . y G e n . , F a c . M e d . , U n i v . d e C h i l e . 

L a s c é l u l a s t r a n s f o r m a d a s p o r S V 4 0 e x p r e s a n 

a n t í g e n o t u m o r a l ( A g - T ) , p r o t e í n a v i r a l t r a n s -

f o r m a n t e . U n a n á l i s i s d e l r o l d e l A g - T e n l a 

r e g u l a c i ó n d e l a p r o l i f e r a c i ó n d e d i c h a s c é l u ­

l a s r e q u i e r e q u e e s t a s e s t é n s i n c r o n i z a d a s . 

P r e v i a m e n t e , h e m o s e s t a b l e c i d o q u e H i d r o x i u r e a 

( H U ) 1 mM d e t i e n e i a s c é l u l a s e n S t e m p r a n o , 

m i e n t r a s A z i d a d e s ó d i o ( A 2 ) 0 . 4 mM l o h a c e e n 

G ^ . Con e l o b j e t o d e e n t e n d e r e l m e c a n i s m o d e 

b l o q u e o d e l a p r o l i f e r a c i ó n c e l u l a r y e v a l u a r 

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

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

y A z e n l a i n c o r p o r a c i ó n d e ^ H - t i m i d i n a y 3 H -

l e u c i n a , e n e l c o n t e n i d o d e p r o t e í n a s y A T P , 

y e n e l c o n s u m o d e 0 2 en c é l u l a s t r a n s f o r m a d a s 

p o r S V 4 0 . L o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n q u e HU i n h i -

b e f u n d a m e n t a l m e n t e l a s í n t e s i s d e D N A , m i e n ­

t r a s q u e A z m o d i f i c a d i v e r s o s p a r â m e t r o s . E s ­

t o s d a t o s s u g i e r e n q u e e l b l o q u e o p o r HU e n S 

s e r í a m á s b i e n e s p e c í f i c o , m i e n t r a s e l b l o q u e o 

p o r A z e n G-j s e r í a c o n s e c u e n c i a d e u n a a l t e r a -

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

t r a t a m i e n t o s e s r e v e r s i b l e . P o r l o t a n t o , HU 

y A z p o d r í a n s e r u t i l i z a d o s como s i n c r o n i z a d o ­

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

d a s p o r S V 4 0 . 

P r o y e c t o B 1 6 5 1 - 8 5 3 3 , D . I . B . , U n i v e r s i d a d d e 

C h i l e . 

ESTRUCTURA DE UN PEPTIDO DEL SITIO ACTIVO DE LA PIRUVA-
TO QUINASA DE MUSCULO DE CONEJO. (Structure of an ac -
tive site-peptide of rabbit muscle pyruvate kinase). 
Bazaes,S., Bezares,G., Hinrichs,M.V., Kemp,R. y Eyzagui-
rre,J. Laboratório de Bioquímica, Pontificia Universi­
dad Católica de Chile y Department of Biological Chemis 
try and Structure, Chicago Medical School, USA. 

Se ha demostrado previamente que el ADP oxidado 
con peryodato (oADP) se comporta como marcador de afini 
dad de la piruvato quinasa (PK), ocupando el sitio de 
union del nucleotide. Esto ha permitido aislar y secuen 
ciar un pêptido perteneciente al sitio activo de la enzi 
ma. 

La enzima pre-incubada con oADP en presencia de ATB-
Mg (lo que modifica sitios inespecificos) y dializada, 
dio la misma cinética de inactivaciõn que la enzima nati­
va. La estecjuiometría de incorporación de l 4C-oADP a 
la enzima así tratada fue 1,2 moles por subunidad. El 
digerido tríptico de la enzima marcada fue fraccionado 
por cromatografía en Sephadex G-25 y Sephadex G50, segui 
do de HPLC. El pêptido purificado se sometió" a secuen -
ciación por el método de Edman automático de fase gaseo-
sa. Se obtuvo la secuencia completa de un pêptido de 34 
aminoãcidos, correspondiendo la lys 25 al residuo modifi 
cado. 

La estruetura dei pêptido aislado es homóloga a la 
descrita entre los residuos 341 y 374 de la PK de múscu­
lo de polio y los residuos 342 y 375 de la enzima de müs 
culo de gato, como a la secuencia de un pêptido obtenido 
por digestion tríptica de la piruvato quinasa de músculo 
de bovino marcada con trinitrobencenosulfonato en un re­
siduo de lisina que participa en el sitio de unión de nu 
cleótidos. Dada la homología encontrada se concluye que 
el pêptido secuenciado participa en el sitio de unión de 
nucleótidos dei sitio activo de la enzima. 

Financiado en parte por proyecto DIUC 215/82. 

NUEVAS REGIONES DEL DNA MITOCONDRIAL DE LA LEV7ADUFA 
CON CAPACIDAD TIPO ars. (New yeast mitochondrial DNA 
regions with ars-like activity) Bonjardim, C A . y Nó-
brega, F.G. - Bioquímica, Instituto de Química - Uni­
versidade de Sao Paulo - 05508 São 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 looking 
for regions with ars like ability obtained from the 
COB 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 YIp5, a vector that contain 
the ura yeast gene and the bacterial &-lactarre.se 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-
vis iae 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. 

http://lactarre.se
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ACTIVIDAD PROTEOLITTCA EN FRACCIONES NUCLEAR Y SOLUBLE 

DE CROMATINA. DE HUEVO FECUNDADO DE ERIZO DE MAR T. niger. 

(Proteolytic activity in nuclear and soluble chromatin 

fractions from fertilized sea urchin egg T.niger)-Contre 

ras,M., Ainol,L. y Sanchez,L. Depto. Biologia Molecular, 

Fac.Cs.Biol.y de Rec.Naturales.Universidad de Concepcion, 

Chi 1e. Entre las proteínas cromatínicas no histônicas 

se han descrito algunas con actividad proteolitica que 

podrían considerarse como participantes en procesos de 

regulaciôn de la expresión génica. 

En este estúdio se informa de la presencia de 

actividad proteolitica en fracciõn nuclear y cromatina 

de huevo fecundado y su acciõn sobre histonas de esperma_ 

tozoides de la misma espécie. 

La fracción nuclear 70 min post fecundación 

tiene una relaciõn proteína/DNA de 2.3. Presenta activi_ 

dad proteolitica sobre caseína urea con pH õptimo de 7, 

es activada levemente por M g + + e inhibida por NaCl so­

bre 50 mM. Degrada parcialmente Ias histonas de esperma 

tozoides. Al aumentar su concentraciõn se degrada prefe-

rentemente H , y . NaCl hasta 4 mM aumenta la degra 

daciôn de toàas, sin embargo a 6 mM se observa una pro-

tecciõn parcial. ATP ejerce un efecto protector que se 

mantiene cuando se agrega M g + + en relaciõn 5:1. Si se au 

menta la relaciõn se disminuye la protecciõn. EDTA y di-

tiotreitol protegen parcialmente la degradaciõn. 

La fracciõn soluble de cromatina obtenida con 

ClNa 0,7 M degrada histonas de espermatozoides siendo 

mãs sensible a O a C y H^h a 3 7 a C 

De estos resultados se concluye que ambas fra£ 

clones degradan histonas de espermatozoides de la misma 

espécie en forma diferencial. 

Provecto 20.31.08. Universidad de Concepciõn. 

A L T E R A C I O N E S E N L A S F U N C I O N E S B I 0 E N E R G E T I C A S M I T O C O N D R I A 

L E S P R O D U C I D A S P O R T R A T A M I E N T O J_N V I V O C O N B E N Z O ( a ) P I R E " 

N O . ( A L T E R A T I O N S O N M I T O C H O N D R I A L B I 0 E N E R G E T I C F U N C T I O N S 
B Y l ü W O B E N Z O ( a ) P Y R E N E T R E A T M E N T . ) F e r r e i r a J . y S a l a -

z a r I • D e p a r t a m e n t o B i o q u í m i c a . F a c u l t a d d e M e d i c i n a . 

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

S e e s t ú d i o I a s f u n c i o n e s b i o e n e r g é t i c a s e n m i t o c o n -

d r i a s d e h í g a d o d e r a t a s t r a t a d a s c o n u n a d o s i s i . p . d e 

B e n z o ( a ) p i r e n o ( ^ t O t n g / k g p e s o c o r p o r a I ) , 

L o s p r o c e s o s d e f o s f o r i I a c i ó n o x i d a t i v a y a c u m u l a -

c i ó n d e C a + ^ f u e r o n a u m e n t a d o s e n m i t o c o n d r i a s d e h í g a d o 

d e r a t a s t r a t a d a s . L o s í n d i c e s d e C o n t r o l R e s p i r a t ó r i o 

y C o n t r o l d e C a + ^ n o f u e r o n a f e c t a d o s p o r e l c a n c e r í g e n o . 

E n o r g a n e l o s t r a t a d o s l a v e l o c i d a d d e o x i d a c i ó n d e 

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

f u e m a y o r , t a n t o e n E s t a d o 3 c o m o e n E s t a d o k, s i n e m b a r 

g o n o h u b o p e r d i d a e n I a e f i c i ê n c i a d e i a c o p l a m i e n t o d e 

e n e r g i a p u e s t o q u e I a s r e l a c i o n e s A D P / 0 y C a + ^ / s i t i o 

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

L a s a c t i v i d a d e s N A D H - o x i d a s a , N A D H - j u g l o n a r e d u c t a s a , 

N A D H - c Í t o c r o m o c r e d u c t a s a , s u c c i n a t o - c i t o c r o m o c r e d u c ­

t a s e y c i t o c r o m o o x i d a s a a u m e n t a r o n s i g n i f i c a t i v a m e n t e 

e n m i t o c o n d r i a s t r a t a d a s . 

E s t o s e f e c t o s s o n d e p e n d i e n t e s d e l t i e m p o p o s t -

t r a t a m i e n t o , o b s e r v á n d o s e e l m a y o r a u m e n t o k8 h o r a s d e s -

p u é s d e l a i n y e c c i ó n . 

E l c o n t e n í d o d e l o s c i t o c r o m o s b , C | y a + a j d e m i ­

t o c o n d r i a s a i s l a d a s 2k, kB y 72 h o r a s p o s t - t r a t a m i e n t o 

f u e s i g n i f i c a t i v a m e n t e m a y o r q u e e l d e o r g a n e l o s c o n t r o l . 

L o s r e s u l t a d o s s u g í e r e n q u e e l t r a t a m i e n t o c o n B e n z o 

( a ) p i r e n o e s t i m u l a l a r e s p i r a c í ó n m i t o c o n d r i a 1 , a f e c t a n -

d o d i f e r e n t e s n i v e l e s d e l a c a d e n a r e s p i r a t ó r i a . 

P r o y e c t o B - 1 Í t 0 7 - 8 Í » 3 3 " D I B . U . d e C h i l e . 

ANALISIS PRELIMINAR DE EXPRESIDN DE GENES DE 
FORINAS DE E. coli. (Preliminar analysis o-f 
expressi on o-f E. coli por i n genes) . Co tor ás , 
li.. , Zaror, I. , Cl aude, A. , Yudelevich, A. y 
Venegas, A. Laboratório cTJ Bi oquimica, 
Uni versi dad Católica de Chile. 

La membrana externa de bactérias Gram 
negati vas consta de f os-fol í pi dos, LPS y 
proteí nas. Entre estas últi mas 1 as pori nas 
farman en la membrana poros hi dr o-f i 1 i cos que 
permi ten el paso de nutri entes y compuestos 
de bajo peso molecular por 1ibre di fusi ón. 
En E. coli se han descri to 1 as pori nas OmpC, 
•mpF, OmpD y PhoE entre otras. La canti dad y 
t i po de porinas está bajo compleja regulación 
por câmbios de osmolaridad y nutri entes.Los 
genes de algunas de ellas se ban caracteriza­
do en detalle. 

Nuestro i nterés es clonar genes de 
porinas de S. typhi por su posible reievancia 
en -f i ebre ti foi dea. Para el 1 a se debe 
disponer de mutantes porina - o alterar el 
medio para expresar sói o una de ellas. 

Hemos analizado por PAGE-SDS 1 as porinas 
de Ias cepas JrllOl, HB101, RRIaml5, DP50supF 
y los mutantes W7NR y P530. HB101 expresa 
preferentemente OmpC y bajo nivel de OmpF; 
P530 sói o DmpF y W7NR sói o OmpC. Datos 
indirectos sugíeren que carbenici1ina seria 
transportada seiectivãmente por OmpF lo que 
seri a úti1 para detecci ón de genes de £. 
typhi, Por esto hemos estudi ado 1 a sensi bi1i-
dad a carbenici1ina de P530, W7NR y HB101. Se 
observo que HB101 y W7NR fueron resistentes 
hasta 80 y 125 ug/ml respecti vãmente, en 
cambia P530 sólo hasta 10 ug/ml. Se concluye 
que W7IMR es la más apropiada para la detec­
ci ón del gen ompF. W7NR se transformo con el 
gen ompF de E. coli. Los experimentas para 
detectar 1 a proteina OmpF están en curso. 

Financiado por FONDECYT (proyecto 1205/84), 
PNUD-UNESCQ y DIUC (U. Católica). 

BIOSINTESIS DE PROTEÍNAS EN CL0R0PLAST0S AISLAD0S üE 
Euglena gF^i^is var bacillaris• (Protein biosynthesis 
by isolated Euglena chloroplasts). Gomez Silva,B. 
Photobiology Inst., Brandeis Univ. Waltham, MA. y Lab. 
Microbiología, P. Univ. Católica de Chile. 

La purifieacion de cloroplastos (Clp) de Luglena, 
estructural y fisiológicamente intacto, ha permitido 
tudiar sus capacidades biosintéticas in organello, entre 
ellas, la biosíntesis de proteínas (BP), con el fin de 
definir su grado de autonomia metabólica. 

Clp, purificados en gradientes de Percoll, se ob_ 
tuvieron de células crecidas fotoorganotroficamente. BP 
(incorporaciõn de L-[ 3 5S] metionina en material insolu­
ble en TCA caliente) se estúdio en Clp suspendidos en 
sorbitol/tricina (pH 7.8), bajo vários regimene^ de ilu 
minación 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. Ln la os 
curidad, estos organelos no sintetizaron proteínas, ex-
cepto si ATP (5-10 mM) y M g + + (15 mM) eran incluídos en 
el ensayo. Ambas actividades fueron indistinguibles con 
respecto a niveles de síntesis, productos, cinética y 
efecto de inhibidores de la traducciôn. Inhibidores de 
la actividad fotosintética dei Clp afectaron unicamente 
la BP dependiente de energia radiante. 

La BP en cloroplastos aislados de Eugjena fue 
dependiente dei transporte fotosintético no-ciclico de 
electrones y de la fotofosforilación. ATP exógeno reem-
plazo eficientemente la energia radiante, si Mg estaba 
presente. Probablemente, la tranücripeión de mRNAs lir:u_-
taría 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). Gonzalez, 

C.B. y North, W.G. Instituto de Histologic y Patologia, 

Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile y Depart­

ment of Physiology, Dartmouth Medical School, Hanover,USA 

Las neuronas de los núcleos supraopticos fSON) y paraven-

triculdres del hpotalamo sintetizan oxitocina y vasopre-

sina como precursores de mayor peso molecular, junto a 

sus respectivas neuroflsinas. Los precursores son empa­

que tados en gránulos secretorios y estos transportados al 

lobulo neural. Durante el trayecto< los precursores son 

enzimaticamente convertidos a los productos finales. 

Ratas fueron inyectadas con 20 uCi de [ ~* Js] cisteina en 

los SON y sacrificadas a diferentes tiempos despues de la 

ínyecciÕn. Se hicieron extractos de SON y lobulo neural y 

las proteinas fueron separadas por cromatografia liquida 

de alta presiòn (HPLC). La radioactividad fue determinada 

por centelleo 1íquido en aliquotas de las fraceiones. Los 

percursores fueron identificados por inmunoprecipitaciõn 

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 antioxitoeina 

y antineurofisina y no se unio a Con A. La microsecuen-

ciacion mostro en estos tres precursores residuos de cis­

teina en Ias posiciones 1, 6, 22 y 25. Esto indica que se 

trata de los precursores sin la secuencia de senal. La 

cinética de apariciõn de los productos marcados en el lo-

bu1 o neural sugiere que el primer evento en la conversion 

de 1 precursor a los productos es la 1iberaciõn de la hor-

mona de su percursor. 

Financiado en parte por subsidios CA 19613 de USPHS y 

S-83-44 de la Dirección de Investigaciones, UACH. 

C R E C I M I E N T O D E C E P A S B A C T E R I A N A S A I S L A D A S D E 
L A N A T U R A L E Z A E N C O M P U E S T Ü S M O D E L O D E 
L I G N I N A . ( D e g r a d a t i o n o-f l i g n i n m o d e l 
c o m p o u n d s b y s o m e n a t u r a l b a c t e r i a l 

s t r a i n s ) . G o y c o p l e a ,H. , S e e 1 e nf r e u n d , D, . 
R u t t i m a n n , C. . G o n z a l e z , B . y Vicufia,R. . 
L a b o r a t ó r i o d e B i o q u í m i c a , F a c u l t a d d e 
C i ê n c i a s B i o l ó g i c a s , P o n t i f í c i a U n i v e r s i d a d 
C a t ô l í c a d e Chi 1e. 

El c o n o c i m i e n t o s o b r e la b i o d e g r a d a c i ò n 
y el apravecharni e n t o p o t e n c i a l d e la l i g n i n a 
s o n m u y l i m i t a d o s d e b i d o a la c o m p 1 e j i d a d e 
i r r e g u l a r i d a d d e su e s t r u e t u r a . E n la 
n a t u r a l ez a la d e g r a d a c i o n d e la l i g n i n a s e 
1 l e v a a c a b o m u y l e n t a m e n t e , s i e n d o 
p r í n c i pai m e n t e h o n g o s l a s o r g a n i s m o s 
e n e a r g a d o s d e c a t a b o l i z a r el p o l i m e r o . S i n 
e m b a r g a , i nf or m a c i o n e s r e c i e n t e s a p u n t a n 
h a c i a la p a r t i c i p a c i o n a c t i v a d e b a c t é r i a s e n 
e s t e p r o c e s o . 

En e s t e t r a b a j o s e e s t ú d i o la c a p a c i d a d 
l i g n o l i t i c a d e a l g u n a s c e p a s b a c t e r i a n a s 
n a t u r a l e s . S e a i s l a r o n a p a r t i r d e m a d e r a en 
d e s c o m p o s i c i ò n e n un med io s i n t é t i c o 
c o n t e n i e n d o c o m o ú n i c a f u e n t e d e c a r b o n o 
m o n ò m e r o s d e l i g n i n a o - f r a c c i o n e s o b t e n i d a s 
d e u n h i d r o l i z a d o d e l i g n i n a K r a f t . L a 
c a p a c i d a d d e I a s d i f e r e n t e s b a c t é r i a s d e 
m e t a b o l i z a r I a s f u e n t e s d e c a r b o n o u t i l i z a d a s 
•fue r e g i st; r a d a p a r el a u m e n t o d e 1 a d e n s i d a d 
o p t i c a d e l o s c u l t i v o s y l a m o d i f i c a c i o n d e 
l o s p e r f i l e s 1 d e e l u c i ò n d e f r a c c i o n e s d e 
l i g n i n a K r a f t o b t e n i d o s m e d i a n t e H P L C . 

L o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e I a s b a c t é r i a s 
a i s l a d a s s o n c a p a c e s d e p r o l i f e r a r en l o s 
m o n ò m e r o s c o n u n a e f e e t i v i d a d c o m p a r a b l e a su 
c r e c i m i e n t o en g l u c o s a o a l a n i n a . C o n 
r e s p e c t o a s u c r e c i m i e n t o e n l i g n i n a K r a f t , 
si b i e n e s t e e s m e n o r q u e en l o s s u s t r a t o s 
a n t e r i o r e s , s e o b s e r v a u n a m e t a b o l i z a c i ò n 
s e l e c t i v a d e s u s c o m p o n e n t e s d e a c u e r d a a la 
c e p a a n a l i z a d a . 

F i n a n c i a d o p or C e l u l p s a A r a u c o y C o n s t i t L i c i ò n 
y D I U C . 

PIRUVATO QUINASA DE LEVADURA: ESTRUCTURA DEL 
SITIÜ ACTIVO ANAL IZADA MEDIANTE MUTAGENESIS 
SIT10-ESPECIFICA. < Yeast pyruvate k i nase: 
structural analysis of acti ve site by si -
te-speci f i c mutagenesis). Gonzàlez, E.; Go­
mez - I.; Imarai, M. y Venegas, A. Laboratory o 
d~ê BTõqu1mica, FâcuIt ad de Ciências Bioló­
gicas , Un iversidad Catôlica de Chile. 

La enz i ma pi ruvato qui nasa participa en 
una de 1 as etapas claves de la via glico-
litica: la conversion de PEP en piruvato, 
reacc i on en 1 a que se genera además, una mo­
lécula de ATP. La comparación de 1 a secuenci a 
aminoacldica deducida para la piruvato 
qui nasa de 1evadura (PYK) con aquel1 as 
descri tas para 1 as enz i mas de múseulo tanto 
de polio como bovino ha sugerido un posible 
rol en la acti vi dad catalítica para 1 os 
residuos Asp""*, C y s 3 * " y L y s 3 3 7 de PYK. 

Hemos analizado tal posibilidad, empleanda 
para ello la técnica de mutagenesis sitio 
especIfica medi ante oligonucleótidos sintéti-
cos. Di cha metodologla nos ha permitido 
al ter ar en -forma al tamente sei ect i va 1 a re­
gi ón codi f i cadora del gen de PYK, a modo de 
generar 1 as si gui entes modi f i caciones en I a 
estruetura pri mari a de la protei na: Asp™* 
por Lys, C y s 3 3 " por Ser y L y s 3 3 y por Glu o 
Leu. 

En sucesivas etapas de manipulaciún gené­
tica hemos construi do nuevos genes (mutados) 
p a r a PYK 1 os que se insertaron en un vector 
de expresi ón en 1evaduras. Tal es construe-
ciones han sido introducidas por transforma-
ciôn en una cepa de Saccharoayces cerevisiae 
def í c i ente en PYK. Los genes mutados se han 
expresado en esta cepa y estamos evaluando el 
efecto de cada una de las modificaciones 
menc i onadas sobre 1 a función de PYK. 

F O S F O R I L A C I O N DE P R O T E Í N A S E N L A B A C T E R I A F O T O S I N T E T I C A 

RkodoípÁAMum * u b * u m . ( P r o t e i n p h o s p h o r y l a t i o n i n t h e 

p h o t o s y n t h e t i c b a c t e r i u m RhodoòpOULturr Ku.bmj.rv ) 

H o l u i g u e » L . , T o r r u e l l a , M . , L u c e r o , H . A . y V a i l e j o s , 

R . H . C e n t r o d e E s t ú d i o s F o t o s i n t e t i c o s y B i o q u í m i c o s , 

C O N I C E T , R o s á r i o , A r g e n t i n a . 

S e e s t ú d i o " l a p r e s e n c i a d e s i s t e m a s d e f o s f o r i l a c i o ' n 

y d e f o s f o r i l a c i o * h , c a t a i i z a d a s p o r p r o t e i n - q u i n a s a s y 

f o s f a t a s a s r e s p e c t i v a m e n t e e n l a b a c t e r i a * u b * u i r . 

S e r e a l i z o " f o s f o r i l a c i o n i n v i t r o d e f r a c c i o n e s 

s u b c e l u l a r e s c o n A T P - > P 3 2 y s e a n a l i z a r o n I a s p r o t e f n a s 

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

c r i 1 a m i d a c o n SDS y a u t o r a d i o g r a f f a . E n m e m b r a n a s s e 

o b t i e n e u n a p r o t e í n a m a y o r i t a r i a d e 7 5 k D y e n l a f r a c -

c i d n s o l u b l e u n a d e 6 4 k D . E l a n a l i s i s d e f o s f o a m i n o a ' -

c i d o 5 p o r e l e c t r o f o r e s i s d e a l t o v o l t a j e e n p a p e l m o s t r o " 

l a p r e s e n c i a d e f o s f o s e r i n a , f o s f o t r e o n i n a y f o s f o t i r o -

s i n a . E n e s t a s p r e p a r a c i o n e s s e e n c o n t r a r o n a c t i v i d a d e s 

f o s f a t a s a s q u e d e f o s f o r i l a n l o s s u s t r a t o s e n d d g e n o s . 

T a n t o I a s p r o t e i n - q u i n a s a s c o m o I a s f o s f a t a s a s p o s e e n 

c a r a c t e r í s t i c a s t í p i c a s d e e n z i m a s d e o r g a n i s m o s p r o c a -

r i o ' t i c o s . E n e x p e r i m e n t o s d e m a r c a c i o ' n i n v i v o c o n 

o r t o f o s f a t o - p 3 2 s e o b t i e n e f o s f o t i r o s i n a c o m o e l f o s -

f o a m i n o a ' c i d o ma's i m p o r t a n t e . S e c o r r o b o r o " l a p r e s e n c i a 

d e t i r o s i n - q u i n a s a s e n R . Ku.btiu.rr c o n e l u s o d e p e p t i d o s 

y p o l í m e r o s s i n t e ' t i c o s c o m o s u s t r a t o s e x o g e n o s . E s t e e s 

e l p r i m e r i n f o r m e d e f o s f o r i 1 a c i o n d e p r o t e í n a s e n u n a 

b a c t e r i a f o t o s i n t e ' t i c a . 

Financiado por DlUC (Uni versi dad Católi ca) y 
PNUD-UNESCO. 

http://Ku.bmj.rv
http://Ku.btiu.rr
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ENSAMBLAJE Y L O C A L I Z A C I O N DE LA ACET I L C O L I N E S T E R A S A 

1 6 S EN CÉLULAS N E U R O N A L E S : PAPEL DE LOS PROTEOGLICA 

NES DE HEPARAN S U L F A T O . (Assembly and localization 

of 1 6 S A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e in neuronal cells: rol 

of the heparan s u l f a t e - p r o t e o g l y c a n s ) . Inestrosa, N. 

and Matthew, W. Lab. Neurofisiologia, Universidad 

Católica de Chile and Dept. Neurobiology, Harvard 

Medi cal S c h o o l . 

El estúdio de proteínas asociadas a matrices ex-

tracelulares ha despertado gran interés en los ulti_ 

mos a n o s . En este trabajo se ha estudiado la distri_ 

bución de las formas moleculares de A c e t i l c o l i n e s -

terasa (AChE, EC 3 . 1 . 1 . 7 ) en una variante de células 

nouronales PC12 de rata, que carecen de proteoglica_ 

net; de heparan sulfato en la superfície celular, uti 

lizándo s e d i m e n t a c i ó n en gradientes de s a c a r o s a . 

Después de tratamiento con NGF, los mutantes sin_ 

tetizan menos forma 'fS y más 10S y 1 6 S que Ias célu_ 

Ias n o r m a l e s . Esta distribución es similar a la ob­

servada cuando células normales se incuban con b e t a -

D-xilósidos, moléculas que interfieren con el en-

samblaje de p r o t e o g l i c a n e s . La localización celular 

se estableció, utilizando colagenasa e inhibidores 

de la AChE que son permeables e impermeables a mem­

branas biológi cas. Se determino que en células n o r ­

males más dei 95% de la AChE 1 6 S se encuentra en la 

superfície 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 1 6 S recién sintetizada 

aparece en el compartimento interno con un retardo 

de 1 h , y no se le detecta en la superficie celular 

hasta 2h d e s p u é s . 

Se concluye que la forma 1 6 S se ensambla en el 

interior de las neuronas y que alteraciones en la 

síntesis y distribución de proteoglicanes de h e p a ­

ran sulfato afecta tanto la cantidad como la loca-

lización celular de la AChE 1 6 S . 

ACCION DIFERENCIAL DEL RECEPTOR BETA ADRENERGICO EN 
LA RECULACION TRANSCRIPCIONAL Y POST-TRANSCRIPCI0NAL 
EN GLÂNDULA PAROTIDA. (Differential action of the 
beta adrenergic receptor on the transcripcional and 
post-transcriptional regulation in parotid gland). 
Lopez Soils, R.O. y Castillo, L. Depto. Biologia 
Celular y Genética, Fac. Medicina, U. de Chile. 

La administración intraperitoneal crônica de iso­
proterenol (agonista beta-adrenérgico) induce en las 
glândulas parótidas de ratón la síntesis de al menos 
5 polipeptidos secretables y de fácil caracterización 
electroforétioa. Como el mecanismo de acción dei iŝ o 
proterenol en esta respuesta celular no es conocido, 
se estúdio el efecto sobre ella de algunos inhibido­
res metabólicos específicos. 

El bloqueo de los receptores beta-adrenérgioos 
por propranolol o la inhibición de la transcripeión 
por actinomicina D antes de cada estimulación con 
isoproterenol suprimen completamente la indueción de 
los polipéptidos. Una vez indueidos los poliplpti-
dos, actinomicina D no interfiere y propranolol in-
terfiere solo parcialmente con la sacreción de estos 
provocada por el mismo isoproterenol. Sin embargo, 
tanto actinomicina D como propranolol no interfieren 
con la resxntesis post—secreciÓn de los polipéptidos. 
Estos resultados sugieren la mediación dei receptor 
beta-adrenergico y dei proceso de transcripeión en 
la indueción de los polipéptidos y de un control pos^ 
transcripcional independiente dei receptor beta-adre_ 
nérgico en la resíntasis post-secreción de los poli­
péptidos . 

Proyectos B I 6 5 I - 8 5 3 3 , Universidad de Chile y I O 8 9 / 8 4 
Fondo Nacional de Ciências, CONICYT. 

MEVALONATO-5-(2-TI0DIF0SFAT0): SUSTRATO DE LA 
DESCARBOXILASA DIFOSFOMEVALONICA.(Mevalonate-
5-thiodiphosphate) : Substrate of mevalonatedi_ 
phosphate decarboxylase). Jabalquinto, A.M. y 
Cardemil E. Departamento de Química, Facultad 
de Ciência, Universidad de Santiago de Chile. 

La descarboxilasa difosfomevalõnica cataliza 
la descarboxilaciõn de difosfomevalonato en 
presencia de ATP y un metal bivalente para dar 
isopentenildifosfato, ADP, Pi y C02. Nos encon 
tramos trabajando en el mecanismo de acciõn de 
la enzima de hígado de polio, y nos interesa 
determinar su mecanismo cinêtico. Estúdios pre 
vios indican un mecanismo secuencial. Con el 
objeto de diferenciar si este mecanismo es or 
denado o al azar puede emplearse el enfoque 
d e Fromm, el cual requiere la disponibilidad 
de un inhibidor competitivo para cada sustra-
to. Se informa la síntesis enzimática de meva 
lonato-5-(2-tiodifosfato) (MVAPPBS) a partir 
de mevalonato-5-fosfato y ATP yS usando quina-
sa fosfomevalõnica de hígado de cerdo como ca 
talizador. El MVAPPBS se identifico y caracte 
rizó por cromatografía en papel en dos siste­
mas y mediante análisis de fósforo y enzimáti-
cos. El rendimiento final fue de 37%. 
Se encontro que MVAPPBS se comporta no como 
un inhibidor sino como un sustrato de la des­
carboxilasa difosfomevalõnica, encontrandose 
las siguientes razones Vm/Km: 306,7 para MVAPP 
y 8,65 para MVAPPBS. 

INACTIVACION DE LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXIQUINASA DE 

LEVADURAS CON FENILGLIOXAL Y 2,3 BUTANODIONA.( Inactiva-

tion of yeast phosphoenolpyruvate carboxykinase with phc 

nylglyoxal and 2,3 butanedione). Malebrán, P. y Cardemil. 

E. Departamento de Química, Universidad de Santiago de 

Chile. 

La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) cataliza 

la reacciõn M n + 2 

PEP + ADP + HCO^ r, » Oxalacetato + ATP 

siendo esta una de las etapas claves de la gluconeogéne-

sis. Todas las enzimas estudiadas requieren de reducto­

res de grupos sulfidrilos para su actividad, habiéndose 

demostrado la presencia de residues esenciales de cís tei 

na en la enzima de hígado de rata. Dada la naturaleza de 

sustratos y productos, se justifica averiguar el posible 

papel de residuos de arginina en la catálisis, lo que 

hasta ahora no se ha informado. En esta comunicación se 

presentan resultados preliminares sobre la presencia de 

residuos de arginina en el sitio activo de la PEPCK de 

levaduras, mediante modificación química con 2,3 butano-

diona y fenilglioxal. 

Ambos reactivos inactivan la enzima con cinéticas de 

pseudo primer orden, sugiriendo la presencia de uno o 

mãs residuos de arginina esenciales para la actividad. 

El tratamiento de los datos obtenidos indican mecanismos 

cinéticos de inactivaciõn irreversible en ambos, casos. 

Ambos sustratos, ADP y PEP en presencia de Mn , prote-

gen de la inactivaciõn frente a los dos reactivos. La 

enzima parcialmente modificada con butanodiona recupera 

en par te suaetividad por f i1traciõn en una columns de 

Sephadex G-25 con TRIS- HCl pH 8,2. 

En conclusion, 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

rá n a la cuantificaciõn química de estos residuos. 

Financiado por USACH y Fondo Nacional de Ciên­
cia . 

Financiado por DICYT, USACH. 



R-368 COMUNICACIONES 

EFECTO DEL ATP EXTERNO EN LOS MOVIMIENTOS DE 
POTASIO Y CÁLCIO EN CÉLULAS DE GLOMERULOSA 
ADRENAL. (Effect of ATP on potassium and calcium 
movements in glomerulosa cells). Marusic.E.T. y Lobo. 
M.V. Departamento de Fisiologíe y Biofísica, 
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 

Es conocido el efecto indirecto del ATP 
intracelular en las concentraciones iónica de las 
células actuando como sustrato de ATPasas tales como 
la No*, K + - A T P a s a y Ca-ATPasa. Recientemente se ha 
sugerido la existência de receptores purinérgicos 
sobre los cuales el ATP extraceluler estaria alterando 
la permeabilidad celular y en hepatocidos se ha 
descrito hiperpolarización de las células. Con el 
objeto de estudior la posible acción del ATP en células 
endocrinas se eligio las células de glomerulosa adrenal 
en la cual hemos descrito un canal de potasio 
calcio-dependiente. Las células de glumerulosa se 
obtuvieron por dispersion de tejido adrenal de bovino 
con colagenasa La permeabilidad del K + (P K ) se 

estúdio midiendo la solido de R b 8 6 en un sistema de 
perfusion contínuo. En forme paralela se midió la 
producción de aldosterone. 

La adición de 10~4 M ATP produjo un signif icativo 
aumento en la salida de R b 8 6 y en la esteroidogénesis 
(p < 0.001). Este efecto fue similar al obtenido con 
angiotensina II. Ambos efectos fueron inhibidos por 
quinine lo que Deva a postular que el ATP estaríe 
produciendo un eumento del celcio citosólico. 

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 Bioquímica e 
Instituto de Botânica, Fac. de Ciências, Universidad 
Austral de Chile. Laboratoire de Physiologie Végétale, 
Université de Perpignan, Francia. 

Ciertos vegetales son resistentes al efecto del 
frio. Esta propiedad está asociada a ajustes metabóli-
cos que incluyen entre otros, variaciones del conteni-
do proteico y de algunas activídades enzimáticas. Sin 
embargo, el efecto de las bajas temperaturas sobre la 
síntesis proteica no ha sido analizado en detalle. 

Para el análisis de bioslntesis proteica se germi-
naron semillas de raps provenientes de variedades de 
invierno y de primavera. Las plántulas fueron crecidas 
48 h a 18° o a 0°C, incubándolas con metionina du­
rante las últimas seis horas. Los cotiledones fueron 
procesados y Ias proteínas solubles totales extraídas. 
El análisis de síntesis proteica in vitro se realizo 
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 síntesis in vivo de vários polipéptidos es apa­
rentemente inducida o estimulada por el tratamiento 
a bajas temperaturas, en tanto que en otros su síntesis 
no cambia o es reprimida. Câmbios similares se detec-
tan en la síntesis proteica in vitro. Diversos mRNAs 
son más abundantes a 0 o que a 18°C mientras que otros 
se encuentran en baja proporciôn o no existen luego de 
la exposición a 0°C. Se detectaron además, diferencias 
importantes al comparar la respuesta a Ias bajas tem­
peraturas en Ias variedades de invierno y de primavera. 

Los resultados indicarían câmbios importantes en 
la expresión genética sugiriendo la existência de un 
proceso adaptativo mediado por Ias bajas temperaturas. 
Financiado por DID-UACH (S-84-29, RS-83-19), FNC 1212-
84, CNRS (UA 565, AIP 95 31 67). 

MUERTE CELULAR Y LESION DEL DNA PRODUZIDO POR LA 
REACCION DE HABER-WEISS. (Cell killing and DNA damage 
mediadedby aHaber-Weiss reaction). Alberto C.Mello Filho 
and Rogério Meneghini. Departamento^de Bioquímica, Ins­
tituto de Química, USP, CP. 20780 - São 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 (H2O2 + O2 -* OH* + 
O2 + OH") is 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 0^ and H7O2 in the processes of 
cell death and DNA strand break production. 

Supported by FAPESP, FINEP, CNPq. 

INHIBICIÓN DE HEXOQUINASAS POR FRUCTOSA-2,6-BISF0SFAT0 

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 Ciências, Universidad de Chile. 

El fructosa-2,6-bisfosfato (F-2,6-P 2) es un meta­

bolite que modula la actividad de un gran número de 

enzimas en diversas clases de células. No modifica 

directamente la actividad de hexoquinasas purificadas. 

Se exploro la posibilidad de que actuara sobre estas 

enzimas en extractos crudos. 

Se encontro que la glucoquinasa (hexoquinasa D) es 

inhibida por el F-2,6-P^ cuando se hace el ensayo en 

el líquido sobrenadante de un homqgeneizado de higado 

de rata al 50% (p/v), centrifugado a 90.000 g, despues 

de filtrarlo en Sephadex G-25. La inhibición depende 

de la concentración del extracto y de F-2.6-P , pero 

no de la concentración de glucosa y de MgATP. También 

se produce inhibición de otras hexoquinasas animales 

y de hexoquinasa de levadura, anadidas al medio de 

ensayo que contiene el extracto de hígado. La acción 

del F-2,6-P 2 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

tración 100 uM, ni como inhibidores ni como competido 1-

res del F-2,6-P 2-

Se postula que en el extracto existe un factor 

coinhibidor, que pudiera ser una proteína reguladora: 

no es retenido en G-25, es inestable aün a temperatu­

ra de 0° y es protegido muy efectivãmente por F-2,6-P2 

100 uM; es retenido por DEAE-celulosa a muy baja 

fuerza iónica y no por CM-celulosa; sedimenta en 

sulfato de amonio al 4 0 % de saturación y requiere 

F-2.6-P2 para mantener su actividad como coinhibidor. 

Financiado por el Proyecto B-266-8523, Departamento 

de Investigación y Bibliotecas, Universidad de Chile, 

y por la Organización de los Estados Americanos. 
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RIOSINTESIS DE HIDROCARBUROS CÍCLICOS CATALIZA 
DA POR ENZIMAS DIFERENTES. (Biosynthesis of cy_ 
clic hydrocarbons catalized by different enzy­
mes) . Portilla, G., Rojas, M»C. y Cori, O. De-
nartamento de Oulmica, Facultad de Ciências, 
Universidad de Chile. 

Nuestro grupo ha demostrado que la biosin 
tesis de hidrocarburos monoterpénicos en Citrus 
limonum se realiza a partir de los sustratos ge 
ranilpirofosfato (GPP) y nerilpirofosfato (NPPT" 

Se ha nropuesto que el isómero terciario 
linalilpirofosfato (LPP) podrla ser un interme 
diario durante la ciclación de GPP y NPP a hi 
drocarburos, Hemos loarado separar por Sephadex 
c ; -100 dos actividades enzimSticas: una totalmen 
te específica por GPP y NPP y la otra por LPP. 
Nuestros resultados apoyan ; 
1 ) La participaciôn de LPP como sustrato y no 

como intermediário libre, 
2) que habría involucradas en la formación de 

hidrocarburos, por lo menos dos enzimas di­
ferentes . 

1 i m o n e n o 

FUNCIONES DE LA )Ç-GLUT AMI LTRANSPEPTIDASA Y DEL GSH 
EN LA GLANDULE MATARIA DE PATA. ( /-Glutamyltrans-
peptidase and GSH functions in the rat mammary gland). 
Rios, M., Vilianueva, S., Puente, J. y Sapag-Hagar, 
M. Departamento de Bioquímica. Facultad de Cien -
cias Químicas y Farmacêuticas. Universidad de Chi­
le. 

Las principales funciones del ciclo del 2f-glutamilo 
son, entre otras, el transporte de aminoacidos y la 
mantención del glutatiôn reducido (GSH) tisular. Es­
te ciclo y el GSH aumentan significativamente en la 
lactancia en la glândula mamaria. En este trabajo i-
niciamos el estúdio del papel de la -glutamiltrans 
peptidasa ( tf -CT) y GSH plandulares in vivo y en 
cultivo de explantes y acinos mamarios. 

Se determino la actividad de la £-GT y niveles de GSH 
en presencia y ausência de inhibidores del ciclo del 
^ -glutamilo; y la determinación de caseína y lacto-
sa sintetasa como parâmetros de lactancia. 

De los resultados obtenidos es posible concluir: 
1 ) Que in vitro la disminuciôn del GSH tisular disni-
nuye los parâmetros de lactancia- 2) que el GSH fluye 
al medio extracelular, fenômeno acrecentado en presen 
cia de inactivádores de la ^-CT y 3} que inactivado-
res de la ^-GT disminuyen el ingreso y la incorpora­
ción de aminoacidos al tejido. Estos resultados per-
miten postular al GSH tanto en un papel protector cproo 
en la transpeptidaciôn y transporte de aminoacidos en 
la glândula mamaria. 

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

CARACTER IZAC ION DEL TRANSPORTE DE Mq EN GRANULOS 
CROMAFINES. (Characterization of Mcf2+ transport in 
chromaffin granules). Prieto, A_.L., Daniels, A• J. La­
boratório de Farmacologia Bioquímica, Facultad de Ciên­
cias Biológicas, Pontifícia Universidad Católica de 
Chile. 

La membrana dei gr anulo cromafin es impermeable a H + 

al igual que a Mg2+ in vitro, sin embargo cuando los 
gránulos son incubados en presencia de FCCP o NEM se 
produce la incorporación de Mg2+ al organelo, y salida 
de catecolâminas en una razon de 2 catecolaminas por ca 
da Mg2 + . Esta incorporación es dependiente de t°, y es 
saturable. Esto indica un posible transportador para 
Mg 2 +. La activación de la entrada de Mg2+, inducida 
por FCCP, en presencia de NEM no se debería a una inhi-
bición de la ATPasa puesto que inhibidores como DCCD 
quercetina y ( 0 1 3 ) 3 SnCl no producen efecto alguno. PMB, 
que tiene reactividad con grupos SH al igual que NEM, 
si produce efecto. 

Atractilosida, inhibidor de transporte de nucleotides 
en grânulo, es capaz de bloquear la incorporación de 
M g 2 + preducida por FCCP solo en presencia de NEM. ATP 
inhibe competitivamente la incorporación de Mg2+ induci 
da por FCCP. Como atractilosida y ATP estân asociados 
a sitios aniónicos, se estúdio el efecto dei inhibidor 
dei transporte de aniones, STTS, el que fue capaz de 
bloquear completamente la incorporación de M g 2 + en pre 
sencia de FCCP y NEM. NaCl y IC1 inhiben la incorpora­
ción de Mg 2+ inducida por FCCP siendo esta aún mayor en 
presencia de NEM. Esto indica que este último, estaria 
abriendo canales aniónicos, que aumentarían la entrada 
de M g 2 + por cotransporte. Cuando Na+ es reerrplazado 
por colina, la inhibición no ocurre. 

Estos resultados indican que M g 2 + estaria entrando 
por un canal de Na + o y que seria cot ran sport ado con 
un anion. 

AI5LAMIENT0 Y CARACTERIZACION DE PLASMIDIOS 
DE CEPAS AUTOCTONAS DE T. ferrooxidans Y SU 
POSIBLE ROL EN RESISTÊNCIA A METALES. (Isola­
tion and characteri zat i on 0 + piasmi ds from 
nati ve T. ferrooxidans strains and thei r 
putative rol e in metal resistance). Sanchez, 
H. , Hevi a. E. y Veneojas. A. Labor ator i o de 
Bioquímica, Facultad de Ciências Biológicas t 

Universid ad Católica de Chile. 

T. ferrooxidans es una bacteri a 
qui miolitotrófica acidó-fila, que está siendo 
usada en pracesos ex traceión de metal es, 
si endo especi almente úti1, debi do al ba jo 
costo, en el caso mineral es de baja 1ey o 
margir.ales, donde los métodos clásicos de 
extracción química resultan antieconômicos. 
Algunas cepas de este microorganismo pueden 
crecer en presenci a de elevadas concentra­
ciones de vari os cati ones o ani ones de 
metal es pesados. Las bases moleeulares de 
este t i po de resi stenei a no han sida 
determinadas. En otras espécies bacterianas 
1 a resi stenci a a algunos elementas como Hg, 
Cd , Ag y As está codi -f içada en pl asmi di os. 

Hemos iniciado la detección de plas-
midios en cepas autóctonas de T. ferro— 
oxidans, encontrando en algunas de ellas, uno 
a más plasmi di 0 5 . Entre 1 os métodos de ai sla-
miento ensayados, el alcalino resultú el más 
adecuado. Se encontro además que el congela-
miento de Ias células previa a 1 a extracción 
a-f ecta not abi emente 1 a i ntegr i dad del pl asmi -
dio. Estos plasmidios han sida purificadas y 
algunas de sus propi edades estudiadas. 

Se ha i ntentada rei acionar 1 a presenci a 
de algunos plasmi di os en cepas parti cular-
mente resi stentes a metal es pesados. 

Fi nanei ado por DIUC (Uni versi dad 
Católica) y PNUD-UNESCD. 
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PROLIFERACION CELULAR Y EXPRESIÓN DE ANTIGENO T EN 
LA SUPERFÍCIE PE CÉLULAS TRANSFORMADAS POR S V 4 0 . 

(Cell proliferation and expression of T_antigen on 
the surface of SV40-transformed oells). 5antos T M. 
y Butel, J. Departamento de Biologia Calular y Ge­
nética, Facultad de Medicina, Universidad de Chile 
y Baylor College of Medicine, Houston, Texas, U.S.A. 

El antigeno T (Ag-T), proteína viral tranaforman-
te, se exprasa en núcleo y suparficia de células 
transformadas por S V 4 0 . Se postula que el Ag-T de 

superficie participaria en la regulación de la pro-
liferaciõn y/o en la mantención dei estado transfor­
mado da estas células. El objetivo de este estúdio 
fue correlacionar la expresión dei Ag-T en la super­
ficie celular oon la actividad proliferativa y/o el 
fanotipo trans formado de células de ratón transfor­
madas por S V 4 0 . Se determino la presencia de Ag-T 

en la superficie da células en poblaciones asincró-
nicas y en células transformadas por mutantes termo-
sensibles del S V 4 0 , cultivadas a temperaturas permi-
aivas y restrictivas. BI Ag-T de superficie fue 
analizado por inmunoprecipitaoión, electroforesis y 
autorradiografía. La máxima expresión de Ag-T se 
observa en la superficie de células en activa proli-
feración. Una disminución significativa se correla­
ciona con una menor actividad proliferativa. Por 
otra parte, la presencia dei Ag-T en la superficie 
celular es independiente del fenotipo transformado. 
Estos datos sugieren que el Ag-T de superficie po-
dría participar en el control de la proliferación 
de células transformadas por S V 4 0 y hacen neoesario 
revisar su rol en la mantención dei estado trans-
f ormado. 

Proyecto B 1 6 5 1 - 8 5 3 3 , D.I.B., Universidad de Chile 
(Parcial) 

ESTÚDIOS DE SECUENCIASpÊôKTICIPANTES EN LA EXPRESIÓN IN 
VITRO DE GENES DE tRNA DE LEVADURA POR ENSAYOS DE COM 
PETENCIA. (A study on secjuenops^participating in the in 
vitro expression of yeast tRNA genes by competition 
assays) . Thorikay,M., Hinrichs,M.V. y Bull,P. Laborato 
rio de Bioquímica, Dpto. Biologia Celular, P. Universi -
dad Católica de Chile. 

Se estúdio la participación de los promotores intra 
génicos y secuencias adyaoentes en la union de factores 
de transcripción a través de experimentos de competência, 
en los cuales se midiõ la transcripción in vitro de un 
clon activo (pYPT-4) en presencia de concentraciones ere 
cientes de uno inactivo (pYPT-5 Ó 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. S£ incubaron concen 
traciones adecuadas de genes de tRNA y competidores 
con extracto de levadura como fuente de RNA. polimsrasa 
III y factores de transcripción. El RNA sintetizado se 
extrajo y se separo 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 oompetir por 
los factores de transcripción. Esta competência es más 
efectiva cuando los DNA estân a la forma sobreenroliada. 
La mi tad 3' del inserto 9 compite en forma similar que 
el inserto 9 completo, mientras que la mitad 5 ' lo hace 
en menor grado. Al eliminar Ias 8 ultimas bases del gen 
dei inserto 5 y region 3 ' adyacente, se pierde la capaci 
dad competitiva dei inserto 5 . 

Estos resultados confirman la importância de los 
bloques promotores intragénicos y de las secuencias adya 
centes en la unión de los factores de transcripción. 

Financiado por Proyecto DIUC 7 8 / 0 4 . 

A S 0 C I A C I 0 N D E D N A P O L I M E R A S A a E N N Ú C L E O S D E 0 0 C I T 0 S DE 
X . L A E V I S ( A S S O C I A T I O N O F D N A - P O L Y M E R A S E a I N N U C L E I C F 
X . L A E V I S O O C Y T E S ) . S o l a r i A . D e p a r t a m e n t o d e B i o q u í m i c a , 
F a c u l t a d d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

L a D N A p o l i m e r a s a d e t i p o a e s l a D N A p o l i m e r a s a in_ 
v o l u c r a d a e n I a r e p l í c a c í ó n d e l m a t e r i a l g e n é t i c o n u c 1 e a r 
y g e n e r a l m e n t e s e l a e n c u e n t r a e n e l n ú c l e o d e p e n d i e n d o 
d e l s i s t e m a b i o l ó g i c o y m e t ó d i c a d e p u r i f i c a c i ó n e m p l e a ^ 
d a . S i b i e n l a u b i c a c i ó n s u b c e l u l a r d e e s t a e n z i m a e s t á 
b i e n d e t e r m i n a d a , n o e x i s t e i n f o r m a c i ó n s o b r e l o s m e c a ­
n i s m o s q u e d e t e r m i n a n s u e x c l u s i v a l o c a l i z a c i ó n e n e l 
n ú c l e o . E n e s t a c o m u n i c a c i ó n s e e n t r e g a i n f o r m a c i ó n s o ­
b r e I a s í n t e r a c c i o n e s q u e m a n t i e n e n a l a e n z i m a l i g a d a a 
e s t r u e t u r a s d e i n ú c l e o d e o o c i t o s . 

E l o o c i t o c r e c i d o d e X . l a e v i s ( e t a p a V y V I ) e s u n 
e x c e l e n t e s i s t e m a b i o l ó g i c o p a r a e s t u d i a r e s t e a s p e c t o 
p u e s c o n t i e n e g r a n d e s c a n t i d a d e s d e D N A p o l i m e r a s a a e n 
e l n ú c l e o . E n e s t e s i s t e m a a d e m á s e s p o s i b l e o b t e n e r n ú ­
c l e o s p o r d i s e c c i ó n m a n u a l e n c o r t o t i e m p o l o c u a l p e r m i 
t e o b t e n e r o r g a n e l o s c o n m á x i m a i n t e g r í d a d e n s u s c o n s -
t Í t u y e n t e s m a c r o m o l e c u 1 a r e s . 

N ú c l e o s a i s l a d o s m a n u a l m e n t e e i n c u b a d a s e n d i f e r e n 
t e s c o n d i c i o n e s d e f u e r z a i ó n i c a y t i e m p o , p e r m i t i e r o n 
c o n c l u i r q u e I a e n z i m a e s c a p a d e i n ú c l e o a c o n c e n t r a c i o ­
n e s m o d e r a d a s y a l t a s d e N H ^ C l , s i n e m b a r g o l a p r e s e n c i a 
d e p o l i v i n i l p i r r o l i d o n a e n e l m e d i o d e i n c u b a c i ó n l o g r a 
b l o q u e a r d í c h o e s c a p e . A l a n a ! Í 2 a r d i f e r e n t e s e s t r u e t u ­
r a s n u c l e a r e s o b t e n i d a s p o r d i s e c c i ó n m a n u a l , s e e n c o n ­
t r o q u e l a D N A p o l i m e r a s a a e s t á a s o c i a d a a l M a m a d o g e l 
n u c l e a r . E s t ú d i o s p o s t e r i o r e s c o n e s t o s g e l e s n u c l e a ­
r e s p e r m i t i e r o n c o n c l u i r q u e l a e n z i m a e s t á d e b i l m e n t e 
u n i d a a e s t a s e s t r u e t u r a s , y a q u e e l l a v a d o d e e l l a s c o n 
s o l u c i o n e s c r e c i e n t e s d e N H ^ C l p e r m i t i e r o n d e t e c t a r a l a 
e n z i m a e n ? a f r a c c i ó n s o l u b l e . 

P r o y e c t o f i n a n c i a d o p o r l a U n i v e r s i d a d d e C h i l e 
( P r o y e c t o B - 1 W - 8 5 3 F ) . -

E F E C T O D I F E R E N C I A L P R O O X t D A T I V O DE L A S H E M O G L O B I N A S H U ­
M A N A S F E T A L Y A D U L T A , ( D i f f e r e n t f a l p r o o x í d a n t e f f e c t o f 
h u m a n f e t a l a n d a d u l t h e m o g l o b i n ) V a l e n z u e l a A . , G u e r r a R . 
y C a n a s P . t N T A , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . D i v i s i o n d e C i e n -
c i a s B á s i c a s , C a s i l l a 1 5 1 3 8 , S a n t i a g o 1 1 . C h i l e 

E l c o m p o r t a m i e n t o f i s i o l ó g i c o d e l o s e r i t r o c i t o s f e 
t a l e s ( E F ) e s d i f e r e n t e a l d e l o s e r i t r o c i t o s a d u l t o s ( E Ã ) 
S e c o n o c e q u e l a v i d a m e d i a d e l E F e s c e r c a n a a 1 a m i t a d 
d e l a d e l E A y l o s n i v e l e s d e a c t i v i d a d d e l a s e n z i m a s 
i n v o l u c r a d a s e n l a p r o t e c c i ó n d e e s t a s c é l u l a s c o n t r a e l 
s t r e s s o x i d a t i v o s o n d i f e r e n t e s . P o r o t r a p a r t e s e h a 
d e s c r i t o q u e l a t r a n s f o r m a c J o n d e l a o x i h e m o g 1 o b i n a a me 
t a h e m o g l o b i n a i n v o l u c r a l a l i b e r a c i ó n a l m e d i o i n t r a c e lu_ 
l a r d e r a d i c a l e s l i b r e s d e l O2 d e c a r a c t e r p r o o x i d a n t e . 

E l p r o p ó s i t o d e l p r e s e n t e t r a b a j o f u e m e d i r l a d i f e_ 
r e n t e c a p a c i d a d p r o o x i d a n t e d e l a s f o r m a s d e o x i y m e t a -
h e m o g l o b l n a f e t a l ( H b F ) y a d u l t a ( H b A ) . P a r a e l l o , s e 
s e p a r a r o n p r e v i a m e n t e a m b a s h e m o g l o b i n a s p o r t é c n i c a s c r o 
m a t o g r á f t c a s a p a r t i r d e m u e s t r a s p r o v e n i e n t e s d e s a n g r e 
d e c o r d ó n d e r e c i é n n a c i d o s y s u s r e s p e c t i v a s m a d r e s . 
U n a v e z q u e a m b a s h e m o g l o b i n a s f u e r o n s e p a r a d a s y pu r t f_i_ 
c a d a s s e c o n v i r t i e r o n a s u f o r m a d e o x i y m e t a h e m o g 1 o b i -
n a r e s p e c t i v a m e n t e y s e e n s a y o s u e f e c t o p r o o x i d a n t e e n 
u n s i s t e m a m o d e l o d e p e r o x i d a c i ó n c o n s t i t u í d o p o r I i n o -
l e a t o d e p o t a s i o . L a H b F y l a H b A e n l a f o r m a d e o x i h e m o 
g l o b í n a p r e s e n t a n u n e f e c t o p r o o x i d a n t e d i f e r e n t e , s i e n -
d o s u p e r i o r a q u e I d e H b F . S i n e m b a r g o , a m b a s h e m o g l o b i n a s 
e n l a f o r m a d e m e t a h e t n o g f o b i n a n o p r e s e n t a r o n e f e c t o p r o 
o x i d a n t e , 

S e p o s t u l a q u e e l d i f e r e n t e e f e c t o p r o o x i d a n t e d e 
l a H b F c o n r e s p e c t o a H b A e n l a f o r m a d e o x í h e m o g I o b i n a 
s e c o r r e l a c i o n a r i a c o n l a m a y o r t e n d ê n c i a a f o r m a r m e t a -
h e m o g l o b i n a d e l E F y p o d r T a e x p l i c a r l a m a y o r s e n s i b i 1 i -
d a d d e e s t a s c é l u l a s a l s t r e s s o x i d a t i v o I o c u a l a s u v e z 
p u e d e s e r u n o d e l o s f a c t o r e s i m p o r t a n t e s e n l a e t i o l o -
g í a d e d i v e r s o s t i p o s d e a n e m i a q u e a f e c t a n a l r e c i é n n a 
c i d o y e s p e c i a l m e n t e a l p r e m a t u r o c u y o o r i g e n e s a ú n p o ­
ç o c o n o c i d o . ( F i n a n c i a d o p o r G r a n t s B - l 7 6 5 - 8 5 3 3 y 8 - 2 0 1 9 
8 5 2 2 d e i D I B . ) 
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PROTEÍNAS REGULADORAS DE S.tuberosum DEPENDIEN 
TES DE C a + 2 ( C a 2 + dependent regulatorv proteins 
from S.tuberosum). Valenzuela,M.A.,Mancilla,M. 
Kettlun,A.M.,Jara,O.,Pizarro,J. y Traverso-
Cqri tA. Dep.Bioquímica,Fac.Ciências Químicas y 
Farmacêuticas, Universidad de Chile. 

Hemos aislado dei tubêrculo de S.tuberosum 
proteínas dçpendientes de C a + 2 que son regula­
doras de algunas enzimas. Anteriormente había-
mos descrito una preparaciôn parcialmente pu­
rificada de S.tuberosum con características 
calmodulínicas la cual estimulaba Ias activi­
dades ATPSsica y ADPSsica de la aoirasa. 

Después de una cromatoarafía en Sepharosa-
trifluoperazina esta preparaciôn se resolvi6 
en tres fracciones proteicas: Fr-A que activa 
a la apirasa; Fr-I que inhibe a la apirasa y 
Fr-C que activa a la fosfodiesterasa de AMPc. 

La Fr-C tiene una sola banda de proteínas 
tanto por electroenfoque (pl 4,4) corro por 
electroforesis en SDS (PM 16.000). Por estos 
valores y por el efecto estimulante de fosfo-
diesterasa de AMPc dependiente de C a + 2 y la 
inhibición de este efecto por la trifluopera­
zine, concluímos que esta fracciõn es calmodu-
lina. Esta calmodulina pura de papa no tiene 
ningun efecto sobre la apirasa. 

La Fr-A presenta al menos tres bandas de 
proteínas oor electroenfoque (pl 4,8;5,6;5,9) 
y por electroforesis en SDS (PM entre 20000 y 
30000) además no tiene actividad calmodulíni-
ca, pero si nresenta acciôn estimulante sobre 
la apirasa en presencia de C a + 2 . 

La. Fr-I no ha podido ser caracterizada por 
su aparente inestabilidad y escasa concentra-
ci6n de proteínas. 

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

P U R I F I C A C I 0 N Y P R O P I E D A D E S D E U N A F O R M A D E P - ^ 5 0 C O N UN 

A L T O R E C A M B I O P A R A L A 0 X I D A C I 0 N D E B E N Z O ( a ) P I R E N O . 

P U R I F I C A T I O N A N D P R O P E R T I E S O F A C Y T O C H R O M E P - 4 5 0 F O R M 

E X H I B I T I N G A H I G H T U R N O V E R R A T E F O R B E N Z O ( a ) P Y R E N E O X I D A 

T I 0 N . V á s q u e z , H . , S t r o b e l , H . a n d G i l , L . D e p a r t a m e n t o 

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

D e p a r t m e n t o f B i o c h e m i s t r y a n d M o l e c u l a r B i o l o g y . T h e 

U n i v e r s i t y o f T e x a s , M e d i c a l S c h o o l a t H o u s t o n . 

U n a i s o e n z i m a d e c i t o c r o m o P-kS0 a c t i v a e n u n s i s t e 

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

r a l a o x i d a c i ó n d e B e n z o ( a ) p i r e n o ( B P ) h a s i d o p u r i f i c a ­

d a d e r a t a s c o n d e s n u t r í c í ó n p r o t é i c o - e n e r g é t i c a i n d u c i -

d a s c o n B _ N a f t o f l a v o n a . 

L a s e t a p a s d e p u r i f i c a c i o n i n c l u y e r o n : S o l u b i l i z a -

c i ó n e n b u f f e r T r í s HC1 p H 7 - 7 q u e c o n t e n t a 36% d e g l i c e 

r o l , D T T , E D T A y R e n e x 6 9 0 , 1 u e g o c r o m a t o g r a f f a e n D E A E -

S e p h a d e x A - 2 5 , D E A E - c e l u l o s a , h i d r o x i l a p a t i t a y C M - s e f a 

d e x . C a r a c t e r i z a c i ó n d e e s t a f o r m a p e r m l t i ó e s t a b l e c e r 

q u e e l e s p e c t r o d i f e r e n c i a l r e d u c i d o e n p r e s e n c i a d e CO 

p r e s e n t a u n p i c o m á x i m o a A * t 6 . 5 n m ; l a s X m a x . p a r a l o s 

e s p e c t r o s o x i d a d o s y r e d u c l d o s f u e r o n *»16 y kOS nm r e s ­

p e c t i v a m e n t e . C i t o c r o m o P - 4 4 6 e n l a f o r m a a i s l a d a c o r r e _ s _ 

p o n d e a u n a d e b a j o s p i n , t i e n e u n a a c t i v i d a d e s p e c í f i c a 

d e 1 *t n m o l e s / m g d e p r o t e f n a . E n g e l e l e c t r o f o r e s i s a p a r e ­

c e c o m o u n a s o l a b a n d a d e PM 5 6 . 0 0 0 . -

P-kkd o x i d a d i f e r e n t e s s u s t r a t o s a d i f e r e n t e s v e l o ­

c i d a d e s e n u n s i s t e m a r e c o n s t i t u í d o q u e c o n t i e n e a d e m á s 

N A D P H c i t o c r o m o P-kS0 r e d u c t a s a y d i 1 a u r o i 1 f o s f a t i d i 1 c o ­

l i n a . P - 4 4 6 o x i d a BP c o n u n n ú m e r o d e r e c a m b i o d e 8 3 

n m o l e s p r o d u c t o / m i n / m g d e p r o t e í n a . P-kkS p a r e c e s e r d Í f e 

r e n t e a l a f o r m a P - 4 5 0 c i n d u c i d a c o n 3MC y q u e t a m b i é n ~~ 

o x i d a p r e f e r e n t e m e n t e B P a u n q u e a u n a v e l o c i d a d m e n o r . 

F i n a n c i a d o p o r p r o y e c t o B - 1 9 7 0 - 8 5 2 5 d e i D I B , 
U n i v e r s i d a d d e C h i l e y 1 0 0 4 d e i F o n d o N a c i o n a l d e C i ê n ­
c i a s . -

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE ENDONU— 
CLEASAS TERMOESTABLES: BstVI, UN ISOSQUI-
ZOMERO DE Xhol (Isolation and characteri-
z at i on o-f thermostab 1 e endonuc 1 eases: BstVI, 
an isoschizomer of Xhol). Vásquez, C.*; 
Adasroe, .A.* y Gonzalez, E . a ^Departamento 

de Química, Un iver s idad de Santiago de Chile 

y 'Labor ator 10 de Bioquímica, Uni versidad 

Católica de Chile. 

Reci entemente hemos puri f i cado una 
endonucleasa de restricción tipo II, la cual 
fue aislada de un bacilo termofllico grant 
positivo. De acuerdo a pruebas microbio-
1ogi cas estandares, 1 a bacteri a resultó ser 
dei ti po Baci1lus stear othermophilus y 1 a 

enzima fue denominada BstVI. 

Sobre la base de los patrones de digestion 
de los di versos DNAs uti1i zados coma 
sustrato, hemos concluí do que BstVI es un 
isosquizómero de Xhol, aislada originalmente 
de Xanthomonas holeícola. Además de ser muy 

termoestable (temperatura óptima de 75°C), 
BstVI es produci da en gran canti dad par esta 
cepa bacteri ana. Practicamente un sol o paso 
de purificacion hace posible la eliminación 
de nuc1easas i nespecIf i cas y por 1 o tanto, su 
uso con f ines de analisis de restricción y de 
clonamiento moleeular. 

Se han determinado algunas de 1 as condi­
ciones óptimas para la actividad enzimática, 
además de probar 1 a estabi1idad de 1 a enzima 
frente a una seri e de agentes desnaturantes 
de proteínas. 

Fi nanei ado parei almente por Di recci ón de 
Investigation, Universidad de Santiago de 
Chile. 

C L O N A D O M O L E C U L A R D E L G E N 0 M A D E L V I R U S DE L A F I B R E A F T 0 -

S A . A N D I N O , R a u l H i , V A Z Q U E Z M . V i y M A N D E L M . A i , K A P L A N G i * 

P A L M A E i y T O R R E S H . Ni I N G E B I - C O N I C E T , ; , ; - C I C V - I N T A . 

E l V i r u s d e 1 a F i e b r e A f t o s a ( V F A ) e s u n p i c o r n a v i r u s 

c u y o g e n ó m a e s t a c o n s t i t u í d o p o r u n a ú n i c a m o l é c u l a d e 

R N A m o n o c a t e n a r i o d e a p r o x i m a d a m e n t e 8 5 0 0 b a s e s , e l c u a l 

p r e s e n t a u n t r a c t o d e p o l i A e n e l e x t r e m o 3 ' , u n o d e p o l i C 

e n I a s c e r c a n i a s d e i 5 ' y u n p o l i p e p t i d o l i g a d o a e s t e 

ú l t i m o e x t r e m o . D í c h o R N A a c t u a c o m o m e n s a j e r o . 

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

t o p o s t r a d u c e i o n a 1 d e u n a p o l i p r o t e f n a ú n i c a . 

L a s p r o t e í n a s q u e c o m p o n e n l a c a p s i d e v i r a l ( p r o t e í n a s 
e s t r u e t u r a l e s : V p i , V p 2 , V p 3 y V p 4 ) s e e n c u e n t r a n c o d i ­
f i c a d a s e n u n " c l u s t e r " u b i c a d o e n t r e l o s n u c l e o t í d o s 
2 0 0 0 a 4 0 0 0 d e i R N A , s i e n d o I a p r o t e í n a V p l l a r e s p o n -
s a b l e d e l a r e s p u e s t a i n m u n e . 

U t i l i z a n d o c o m o m o l d e e l R N A v i r a l s e h a s i n t e t i z a d o 
e l c D N A c o r r e s p o n d i e n t e u t i l i z a n d o c o m o " p r i m e r " o l i g o 
d T I 2 - 1 8 . P o s t e r i o r m e n t e e l c D N A f u é c l o n a d o e n p l ã s m i d o s 
v e c t o r e s ( p B R 3 2 2 , p A T 1 5 3 / P v u l l - 8 , e t c . ) . 

De e s t a m a n e r a s e h a o b t e n i d o p l ã s m i d o s p o r t a n d o f r a g ­
m e n t o s d e c D N A q u e r e p r e s e n t a n e l $0% d e i g e n ó m a v i r a l . 

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

R N A g e n ó m i c o ( p r o t e í n a i n m u n o g é n i c a ) y s e I a s h a c o m ­

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

v a r i a c í o n e s q u e s e c o r r e s p o n d e n c o n l a s d i f e r e n c i a s s e -

r o t í p i c a s o b s e r v a d a s . 



R-372 COMUNICACIONES 

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

Un ^29100 o h t e n i d o p o r c e n t r i f u g a c i ó n d i f e ­
r e n c i a l d e n o r n o g e n i z a d o s d e f l a v e d o n a r a n j a , 
c o n t i e n e l a a c t i v i d a d d e l a p r e n i l t r a n s f e r a s a 
y f o r m a E y Z f a r n e s o l e s y F - F a r n e s i l p i r o f o s -
f a t o ( E - F P P ) . A l f i l t r a r e s t e ^ O I Q O P ° r u n a 
c o l u m n a d e S e f a r o s a - 2 B , a p a r e c e m a s d e u n a f o r ­
ma d e p r e n i l t r a n s f e r a s a , d e n a s a s m o l e c u l a r e s 
d e 465 XDa y 96 K P a . 

L a p r e n i l t r a n s f e r a s a d e 465 KDa c o e l u y e c o n 
l a a c t i v i d a d d e l a I P P i s o m . e r a s a ; m i e n t r a s q u e 
l a d e 96 KDa e s c a p a z d e i n t e r c o n v e r t i r s e a 
f o r m a s d e m a y o r o m e n o r m a s a s m o l e c u l a r e s d e -
p e n d i e n d o d e l a c o n c e n t r a c i ó n d e p r o t e í n a s . 
L a s d i f e r e n t e s f o r m a s d e p r e n i l t r a n s f e r a s a , 
e l u í d a s d e S e f a r o s a - 2 B , f o r m a n s o l a m e n t e E - f a r 
n e s o l y E - F P P . ~" 

Un e l e c t r o e n f o q u e d e i s 3 Q I Q Q s e p a r a t a m b i é n 
d i f e r e n t e s f o r m a s d e p r e n i l t r a n s f e r a s a , c o n 
p u n t o s i s o e l ê c t r i c o s d i s t i n t o s . 

L o s r e s u l t a d o s s u g i e r e n q u e e n e l ^ 3 9 1 0 0 
e x i s t e n d i f e r e n t e s f o r m a s d e p r e n i l t r a n s f e r a s a , 
l a s q u e p o d r í a n e s t a r a s o c i a d a s e n t r e s i 6 c o n 
o t r a s p r o t e í n a s p r e s e n t e s e n e s t a " f r a c c i ó n 
s o l u b l e " , y q u e l a f i l t r a c i Ó n e n S e f a r o s a - 2 B 
d e s e s t a b i l i z a a l a f i n t i p o d e a s o c i a c i ó n d e e s ­
t a e n z i m a c o n o t r a s p r o t e í n a s , q u e s e r í a n I a s 
r e s p o n s a b l e s d e l a b i o s í n t e s i s d e i Z - f a r n e s o l 
P o r e l S 3 9 1 0 0 . 

P r o y e c t o E 2 0 7 8 - 8 5 1 2 d e l D . I . P . y F o n d o 
N a c i o n a l d e C i ê n c i a y T e c n o l o c r í a . 

ACCIÓN HOPWNAL SOBPE LA - GLUT AT 4ILTRANSPEPTIDASA DE 
GLÂNDULA MAMARIA (Hormonal action on ^-glutamyltrans-
peptidase of mammary gland). Villanueva, S . t Puente, 
J. y Sapag-Hapar, M. Departamento de Bioquímica. Fa­
cultad de Ciências Ouímicas y Farmacêuticas. Univer -
sidad de Chile. 

En estúdios anteriores hemos demostrado que la ac -
tividad ^-plutamiltranspeptidãsica de glândula mama -
ria sufre un sustancial aumento en la transición vir -
pen-prefiez-lactancia. Parte de este aumento puede al-
canzarse mediante la inyección de estradiol a ratas 
vírgenes 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 hipofisectomía como el uso de bromocripti-
na previenen la acción del estradiol. 

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

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

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

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

EXPFESION Y ENSAMBLE DE RUBISCO D E Chromatium vinosum en 
Escherichia coli (Expression and assembly of RuBisCO from 
Chromatium vinosum in Escherichia coli). viale. A.*, 
Kobayashi, H. y Akazawa, T. Research Institute for Bioche_ 
mical Regulation. Nagoya University. Nagoya. Japõn. 

La ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) 
cataliza el primer evento tanto en la fijaciôn fotosin-
tética de CO^ como en la fotorespiración en los organis­
mos fotosinteticos. La enzima esta constituida por dos 
tipos distintos de subunidades. Ias cuales forman una es 
tructura hexadecamérica (AgBg). En la bacteria fotosint£ 
tica C. vinosum, los genes que codifican dichas subunida 
des son adyacentes y probablemente cotranscriptos. 

Un fragmento de DNA de C. vinoeum conteniendo ambos ge_ 
nes fue ligado a vectores de expresión, colocãndolo bajo 
control transcripcional dei promotor tac de los plãsmi-
dos ptac 12 5 pKK 223-3, e introducido en E. coli. Las 
bactérias que expresaron la proteína fueron detectadas 
mediante anticuerpos específicos anti-RuBisCO. En dichas 
bactérias, la transcripció"ny traducciõn de ambos genes 
fue observada mediante técnicas de electrotransferencia 
a membranas de nitrocelulosa y utilizacion de anticuer­
pos específicos (western blotting). La cantidad máxima 
de RuBisCO producida por E. coli fue de aproximadamente 
15% de la proteína soluble total, luego de la inducción 
con isopropil-6-D-tiogalactôsido (IPTG). La actividad 
carboxilásica de la enzima sintetizada por E. coli fue 
la misma que la de la enzima aislada de C. vinoeum. 
Ambas enzimas mostraron igual perfil de elución al ser 
analizadas mediante cromatografía líquida de alta pre-
sión, utilizando columnas de filtraciõn por gel. 

Estos resultados indican que RuBisCO puede ser sinte­
tizada y ensamblada en una estruetura hexadecamérica 
AgBg en forma catalíticamente activa por E. coli, sin ser 
necesarios factores específicos para el ensamble. 

*Direcciôn actual: Centro de Estúdios Fotosinteticos y 
Bioquímicos (CEFOBI). Suipacha 531. Rosário. Argentina. 

EL METABOLISMO DEL GLUCONATO EN E . c o l i . ESTÚDIO DE UNA 
CEPA NORMAL EN CHLTTVOS CENTTNUOS. (The Gluconate meta­
b o l i s m i n E . c o l i . Study o f a normal s t r a i n i n cont inuo 
us c u l t u r e s ) . C o e l l o , MN e I s t ü x i z , T . Centro de B i o l o ­
g i a C e l u l a r . U n i v e r s i d a d C e n t r a l de V e n e z u e l a . C a r a c a s . 
E l metabolismo i n i c i a l d e l g l u c o n a t e (gnto) en E . c o l i , 
comprende su i n c o r p o r a c i ó n a l a c é l u l a y su f o s f o r i l a -
c i ó n . E l g n t o - 6 - P formado es c a t a b o l i z a d o p o r l a v i a de 
l a s pentosas y / o Entner Doudorof f , l a c u a l i n c l u y e una 
d e h i d r a s a y una a l d o l a s a . C u l t i v o s en tanda de c é l u l a s 
normales en g n t o . muestran inducc ión de l a s a c t i v i d a d e s 
de t r a n s p o r t e , f o s f o r i l a c i ó n y d e h i d r a s a , l a g n t o . - 6 - P -
deh idrogenasa y KDGP a l d o l a s a son c o n s t i t u t i v a y semi -
c o n s t i t u t i v a re spec t ivamente . E v i d e n c i a s f i s i o l ó g i c a s y 
g e n é t i c a s con c é l u l a s normales y mutantes muestran l a -
p r e s e n c i a de dos s i s temas d i ferentemente r e g u l a d o s GntM 
y GntS, que d u p l i c a n I a s a c t i v i d a d e s i n i c i a l e s y han si_ 
do u b i c a d o s en l o s min 75 y 96 d e i mapa. Los c u l t i v o s -
en tanda no permiten un c o n t r o l r i g u r o s o de I a s c o n d i ­
c iones de c r e c i m i e n t o , d e b i d o a e s t a l i m i t a c i ó n y en -
n u e s t r o c a s o , e s t o s c u l t i v o s impiden conocer l a r e l a c i ô n 
de e x p r e s i ó n e n t r e l o s s i s temas d e s c r i t o s . P a r a e s c l a r e 
c e r l o hemos i n i c i a d o e l e s t ú d i o de l a cepa normal de E. 
c o l i ( H f r G 6 ) , en condic iones c o n t r o l a d a s de crec imiento 
y l i m i t a d a s p o r g l u c o n a t e , tanto en a e r o b i o s i s como anae 
r o b i o s i s en un q u i m i o s t a t o . Las a c t i v i d a d e s de i n t e r e s 
fueron determinadas p a r a d i v e r s o s e s tados e s t a c i o n a r i o s 
Los r e s u l t a d o s muestran un incremento g r a d u a l en l a ac 
t i v i d a d de un t r a n s p o r t e de a l t a a f i n i d a d y de g l u c o n o -
q u i n a s a . E s t a Gl t ima r e s u l t a s e r t ermosens ib l e a b a j a s 
t a s a s de d i l u c i ó n y fue progres ivamente s u s t i t u í d a p o r 
l a t e r m o r r e s i s t e n t e a medida que l a t a s a de d i l u c i ó n a u ­
mento. En a n a e r o b i o s i s se l o g r a n mejores condic iones de 
inducc ión de l a d e h i d r a s a y l a g luoonoquinasa induc ida 
fue l a t e r m o r r e s i s t e n t e . Los r e s u l t a d o s s u g i e r e n l a e x ­
p r e s i ó n d i f e r e n c i a l de ambos s i s temas y suminis tran i n -
forjnación a c e r c a de como p o d r í a n e l l o s e x p r e s a r s e duran 
t e l a u t i l i z a c i o n de g l u c o n a t e p o r E . c o l i en c o n d i c i o ­
nes de l a b o r a t ó r i o . 


