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ANEXO 1IV.

Informes sobre Reuniones de Sociedades
cienti{ficas

ANEXO IV - 1

SOCIEDAD DE BIOQUIMICA DE CHILZ

4]

I Reunidn Anual

Esta reunidén se realizd en la Universidad
de Chile, Sede Talca los dias 19, 20 y 21 de mayo de 1977.

PROGRAMA

I. Simposios sobre regulacién biolégica: Se realizaron tres
sesiones con la participacién de los sigulentes investiga
dores:

a. Regulacion génica
Drs. Jorge Allende, José Minguell, Arturo Yudelevich
y Manuel Krauskopf como moderador.

b. Regulacidén neurcendocrina
Drs. Manuel de la Lastra, Elisa Marusic, Juan Roblero
y Héctor Croxatto como moderador.

c. Regulacién de la actividad enzimatica
Drs. Jaime Eyzaguirre, Arsenio Moran, Tito Ureta y
Hermann Niemeyer como moderador.

II. Simposios sobre ensefianza: Se realizaron tres sesiones
con la participacién de los siguientes investigadores:

a. Ensefianza de Postgrado
Drs. Orlando Alarcon, Luciano Chiang, Federico Leighton,
Hermann Niemeyer Yy Joaquin Luco como moderador.

b. Ensefanza de pregrado en risiologia y Microbiologia

Drs. Juan Concha, Elisa Marusic, Mario Penna Yy Ramon
Rosas.

c. Ensefianza de pregrado en Bioquimica
Drs. Jaime Eyzaguirre, Carmen Gonzalez, Carmen Grado,
Leopoldo Pavesi y A{da Traverso como moderador.
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Avances de tesis doctorales: Presentaron sus trabajos
los siguientes investigadores:

Maria de la Luz Cardenas, Sergio Basaez, Rodrigo Bravo,
Nelson Diaz (este trabajo le sirvid como incorporacidn a
la Sociedad), Rall Erréazuriz, Manuel Krauskopf, Octavio
Monasterio y Aldo 3o0lari (a estos dos Ultimos tesistas,
aste trabajo les sirvid como incorporacidén a la Sociedad).

incorporacidén a la Sociledad: Presentaron ademds trabajos
de inccrporacidn a la Sociedad de Bioquimica los siguien
tes investigadores:

Marco Arancibia, Alicla Carrasco, Luls Corcuera, Benito
Gémez, Gustavo Gonzdlez, Carlos Herrera, Oscar Ledn,
Carlos Otero, Eduardo Silva, Rosa Troncoso, Maria Lila
Vera y Fernando Zambrano.

De los 15 investigadores que presentaron trabajos de in-
corperacidn fueron aceptados 14 como nuevos socios.

A REUNION

L

Asistieron en total entre 190 y 200 personas desglosados
en la siguiente forma:

SANTIAGO
Universidad catdlica: 22 docentes, 7 alumnos
Universidad de Chile: 49 docentes, 13 alumnos
Universidad Técnica : 1 docente
CONICYT s 1 representante
VALPARAISO
Universidad de Chile: 6 docentes
ARICA
Universidad de Chile: 2 docentes
ANTOFAGASTA
Universidad de Chile: 4 docentes
IQUIQUE
Universidad de Chile: 1 docente
LA SERENA

Universidad de Chile: 4 docentes
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CONCEPCION
Universicad de Concepcidn: 9 docentes, 14 alumnos

TEMUCO

Universidad de Chile : 2 docentes
VALDIVIA

Universidad Austral : 6 docentes
TALCA

Universidad de Chile
Universidad Catdlica
Universidad Técnica

30 docentes, 25 alumnos
5 docentes
1 docente

s es e

TOTAL 143 docentes, 59 alumnos

APORTES PARA EL FINANCIAMIENTO DE LA REUNION

Las siguientes instituciones proporcionaron ayuda:

CONICYT 3.3 5.000,.00
sociedad de Biologia de Chile H 6.000.00
U. Catblica (Vicerrectoria

Académica) : 4.000.00
Programa Regional de Adiestra-

miento de Postgrado en Cienclas : 19.394.48

Bioldgicas para Paises del Area
Andina PNUD/UNESCC, RLA 76/006
(parte de estos fondos fueron
proporcionados por la Universidad
de Chile a través de este progra-
ma) .

Universidad de Chile, Sede Talca. Aparte de tomar a su
cargo la organizacidn local de la Reunidn se destacan
los siguientes aportes:

- 3alas de sesiones y equipos electrdnicos y de proyec -
cidn

- Promocidn en prensa y radio

- Transcripcion de documentos (resimenes de los trabajos
presentados, los cuales se entregaron a todos los asis
tentes).

- Impresién del Programa de la Reunidn

- Flesta de Clausura y Casino
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- Personal de Secretaria, electricista y personal auxi -
liar

- 2 buses para transporte de los Conyresales los tres
di{as de la Reunidn

- Invitacidn a los Drs. Joaquin Luco, Premio Nacional de
Ciencias y al Dr. Héctor Croxatto, Premio de la Acade-
mia Pontificia.

Universidad catdlica, Sede Talca
- Alojamiento para 14 asistentes
- Almuerzo de Bienvenida

Pensionado Universitario "Irma Salas" Talca

- Alojamiento para nueve alumnos

Universidad de Concepcidn

- Ayuda para alojamiento y comida para los investigado -
res que participaron en los Simposios y Bus para el
transporte de investigadores y alumnos desde Concep =
cién a Talca y regreso a Concepcidn.

Universidad Austral de Chile

- Ayuda para alojamiento y comida para algunos investiga
dores y movilizacidén a Talca ida y vuelta.

Universidad de Chile, Santiago, (Vicerrectoria de Admi -

nistracién)

- 1 bus para transporte de socios a Talca.

Cooperativa CALTYL (Talca)

- Confeccidén de carpetas para ResUmenes.

CEREMONIA INAUGURAL

A las 19:15 horas del dia jueves 19 se inaugurd oficial-
mente la I Reunion Anual.

El Sr. Victor Hugo Riedemann, Director del Centro de In-
vestigacidén Cientifica de la Universidad de Chile, Sede

Talca, didé la bienvenida a los asistentes a esta Reunidn
a nombre del Vice Rector de la Sede.

El Presidente de la Sociedad de Bioquimica de Chile, Dr.
Jaime Eyzaguirre inaugurd este evento cientificeo. A nom
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bre de CONICYT habldé el Sr. José Manuel Cousifio, Jefe
del Departamento de Fomento de esta Institucidn.

La Srta. Nelia rFonseca Celmonte, Profesora de Ritmo Audi
tivo de la Carrera de pedagogia de Educacién Musical, le
did el realce musical a esta Ceremonia con varias inter-
pretaciones en piano. La cancién Nacional e Himno de la
Universidad de Chile fueron interpretados por el Coro de
Camara de la Universidad de Chile, Sede Talca dirigido
por el Sr. Claudio Maldonado p{az, Profescr de Conduccidn

Corals.

COCKTAIL DE DESPEDIDA

El dia 21 de mayo a las 22:00 horas, se ofrecid en el
Casino de 1a Universidad de Chile, una amena fiesta de
despedida.

La misica estuvo a cargo de la Orquesta "Grupo Musical"
de la Carrera de Misica de la Universidad. Actud tam -
bién el excelente conjunto coral narmonia" cuyos inte -
grantes son alumnos de la Universidad.

SANTIAGO, Julio de 1977










I REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOQUIMICA DE CHILE

Simposio sobre Ensefianza de Postgrado
Universicdad de Chile
Sede- Talca

19, 20, y 21 de Mayo de 1977

Esbozo de probleres vy lineamientos de posibles acciones en ma-
teria de entrenamiento ¢=2 postgrado, puntos sobre los cuales
podrfa conversarse en esta Azarblea o desp@les en los pasillos,

1,

HERMANN NIEMEYER

Existe una diversidad de planes de educacidén de postara-
do en Birlogia, en cunanto a nivel y a naturaleza de ellos.
Por ejemrlo, programas mids o menos formales de perfecciona-
mientc de postgrado, de Master o Magister en diversas esve=-
cialidades, y de Doctorado en Ciencias, con diversas submen=-
ciones. Algo de esto se acaba de exnoner.

Una pregunta condensa {ina preocupacifn due con frecuencia
surge. ¢ Es necesario hater planes uniiormes? A mi enhtender
lo importante seria fijar a escala nacicnal solo el nivel de
las actividades y no tratar de uniformar los planes o progra-
mas, de modo gue cada uvno pudiera terer algunas peculiarida-
des prcporcionales por las caracteristicas del centro de es-
tudio donde se realizan.

Otra pregunta ¢ Cual es la papacidad de las universidades
chilenas prarz hacer postgrados y en que disciplinas o 8ress?
Varias de elias estarfan al parecer encondicicnes de desarro-
llar programas de perfeccionamiento de pcstgrado en las disci-
plinas biclfgicas aue nos preocupan, hasta el grado de Magic-
ter. Nc es tan cbvia esta capacidad cuando se trata deppro-
gramas de doctorado, asunto que vale la pena analizar. En la
Universidad de Chile, por ejemplo, todavia puede seguir fun-
cionando el Programa de Doctorado en Bioqufmica, pero no asi
el de Fisiologfa, en el cual esti suspendida la aceptacién de
nuevos postulantes por reduccidn del rnfinero de investigadores
necesarios para atenderlos, por debajo de lo gue se considera
masa critica. En Microbiologfa no hay proorana forimna2l, paro
parece urcente fomeontar la formacidn de microbiBlogos en el
pais al nivel de doctorado.
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Para el desarrollo de los programas de doctorado me parece
indispensable la existencia de grupos diversos de investicado
res en la disciplina, lo hace indispensakle la estrecha colabo-
raciZn de todos los cientificos del pafls que trabaian on eila,
ya que no existen centros aislados gue piiadan cuboir was gama
rica de temas de investigacibn, base de un do ciozadc ; Ccmo
fomentar esa colaboracidn ? ¢ Es necesaria una accidn w#s alli
de la meramcnte personal?

Profesores y alumncs del doctorado debieran tener facilida-
des para su movilizacifn dentro del pafs para enseflar y apren=
der en cursos y seminarios y para participar en proyectos édz in-
vestigaciln en otros centros nacionalez. & oud debe proponarse
y a quién para cumplir este objetivo?

La evaluacifn de 1los racurecs havmanos necegaricos | aiacutar
a satisfaceidn los procremas de doctorado, saldrad LAnaanen=
te de la encuesta sobre ¢:upos de investigacidn, que estd reali~
z&ndose. Hay qgue disefiar un mecaniemo que permita mAntener al-
dfa esta encuesta, lo que permitiria conocer el fluio Je inves-
tigadores desde Chile al exterior y desde afuera hacia Thilie
asf come desde los centros de investigacifin hzcia ovias
tuciones. ¢ Cufl serfa este mecanismo? es un tema pox dl

Al establecer el tamafio actual de los grupos de inv
eh diversas &reas y subfreas de las ciencies bioldgicas
una tarea propcner mecanismos para lograr en plazos p
aumentar o crear ¢rupos que realicen investigacidn v dace
suvpzrior en freas que aparezcan deficitarias. 204
ticicer eanz freas, lo que es otra tarea, sobre la cuai
desde ya iniciarse conversaciones. Es necesario discuti
cuiles puedon feor esos mecanismos enriguecedores de recur:c
manos, para aei proponerlns a las universidades a los gohiern
y a las organi :aTionas internacionales.

Pcr ed-mplo, podrfa ser necesario reforzar con cien*fficos
provenientes del exterior algunas &reas especificas en cada dis-
ciplina, mientras cn otras posiblemente sca necesario enwiar al
extranjero a ijdvenes gue hayan completado la formacidn que =l
pafs puede darlez. &=y gue dar precisién a estas ideaz, Pare=
ce imprescindible auwmartar los esfuerzos para conszguir el re-
torno de cientfficcs chilenos ya formados que se encrentrzn en
el extranjero. Muchos de ellcs desean volver, si se les garan-
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‘tizan facilidades de trabajo y medios de subsistencia razona-

bles. Hay que preocuparse de saber quienes scn,-.cuando se ven-
drfan y qué puede ofrecérseles.

Del an8lisis de las encuestas sobre estudios universitarios
de pregradc resulta sin duda la necesidad de incrementar la for-
macidn de postgrado de los docentes. Serfa conveniente estudiar
y proponer, no se a quien un sistema de becas que permiticra o
facilitara esta actividad.

Un aspecto importante sobre el cual deberemos informarnos es
el del destino actual y futuro de nuestros estudiantes de post-
grado. Imagino que también lc seri con respecto a los estudian-
tes de pregrado vinculados por principic directamente a la in-~
vestigacifn biclfgica. ¢ Quien los utiliza en este momento?
éQufen los utilizard en un futuro cercano previsible? ¢Fstamos
formando gente para *rabajar en el exterior? ¢ La sniversidad
chilena? ¢ los necesita? Y si los necesita ¢dispondri de los re-
cursos para dispcner de elleos? La industria chilena ¢ los nece-
sita?

Un Gltimo problema que tendremos que discutir en algin momen-
to es el de los recursos materiales necesarios para la investi-
gacidn cientffica y para la formacién de investigadores y pro-
fesionales de buen nivel. No es asunto baladf por cierto y de=-
beremos abordarlo con seriedad y precisidn, informrards 2 univer-
sidades, gobiernos y organizaciones internacionales de nuestro
estado de cosas y de las necesidades previsibles en un f{uvturo
inmediata.

Dejo al Serior Presidente que decida, por donde empezar en as-
ta svcesidn, un tanto desarticulacda, de preguntas y problemas
por analizar:. Con toda seguridad, de la conversacidn sur iran
otros nue7 e y m8s interesantes. De eso se trata. Espero gue
el erdlisis de todo el material de datos e ideas que recojamos
eh el transcurso del aiio ncs permitirid elaborar con seriedzd un
plan de dezarinllo dz la Eiologfa en el pais.

NP .cbg.



I REUNICN ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOQUIMICA DE CHILE
Simposio sobre Enseianza de Postgrado
Universicad de Chile
Sede-~Talca

19, 20 y 21 de Mayo

EXPLICACIONES SOBRE LOS SIMPOSIOS DE ENSESANZA

Hermann Niemeyer

Pregidente de la Comisidn Nacional
Cocrdinadora en Chile del Programa
Regicnal RUA 76/006

En esta primera Reunién Anual de la Sociedad de Bio-
qufmica de Chile destinada fundamcntalmente a la presentacién
de trabajos de investigacifn bioguimica, estamos haciendo un
evperivento nuevo. MNo se trata de madir algunos parimetros
des una rcaceifn enzimftica curiosa, sino de preocuparse de la
enseiianzz de algunas discipiinas biol&gicas bé°1Cus y de hacer
participar en esta preccupacidn a docentes uvniversitarios de
todo el pais. Como es hebitual, no sabemos cuzl seri el re-
sultado del experimento, pero, como de costumbre, lo emprende-
mos con la ingenunicad y la f& de que va a resultar bueno, " pu-
blicable" se diria en jerca de laboratorio.

Dentro de las actividadss del programa Regional de A-
diestramiento de Postgrado en Ciencias Bioldgicas para Paflses
dal Area Andina PNUD-UNESCO , RLA 76,006, 1los gcbierncs de lcs
palises ntrtlc;poﬂtes a@zu rleer el compromiso de presentar a
los organismos internacionzles en el piazo de dos aiios un plan
de deszarrollo de la bl“io;ia »8sica en la Regién Andina | Tre-
menda y aplastante tarcal Pers, bajo la conduccifn atinada del
Cocrdinador Técnico del Programa Regional, Dr. Jorge Z. Allende,
se esté procediendo con calma, por etapas con &nimns de ser e-
f1c1entes,

Una de las metas del presente aio es realizar un catas-
tro de los grupos de investigacidn en biologfa biAsica en el pafs,
para lo cual se estd haciendo una encuesta scncilla gue tiende
a la iden%ificrciln de centros de investigaciﬁn b:o’“r ca y a
la evalraci8n aproximada de la productividad de los cientificos
que allf trebaian. Fl estilo del formulario fu€ establecido on
el seno del Corit? Directive dal Pregrama Regional, ya gue serd@
1: ado en los seis paises participantes.

uti
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Otra meta es analizar los sistemas formales que contri-
buven a la formacidn de investigadores en biologfa b&sica , es
decir, examinar los planes de estudio y los grupos de docentes
universitarios que los cumpler., Es ffcil compreﬂd r que hagamos
un an&licis de los vrogramas de pestagrado cziztentes o en proyec-
to, asunto que abordaremos hov. Pero es forzoso evplicar un po- 74
co el sentido que tiene la preocupacidn por la enzenanza de pre=-
grado, especialmente cuando se trata de carxreras claramante pro=-
fesionales. Esta inguietud se or'.‘na en la realided de la Re-
gidn Audlna, donde es muy frecuen que sean middicoz, farnacéu-
ticos, r8nomos, veterinarios o profesores 2 ensefionza media
los que h cen investigacidn en biolcocgfa basica, sin que existan
mecanismos propios destinados a la formacidn de cientificos.
Nuestro pafs no ha escepado a esta realidad, lo gque es notorio
en la generacifa mayer dae inver+igaﬁcrns chilenos, aungue aquf
hay ahora v no desde hace damssiados afios, Facultades o Instiitu-
tos destinados a formar investigadores y a otorgar gradcs acadé-
micos. Dc esta manera, nos sentimos obligadeos a indacger aochre
aloguncs aspectos de la ensefianza de ciencias b8sicas en carre -
ras prof sxonalcs, incluvende una apreciacidn del cuexrpo docen=-
te en algunos parametros muy fundamentales.
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Con este propdsito se han realizado unas encu=astas muy
simples, analizebles por computaciin y gue puaden ser dtiles en
todcs los nafises participantes en el P;ogv\ma Regimrnal, BSus re-
sultados serfn presentados en Simposios de ensefianza adjuntos a
reuniones cientificas de cardcter nacional.

En esta Reunidén de la Sociedad de Biogquimica, en asocia-
ci®n con la Sociedad de Bicleogfa de C qllc, trataremos aspectos
de la crsefienza de Bicguinica, Pisiologia y Micrchiolcegfa fisio=

s de Sertiembre, en el seno de ia Snuziedad

de Genﬁt' ca, tanb*;; en coniunto con la Socicdad de Biocloyfa, se
analiizara la ensefianza de ”ﬂpétlca, Biolegla Celular, Anazomfia

macro y microscfpica y Biologia del desarrollo. Por filtimo, on
la cl&@sica Reunifn Anual de 1a Sociedad de Biolcgia de Chile y
con la activa par91c1pac1bﬁ de otras Sociedades cientificas chi-
lenas, se abordari la ensefianza de Botfnica, Bcologia vy 4Lnnliogfa.

Nc nos preocunerin lcs detzlles programdticos ni sabher
gi la ense n?a es adecuada para la forla01 n de los ' iona-
les a los ales estz ésstinada. E1 tema fundamsntal =1 A
provecham;enL de 1la base biol&gica, con sus accnpanantes de f1I-



sica, matem8tica y quimica de esas carreras para contribufr a
la formacién de biflogos en sus mltiples especialidades

Una Gltima meta propuesta para este afc es plantear
problemas que pueden ser derivados de las encuestas y de la con-
versacifén comunitaria en los Simposios. De aguf derivarén ta-
reas para buscar sus socluciones y que deberemos cumplir durante
el pr8ximo afno, hasta llegar a la elaboracidn del plan solicita-
do scbre desarrcllo de la Biologfa b&sica en el pafs y luzgc en
la Regifn.

Tenemos seguridad de que la contribucidn de cada uno
de los participantes en esta Reunién va a resultar de muvcho be-
neficio a la consecucidn de los propdsitos senalados. Doy gra-
cias en forma anticipada por estas contribuciones.

HNF.chg.
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Irabajo de Incerporacifn
CARACTERIZ/CION BIOQUINICA DEL APARATO DE GOLGI

(Biochemical characterization of the Golgi complesx)

. Rojas, Ne Gonzélez, Me Morales, E. Bran

dan, Ee Gonzflez, Re Persico y F. Zambrano

Laboratorio de Fisiologfa, Departamento re

Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chiley Area Santiago Oriente.

El aparato de Golgi es qufmica y enzimdticamente distinto a los otros orgg
nelos subcelularese Para hfgado y rifin de rata, la galactosiltransferasa es =
enzima marcadora del complejo golgianos envuelta en la modificacidén de glicopro
tefnas durante la secrecifn. Ademds de lipoprotefinas y glicoproteinas el com =
plejo golgiano esté envuelto en la secrecién de albémina, una simple proteina.
Sin embargoy no pafticipa en la sfntesis de esfingomielina, fosfatidilcolina, o
triglicéridos presentes en las lipoproteinas secretadase En rififn, el cual es~
rico en glicolfpidos, la PAPSscerebrdsido sulfotransferasa, estd localizada pre
dominantemente en el aparato Golgi. Evidencifndose con lo anterior, la funcidn
golgiana de modificar glicolfpidos como también mucopolisacirides y proteinas.

El presente trabajo esté orientado a demostrar que la calirzzinay agente =
hipotensor es secretada por el aparato de Golgi y un posible rc! de sulfiticos=
en membranas plasméticase

La fraccidn golgiana es obtenida homogenizando rifién con 5Z% de sacarosa =
en buffer., 1 M Na fosfato pH 7.1 con posterior gradiente ascendente discontin=
nua de sacarosa de 43.7,38.7,3633 y 29% centrifugada a 100,000y por 60' en =g
tor S 25.2., La interfase 29/33 es rica en Golgi con su rorfologfa tipica al

MeEe y enzimbticamente representa un ' 70% de pureza.

Los resultados preliminares sefialan ques la calicreina, glicoprotefna re -
nal, serfa secretada o biosintetizada en el aparato de Golgi y el sulfétido se~
»fa rosponsahle de la actividad Na K ATPasa sensible a ouabaina y no fosfatidi:
serina como se postulaj ademds participarfia en el transporte activo de Na y sy

Ue de Che = Talca
ambs.



Trabajo de Ingcorporacifn

ENERGIA Y EFECTO FOTODINALICO EN LISOZINA

Enerqy and Fhotodyranic effect in lysozyge

EDU/L SILVA S.

Depio. de Macromoléculagy, Instituto de =
Ciencias Qufmicas, Universidad Catélicr=
de Chile.

En trabajos anteriores se ha demostrado, que la mayor efectividad de la =
fotooxidacidn de lisozima seneibilizada por riboflavina (Rb) en relacibn a lu=
obtenida con azul de metileno (mb), se debe a la formacién de un complejo .c'n
inducido entre la protefna y Rbe Continuanco este estudio comparativo, se =
abordd el rol de la energfa en el mecanismo de accibn de estos dos sensibilizg
dorese

Lisozima se irradif con luz monocromdtica en presencia de Mb (621 nm) o=
Rb (452 nm) siendo la dfsis de irradacién iguales a 21,3 J/m? sege y 6,3 J/n-
seg. respectivamentee

Irradiaciones realizadas a 38, 28, 18 y 42C, muestran que la constante de
reaccién para la inactivided de la enzima, se comporta de acuerdo a Arrheniuc-
en el caso de Mb y como anti-Arrhenius en presencia ce Rbe Esto indica que ~
probablemente la etapa de la reaccidn que comprende la formacién de un comp_e«
jo entre lisozima y Rby, se ve favorecida al descender la tamperaturae Solucig
nes de lisozima que fueron irradiadas en estado sblido a ~202C y sometidas a =
la accidn de la luz estando los respectivos colorantes presentes, mostraron =
también la fotoinactivacibn, siendo esta Gltima mayor en el caso de las irradig
ciones realizadas empleando Rb como sensikilizadure Esto refuerza una vez més,
que el complejo protefna colorante, favorece la transferencia energética incly
so en condiciones de baja energfa y gran rigidez.

Se estudid el efecto del cuociente de désis absorbida (E/Mol min) sobre -
los rendimientos cuénticos referidos a la inactivacién enzimdtica, observéndo-
se mayores rendimientos a désis de absorcibn més altos. Este hecho se puede ~
interpretar basindose en la presencia de reacciones en cadena, en la cual est2
rfan involucrados fenémenos de transferencia de energfa. Reclacionando los va=
lores de los rendimientos cufnticos y las intensidades encrjéticas de absor =
¢idn a diferentes concentraciones de Rb, es posible demustrar que la Rb altera
da durante la fotooxidacidn, pierde sus propiedades como sensibilizador y por=
lo tanto la mayor ofectividad de este colorante se deberfa exclusivamente a la
formacidn de un complejo con la protefna.

Us de Che ~ Talca
ambse



Irabajo _de Incorporacién

ESTUDIOS IN VITROQ DE LA UNION DE TESTOSTERONA A DNA

In vitro studies on the binding of testosterona to DNA

;084 TRONCOSO L., JOSE MINGUELL U.
(Divisién de Bioquimica y Bioffsica, Ins-
tituto de Nutricién y Tecnologfa de los -
Alimentos, Universidad de Chile.

En la mayorfia de los tejidos estudiados testosterona (T) migra del cito =
plasma al ndcleo asociada a un receptor del citosol, el que al unirse a crouati
na regula el metabolismo del RNA nuclears Sin erbargo en médula dsea de rata ~
solamente en el nficleo se ha encontrado receptore Para plantear un modelo de=
accidn de la hormona a nivel de cromatina es necesario aclarar el papel del re=
ceptor nuclears Te se une a DNA y/o protefnas de la cromatina?, La presencia=
del receptor, aumenta la afinidad de T a DNA o a cromatina?.

El DNA se preparé a partir de nicleos aislados de nddula bsea por salifi
cacidn y detergente y se denatura por alcalinizaci6n y neutralizacibne La unién
de T a DNA se midié por equilibrio de diflisis, ultracentrifugacién o retencidn
por filtros de DEAE-celulosa.

Se comprueba por equilibrio de didlisis y ultracentrifugacién la unién de
3H~Testostorona a DNA denaturado. El sistema de filtros DEAE=cclulosa=DNA Tare
bién permite detectar unibn, pero no da valores constantese Testosterona se -
une tanto a DNA como a Cromatina, siendo menor la unién en este Gltimo caso. -
La adicién de receptor nuclear al sistema no modifica el grado ce unifn,

Los resultados obtenidos demuestran la unibn de testostercna 2 DNA denatn
radoe No es posible distinguir diferentes sitios de unidn o sitios de alta af}
nidade La baja unibn de testosterona a cromatina deruestran que la mayorfa de-
los sitios de unién estarfan cubiertoss EL hecho que el receptor no aumente la
unién de T a DNA o a Cromatina, sugiere que la hormona libre es la que actfa a-
nivel de DNA y que el receptor es una forma de almacenamiento de la hormona a -
nivel nucleare. :
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Irabajo _de Ipcorpp;aciég
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE ENZILAS FOSFCRILANTES DE GLUCOSA Y DE

NeACETIL-GLUGOSANINA EN DERIVADOS INMOVILIZADOS EN SEF/ARQSA

(Affinity chromatography of D-glucose and Neacetyl=D-glucosamine phosphorylas
ting enzymes on glucosamine derivates inmovilized on Serharose)

OSCAR LEON y HERMAN NIEMEYER
(Departamento de Bioqufmica, IeCelieBe
Universidad de Concepcibn y Departamenio
de Biologfa, Facultad de Ciencias, Univep
sidad de Chile)

Se estudié el comportamiento cromatografico de tres enzimas fosforilantes
de glucosa (AsB,D) y de Neacetilglucosamina-quinasa en d-rivados de sefarocag=
que conticnen glucosamina inmovilizada por medic de dos espacizdores, los &ci=
dos 6-aminchexanoico y Neetilsuccinémico. Estos difieren 2n algunas propiedas
desy pero no significativamente en longitud, pudiendo influir en el proceso =
cromatogréficos

La sefarosa~b=aminohexanoil=2~desoxiglucopiranosa (I) se prepar§ a partir
de CH-Sepharose que ya posee unido el 4cido G-aminohexanoico, 21 cual se fijé~
D=glucosamina por medio de la l-eti1—3(3'-diuetilaminopropils c wbodiimida =
(EDC). La sefarosa=Neetilsuccinamil=2=amino=2-desoxiglucopiraon.a (II) se ixe
paré a portir de CNBr-Sepharose 4B (sefarosa activada?, tratfnc-la con ctilen=
diamina y anhfdrido succinico, y la glucosamina se £fijé con EDGC,

La reaccién de la sefarosa I con TNES (trinitrobenceno-sulfonato) sugiris
la aparicién de grupos amino proionados después de fijar la glucosamina, los =
que afectarian la cromatografia de la glucoquinasaes Esta interferencia se eli
mind por acetilacidén con anhfdrido acético de la sefarosa I, cbteniéndose la =
sefarosa III.

En ausencia de KCl, hexoquinasa A de cerebro de rata no fue retenida en -
sefarosa III y hexogquinasa B, de msculo de rata, fue retenida parcialmerites -
La fraccion retenida de hexoquininasa B eluyd con KCL con un mdximo a 90 uM en
un gradiente 0-300 mM. A una concentracién de KC1 50m¥, glucoquinasa de higa-
do de rata y Neacetilglucosamina=quinasa (NAGA=quinasa) ce bazo de rata y de -
vaca fueron totalmente retenidase Glucoguinasa pudo ser eluida con glucesa 1M
o con KC1 80 mM, NAGA=quinasa fue elufda parcialmente con Nezcotilglucosanina
200 mM y totalmente con KCl a un méximo de 150 mM en un gradiente 0-300 mile =
Al sembrar simultdnearente glucoguinasa y N-acetilglu:c.amina=quinasa en cefa-
rosa III, ambas fuercn retenidas a 50 mM KCi, pero solo la glucoquinasa eluyd~
con glucosa lMe NAGA=quinasa fue elufda parcialmente con N~zcetilglucosamina
200 mM y totalmente con KC1 300 mi.

En ausencia de KCl, hexoquinase A no fue retenida en seferosa Ile Gluco-
quinasa fue retenida sélo parcialmente en ausencia de KCl y en presencia de «
KCl1 50 mM y fue elufda tanto con glucosa 1M como con KC1l con un méximo a 80 mM
en un gradiente 0-300 mM, Hexoquinasa B y NAGA=guinasa fueron completamente =
retenidas en sefarosa II. Hexoquinasa B eluy8 parcialrente con un gradiente -
de KC1 0-300 mM, y eluyé totalmente con glucosa 8mlie NAGA~quinasa eluyé comple
tamente con Ne~acetilglucosamina 200 mM,

Los resultados indican ques 1) La naturaleza del espaciacor influye en la
conducta cromatogrifica de las enzimas estudiadas en los derivados de sefarcsa.
2) Al seleccionar apropiadamente las condiciones experimentales de retencibn y
elucidn, sefarosa II es recomendable para la purificacién de hexovquinasa By N
acetilglucosamina-quinasa, y sefarosa I1I es excelente para la purificacién de
glucoquinasae
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FORMACION DE MOLECULAS RECONBINANTES DE DNA Y SU EXPRSSION GENICA

EN DIVERSOS SISTE!AS

Formation and genic expression of recombinant DNA molecules in sg
veral systems

Axturo Yudelevich S.
Laboratorio de Bioquimica. Departamento
de Riologia Celular, Instituto de Cien=
cias Bioldgicas, Universidad Catélica -
de Chile, Santiago.

Se discutirdn varias técnicas para la obtencién "in vitro® de moldculas recom
binantes de DNA y como pueden ser estas clonadas y propagadas en sistemas vivo.

Se dard un énfasis especial a la expresién funciomal de €stas moldculas re -
combinantes en distintas especies y a la regulacién de este fendmeno.
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REGULACION POST - TRANSCRIPCICNAL

pPost=transcriptional regulation

JO!% Eo Allendg
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina (Norte)
Universidad de Chile

En procariontes las evidencias experimentales indican que la regulacién de la
expresidn gendtica se efectda principalmente a2 nivel de la transcripcidn.

En células superiores, sin embargo, la regulacién post-transcripcional juega-
un papel importante en varios procesos como en el gatillamiento de la sintesis pro
teica en embriones animales y en la germinacién de semillas vegetales. Algunas -
hormonas también parecen actuar a nivel post-transcripcional en sus efectos incuc-
tivos.

Se discutirdn varios posibles mecanismos de regulacién post=-transcripcional =
relacionada cons

a) Procesamiento cde mRNAj;

b) Estructura secundaria del mRNAj

c) Represidn de de secuencias iniciadoras del mRNAj

d) Disponibilidad de componentes de la traduccidn, y

e) Inhibzcién y desinhibicién de ribosomas y factores de iniciacién en la tra
duccién.
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MECANISMOS REGULATORIOS DE IA DIFERENCIACION CELUIAR

Regulator v Mechanisms of cell differentiation

Divisién de Biogquimica y Bioffsica, Insti-
tuto de Nutricién y Tecnologfa de Alimen =
tos, Universidad de Chile.

El conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan la diferenciacién

celular es muy escaso adn. Las dificultades para su estudio se derivan de la fal
ta de algtin modelo bioldgico simple que haga posible establecer las bases molacu=
lares de esta accién. De entre los modelos biolégicos mfs utilizados puede men =
eionarse el mecanismo hemopoyético y el oviducto del pollo, los cuales represen =
tan fendmenos tipicos de diferenciacién celular y de su regulacién a nivel de 12
expresién génica.

1) Mecanismos Hemopoy€tico: Las células basales originan diversas lineas celula=

res que producen eritrocitus, leucocitos y plaquetas. Las seiiales quimicas -
que provocan la diferenciacién hacia estas células son poco conocidas a excep=
¢ién de la eritropoyesis. La hormona eritropoyetina (EP) induce este proce.o=~
cuando es reconocido por una célula sensible a la eritropoyetina (CSE) 1la que
comienza a diferenciarse iniciando una serie de reacciocnes bioquimicas cuya dg
terminante final es la sfntesis de hemoglobina. Se postula que la CSE respon
de a la hormona en la fase G 2 y que esta accién no implica sintesis previa de
DNA. la testosterona actuarfa también a nivel de las CSE acelerando el cicly =
celular , a fin de amplificar el nimero de CSE.

Los eventos moleculares provocados por ambas hormonas son la sintesis de
un RNA heterogeneo de gran tamafio y de RNA ribosomal.

En base a un modelo experimental se postula la accidn sinérgica de ambas =~
hormonas tendientes a generar y controlar la sintesis de hemoglobina.

I1I) Qviducto de Pollos El crecimiento, diferenciacidn y desarrollo del oviducto -

es inducido por estrdgenos que llevan a la sintesis de ovoalbimina. La proges
terona también afecta el crecimiento durante un periodo definido. Esta hormo-
na es reconocida por dos receptores citoplasmiticos, las cuales en forma de =~
comple jos hormona=-receptor se combinara con RNA polimerasas y sitios aceptores
en la cromatina, generando ovoalbimina y avidina.

~ En base a estos dos modelos se presentardn una serie de ideas tendientes a
explicar el mecahismo de diferenciacién celular.
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Trabaio_de_Incorporacidn
1A SECUENCIA AMINOACIDICA DE LA PREALBUMINA DE SUZR0O HUMANO

(The aminoacid sequence of human serum prezlbumin)

custavo Gonzilez y Robin E. Offord, Depar
tamento de Quimica, Facultad de Motemdti-
cas y Cicncias Naturales, Universicaa de
Chile, Valparafso y Laboratory of lolecu=
lar Biophysics, Department of Zoology, O
ford University, England.

la prealbimina cs la proteina involucrada en el transporte de las horncnas
tirofdeas y de la vitamina A cn el plasma. Hientras la prealbimina une dirocta
mente tiroxina y triioditironina, la unidn ce la vitamina A estd mediada por -
otra prcte{na transportacdora, la proteina que une retinol o REP. L2 vitamina A
est{ unida a la RBP la que a su vez estd unida a la prealbdinina. Esta dltima -
posee dos sitios de unién para la tiroxina y cuatro para la RBP. L2 prealbimi
na es un tetrdmetro compuesto de cuatro subunidades idénticas y de peso molecu~
lar 13.700. La determinacién de la secuencia aminocacidica de la prealbdmina es
necesaria para poder relacionar la estructura con la funcidn, saber que partes-
de la moldcula son las responsables de la capacidad que tienme la vroteima para-
efectuar su funciédn.

La es%gé%éé§gqgara secuenciar la prealbdmina consistié en digerir la pro -
tefna con tripsina. Los péptidos resultantes en una primera etapa se purifica~
ron por filtracién en gel en una columna de Sephadex G-50. Las fracciones obte
nidas se purificaron por cromatografia en papel y por electroforesis de alto -
vcltaje en papel. Los péptidos tripticos resultantes se sccuenciaron por el nd
todo "dansilo-Edman". Los péptidos de mds de diez aminodcidos se fragmentaron
previamente a su secuenciacién, El ordenamiento de los péptidos tripticos se -
efectud cdeterminando el péptido N-terminal, el péptico C-terminmal y caracteri -
zando los péptidos quimotripticos y pépticos de la prealbUmina completas

Los resultados obtenidos permitieron determinar la sccuencia completa de-
la prealbumina utilizando la técnica de identidades parciales para el ordema -~
miento de los péptidos tripticos.

Con el ccnocimicnto de la secuenciacidn de la prealbuinina es posible expli
car algunas caracteristicas quimicas de la prealbdmina y aar el aporte necesa =~
rio para la construccién del modelo tridimensional de la molfcula.
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Trabsjo_de Incorporacién
DESHIDROGENASA DE D-ARARINOSA EN MUTAIITZS MRFOLO-

GICAS DE NEUROSPORA CRASSA

( D-arabinose dehydrogenase in morphological mutants
of Neurospnra crassa)

Alicia Carrasco, Guido Pincheira y Tito
Ureta, Depto. de Biologia,Facultad de =
Ciencias, Universidad de Chile.

Las caracteristicas morfoldgicas del hongo Meurospora crassa dependen en =
gran parte, de la fisiologia de la pared celular,constituida de un 60% de Hidra=
tos de Carbono. La identificacién y caracterizacién de enzimas relacionadas con
el metabolismo de estos compuestos es de interds ya que se pueden presentar alte
raciones gue se relacionan con cambios morfolégicos del micelio, como ocurrz por
ejemplo con glucosa é-P deshidrogenasa y fosfoglucomutasa.

Utilizando la técnica de electrofdéresis en gel de poliacrilamida se ha de -
tectado la presencia de la deshidrogenasa de D-arabinosa-}JAD, L2 cnzima ha sido
estudiada en la cepa standard 74-A (St. Lawrwnce) y en mutantes rorfolégicas. “n
Tres de estas mutantes: col-13, col-15 y col-16, se encuentra unl mayor activi -
dad de deshidrogenasa de D-arabinosa. La movilidad electrofordtica y cromatogrd
fica, pardmetros cindticos ( k_ arabinosa, k NAD, especificidac ce sustrate, pH
dptimo, inactivacién al calor)] y fisico-quiffico (pesc molecular); no muestrin -
diferencias en la enzima aislada de cepa silvestre y mutantes. Zcotos result:-cos
sugieren que la enzima es la misma en Neurospora tipo silvestre y mutantee y que
probablemente la alteracién se deba a que los mecanismos ce rogulacién de cantl
dad de enzima son los alterados. =

Se han realizados estudios gendticos tendientss a determinar los centros de
control estructural de la enzima, mediante cruzamientos y construccién de hoto=
rocariones. Estos nos indican que las alteracicnes enzimdticas estdn determina-
das por un par de aleloss que las caracteristicas del tipo silvestre son dominan
tes sobre las alteraciones exhibidas por las mutantes y nos confirman que la a'=
teracidn de actividad enzimdtica evidenciados por las cepas mutantes estdn deter
minados por una alterazcién de los centros de control que regulan la produccidn =
de enzima y no dependen de un control estructural por los genss de morfologia.
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Trabaio de Tncorporzcién

DESHIDROGENASA DE D-ARAPINOSA EN MUTAUTES MORFQLO-
GICAS DE NEUROSPORA CRASSA

( D-arabinose dehydrogenase in morphological mutants
of Neurgspora_crassa)

Alicia Carrasco, Guido Pincheira y Tito
Ureta, Depto. de Biologia,Facultad de =
Ciencias, Universizad de Chile.

Las caracteristicas morfcldgicas del hongo Peurospora cCr2ssa dependen en =
gran parte, de la fisiologfia de la pared celular,constituida de un 60% de Hidra=
tos de Carbono. La identificacién y caracterizacién de enzimas relacionadas con
el metabolismo de estos compuestos es de interds ya que se pueden presentar alte
raciones gue se relacionan con cambios morfolégicos del micelio, como ocurtz por
ejemplo con glucosa 6é~P deshidrogenasa y fosfoglucomutasa.

Utilizando la técnica de electrofdéresis en gel de poliacrilamida se ha de -
tectado la presencia de la deshidrogemasa de D-arabinosa-}AD, La cnzima ha sico
estudiada en la cepa standard 74-A (St. Lawrwnce) y en mutantes rorfolégicas. “n
Tres de estas mutantess col-13, col-15 y col-16, se encuentra uni mayor activi -
dad de deshidrogenasa de D-arabinosa. Ia movilidad electrofordiica y crovatoyrd
fica, pardmetros cindticos ( k_ arabinosa, k NAD, especificidac ce sustrate, pH
Sptimo, inactivacién al calor)y y fisico-quillico (pesc molecular),; no muestrin =
diferencias en la enzima aislada de cepa silvestre y mutantes. Zstos result:-cos
sugieren que la enzima es la misma en Neurospora tipo silvestre y mutantee y que
probablemente la alteracién se deba a que los mecanismos ce rogulacibén de canti

dad de enzima son los alterados.

Se han realizados estudios gendticos tendientzs a determinar los centros de
control estructural de la enzime, mediante cruzamienios y construccién de hoto=
rocariones. Estos nos indican que las alteracicnes enzimdticas estdn determina=-
das por un par de alelosy que las caracteristicas del tipo silvestre son dominan
tes sobre las alteraciones exhibidas por las mutantes y nos confirman que la a'~
teracidn de actividad enzimdtica evidenciados por las cepas mutantes estdn deter
minados por uma alteracién de los centros de control que regulan la produccidn =
de enzima y no dependen de un control estructural por los gencs de morfologiae.
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Izabajo de incorporacion
ESTUDIOS DE AMINOCACTL-tRNA SINTETASAS EN OOCITOS DE XENOPUS LAEVIS

(Studies on aminoacyl-tRNA synthetases in Xenopus Laevis oocytes)

Marco Arancibia y Jorge E. Allende
Deyto. de Bioquimica, Facultad de Medi=
cine vortey Universidad de Chile

Con el objeilo de determinar si las aminoacil-tRNA sintetasas reflejan in
vitro las propiedades que in vivo ellas poseen, se usdé en oocitos el mdtodo =
descrito por Deutscher y colaboradores para ~studiar las aminoacil=tRNA sinte=
tasas presentes en células animales que hallan sido tratadas con tolueno para-
hacerlas permeables a sus sustratos incluyendo tilAe :

En los tratamientos con tolueno grupos de 50 oocitos se agitan suav~: rnie
con solucidn salina de anfibios que contiene tolueno (0.2 a 1(¥) durante 2 niny
tos a 02, Para ensayar la aminoacilacién se incuban los oucitos tratados con =
una mezcla pera el ensayo normal de les aminoacil=tRNA sintetasas conteniendo =
ATP, tRNA y amino&cido radiactivo y se mide la incorporacién de la radiactivi -
dad a material precipitable con 4cido tricloroacético al 5¥e :

Los resultados obtonidos dermuestran que el tratamiento con tolueno a difg
rencia de lo observado por Deutscher con células hepéticas, causa la salida ce
aminoacil-tRNA sintetasas y de otras protefnas celulares del oocito. La serile
tRNA sintetasa, fehilalanil~tRNA sintetasa y la glicil=tRNA sintetasa se libe.un
en el medio de incubacifn y mantienen su actividad fuera de la cflula. Se h. =
estudiado ademfs el efecto del tratamiento con tolueno sobre la sintesis de prg
tefnas y sobre la respuesta a hormonas del oocitoe Estudiando lu aminoacila =
cibn de tRNA de levadura especffico para fenilalanina con una enzima parcia.iep
te purificada y la aminoacilacidn de este mismo {RNA despufs de ser microinyecs
tado en estas células se ha detectado una interesante diferencia entre los pro=
cesos in vivo e in vitro con respecto al efecto de la temperatura. La aminoaci
lacién in_vivo sumenta con la temperatura llegando a un méximo de reaccibn a =
252, A temperaturas superiores la actividad dentro de la célula disminuye brug
camente siendo la reaccidén a 372 inferior a la observada a 02, La reaccidn in-
vitro sin embargo tiene un 8ptimo a 379.

Los estudios realizados demuestran la utilidad de las técnicas que permis
ten comparar reacciones bioquimicas que ocurren en la célula viva con las que =
se pueden medir en el tubo de ensayoe.
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kvanée de tesis doctoral

RELACION ENTRE NUCLEQTIDOS CICLICOS Y LA AGCION HORNONAL
SOBRE_OOCITOS DE ANFIBIOS

Cyclic nucleotides and hormone zction in the anphibian
oocites system

d ave Tutor : J.E.Allende

(Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicina Colaborador: C. Allende
Norte, Universidad de Chile)

Progesterona y gonadotropina coriénicc humana (hCG) producen la madurg
cién de oocitos de anfibio aislados y cultivados ;g_!iggg lo que permite in =~
vestigar el posible mecanismo molecular de 1a accidn de estas hormonzs. Se =
ha estudiado el efecto de protesterona y hCG sobre los niveles de cAliP y fos-
forilacién de protefnas del oocito. ademfs se ha visto la accidn de teofili-
na y papaverinz, ambos inhibidores de la fosfodiesterasa de cAMP sobre los ni
veles de cAMP y la maduracién meidtica.

La concentracién de cAMP en los oocitos se analizé usando el método.de
Gilman et al. La fosforilacién de protefnas se detecté micro-inyectando p~ =
ATP a los oocitos incubados en presenciz o ausencia de hormonas Y posterior=
mente analizando las proteinas en electroforesis en gel de poliacrilamide en
condiciones desnaturantes. Luego el gel se ponfa en contacto con placas de =
radiosutografia para detectar la radio-actividad incorporada 2 proteinas. La
maduracién de los oocitos se analizé por observacién directa de la ruptura -
nuclear.

Una hora después de tratar los oocitos con progestercna 10’7M, los ni~
veles de cAMP disminuyen a un 50%. E1 contenido de cAMP de los oocitos trata
dos se recupera alcanzando niveles normales a las 5y 6 horas después de 1la
accidn hormonals hCG también produce alteraciones en los niveles de cAiP, -
aumentando bruscamente llegando = las 2 horas a un 100% de incremento y retoxr
nando a los valores normales @ las 3 horas. El anflisis de las protefnas fos
foriladas demuestran un claro aumento en la fosforilacién total de las proiel
nas de los oocitos tanto nucleares como citoplasmiticas después de la accidn=
hormonal. Teofilins y papaverina impiden las variaciones de chiMP provocadas~
por hCG y progesterona e inhiben la maduracién de los oocites a concentracidn
de lmM y 0,1 mM respectivamentes Experimentos preliminares indican que la _ac~
cién de estos inhibidores podrfa estar relacionada con el transporte de Ca
en el oocito.
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AVANCE DE TEET

Postulacifn de un mecanismo para 12 cindtica sigmofdea de la glucoguinasa

Postulation of a mechanism for sigmoidal kinetics of glucokinase

Cérdenas, MsLe (con la colaboracién de Ees Rabajille)
Tutors Dre. He Niemeyer

Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias, Us de Chile

La glucoquinasa de hfgado de rata prescnta una funcién de saturacibn =
sigmofdea para glucosa y manosas El coeficients de Hill nH, usado como fndi
ce de sigmoidicidad y sin implicaciones de mecanismo, es alrededor de 1,5-1,6
con ambos sutratos; en cambio la funcién es hiperbblica con 2-desoxiglucosa-
(ng = 1,0)¢ En presencia de concentraciones crecientes de manosa, usada co-
mo inhibidor competitivo, disminuye la sigmoidicidad de la foncibn de sature
cibn de glucosa, descendiendo el valor de nH y ascendiendo el valor de K, 5

gluc; por ejemplo con manosa 20 mM (aproximadamente 2 veces su K ,5) ny varid
de 1,6 a 1,0 y Ko 5 gluc de 5,0 a 32,5 nl, N-acetilglucosamina (lIAGA) que no
es sustrato de la glucoquinasa, pero es inhibidor competitivo, también hizo=
hiperb8lica la funcibn de saturacién con glucosae. Por ejemplo con NAGA 10 =
mh (25 veces su Kj) ny = 1,0 y Kp,5 glug = 268 miie Con manosa y con NAGA se
observ8 una menor inhibicidn Je Ia fosforilacidn de glucosa a medida que la=
concentracidn de ésta descendfa por debajo de 3 mM aproximadamentes

El grado ce sigmoidicidad de la funcidn de saturacién para glucosa es=
funcidn de la concentracidn de Mg=-ATP. La disminucién de este sustrato es =
el ensayo enzimético hasta una concentracién de O, mM (10 veces menor que=
su Ky) hizo hiperbflica la funcién de saturacién para glucosa con nil ="1,0y
con dismingcibn de Kg,5 gluc a concentraciones de Ng=-ATP superiores a 10 ve=-
ces su K el valor de ny parece estabilizarse en un valor de 1,6.

Los resultados presentados serfan compatibles con un modelo en el cual
la glucosa se una a dos especies enziméticas diferentess la enzima libre y el
compldjo binario Enzima~ATP, estando favorecida cinéticamente la secuencia -
de formacidn de producto que implica la unidén de glucosa a la enzima libre.=
La ineficacia de diversos tratamientos de la glucoquinasa (calentamicnto, =
cambios de pH y fuerza ibnica) fotooxidacién, tratamiento con zgentes desna-~
turantes) destinados a desensibilizar la enzima y hacer hiperb8lica su fun =
cién de saturacidn para glucosa apoya el modelo propuesto.

Se est4 trabajando en un programa de computacibén para determinar los =
valores de las constantes de la ecuacibn de velocidad y establecer si hay =
compatibilidad entre los datos experimentales y el modelo propuestoe
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AVANCE DE TESIS

Estudi estructura v funcién cel fcido Ribonucleico de transfe ia
(Studies on the structure and function of transfer ribonucleic acid)

KRAUSKCOPF, MANUEL
Instituto de Bioqufmica, Facultad de Ciencics, Universidad Austral de Chile,

El tRNA es la molécula adaptadora que permite la seleccién de un gmino=
4cido y su correcta ubicacién en la cadena polipeptfdicas En el cumplimi~nto
de los procesos que posibilitan estos eventos, el tRNA actlia a través de si =
tios de reconocimiento, parte de los cuales han sido motivo del presente estu
dioe La interaccidn especffica mfs crucial esté dada por aguella en que se =
obtiene la esterificacién de un aminocido a la posicién 2' o 3" hidroxilo de
1a ribosa del extremo 3* Ado terminal por accién de las aminoacil-tRNA sinteta
sase Se ha demostrado que fenilalanil=tRNA sintetasa de levadura y Neurosporg
crassa puede cargar con fenilalanina a varias especies de tRNA de Eecoli. Es
ta heteroaminoacilacién heterdloga ha sido usada paras

a) Disefiar mftodos de purificacién y aislamiento de especies puras de =
tRNA de Escoli, a través de la incorporacién de un amino4cido hidrofébico a =
algunas especies de tRNA, aumentando asf su retencidn en columnas de BD celu=
losae

b) Confirmar la hipétesis de Dudock acerca del sitio de reconocimirnto-
tRNA-fen~tRNA sintetasa, irradiando varias especies de tRNA de Eecoli a 335 =
nm para obtener una modificacién estructural localizada que afectaba la este-
rificacién enzimftica del aminodcido.

¢) Analizar las posibles diferencias en configuracién entre tRNA y aming
acil tRNA.

Se discutirfn los resultados obtenidos en cada uno de estos estudios, cg
mo también otros en relacidn a la participacibn de los tRNas en la regulacién
de 1a bios{ntesis de protefnas,
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Avance de tesis doctoral
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Regulation of the activity of Xenorus laevis ribosomes

REGULACION DE LA ACIIVIDAD DE RIRCSOMAS PROVENIENTES LE COCITOS

Errazuriz, P. Tutor: Dre Jorge Allende

(Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina
Norte, Universidad de Chile)

El proceso de maduracibn del oocito y el desarrollo temprano del embriéu
gatillado por la fertilizacién resultan en un aumento de la sintesis de protei-
nas que podria ser explicada en parte por una activacibn de riboscmas preexis =
tentes. Al estudiar in vitro 1la sintesis de proteinas en oocitos crecidos, se
ha encontrado un inhibidor de la traduccién presente en la fraccién sobrenadan
te. Se considera importante relacionar la actividad y caracteristicas de este
inhibidor con el posible mecanismo que gatilla la sintesis proteice en esos =
procesos.

Se hi4estudiado la sintesis de polifenilalanina dirigida por Poli U a -

partir de C. phe~tRNA en sistemas derivedos de ovario de Xenopus laevis y
germen de trigos Este sistema, por lo tanto, se limita a edir el proceso de =
elongacién en la traduccién. Las enzimas provienen de un scbrenadante de -

105,000x g precipitado con (NH4)2SO entre 40 y 80% de saturacién y posterior -
mente dializado (F. dial)s Los riﬁosomas han sido obtenidos de romogeneizados

por centrifugacidn diferencial y finalmente lavados ccn NH4Cl 0,5 M

Al hacer sistemas hibridos (F. dial. de oocitos y ribosomas de trigo o
vice versa) se observa actividad de sintesis de polifenilalaninaj sin embargo =
esta no se produce cuando la F. dial, y los ribosomas provienen de oocitos. La
F. dial, de oocitos se comporta como un inhibidor de la sintesis proteica cuan=
do se adiciona a un sistema con F. dial, de trigo y riboscmas de cocitos No se
observa inhibicidn cuando se utilizan ribosomas de germen de trigo. La inhibi~
cibn desaparece por preincubacién del F. dial, a 50%. El inhibidor afecta Ila
fijacién de na~tRNA catalizada por el factor EF=l. La inhibicibén se puede re-
vertir al agregar cantidades crecientes de ribosomas de oncito al medio de incy
bacibn, lo que apoyarfa la idea que la accién inhibitoria es sobre los riboso~
maSe

Se piensa llevar a cabo la purificacién del inhibidor presente en el ci-
tosol, con el fin de caracterizarlo y establecer su posible rol fisiolégico.
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SISTEMAS VASCDEPRESORES HUMORALES DE CRIGEN RENAL EN LA REGULACION

DE_LA_PRESICI! SANGUINEA

Renal vasodepressor substances and blood pressure regulation

Juan BQE"":Q Se
Laboratorio de Fisiologia, Institutc ‘o
Ciencias Biolégicas, Universidad Catéli-
ca de Chile.

Golcblatt, hace mds ce cuarenta afios, cemostré que al pinzar parcialmente la
arteria de un rifin, producia cn el perro un estado de hipertensién transitoria,-
Ia cxtirpacién del rifién contralateral producfa un nuevo estado de hipertensibi,=-
ahora de una manera sostenida. Si en estos animales se realiza el transplante ce
un rifién procecente de un animal normotenso, la presidn se normaliza.

Esta observacién sugiere que el rifién participa en la regulacién e la prs =
sifn sanguinea a travds de un coble mecanismo. En los dltimos treinta afios, di =
versos autores han sefialado la participacién de factores presores y antipresores=
en el control de la presidn sanguinca, Estas investigaciones parecen sefialar que
la hipertensién es ¢l resultacdo de un deshalance entre factores que tienen una ag
cién opuesta sobre la presién,

Diversos estudios scbre mecanismos antihipertensivos han sefialaco 1la impor=
tancia de sistemas humorales de origen renmal con efecto natri-urdtico-vasodilatu-
dory entre los cuales se destacan los sistemas integrados por las prostaglandinas
Y el sistema calicreina-cininas.

niscutiremos aqui la participacién del sistema calicrefna-cininas como uno do
los mecanismos antihipertensivos que tendrfa la capacidad de atenuar o modular los
efectos de agentes vasoconstrictores.

En 1968, Croxatto cemostré que el sistema calicrefna-cininas est{ relacionado
con ciertos estados hipertensivos, al describir que la calicrefna urinaria estd =
significativamente cdisminufda en ratas hechas hipertensas segin la técnica descri-
ta por Grollamn,

Experimentos realizados en nuestro laboratorio, en rifiones aislados y perfun=
didos han demostrado que la calicrefna renal es liberada a 1a sangre circulante, =
Estos resultados sugieren que la calicrefna podrfa tener un rol a nivel sistémice.
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MECANISMOS NEURCENDOCRINGS EN IA REGUIACION DEL BALANCE DEL

Elisa T. Marusic

De vital importancia en la evolucién de los vertebrados ha sido el desarro -
1lo de mecanismos que mantengan en el organismc un contenido normal de sodic y =
por ende uma circulacién normal acompafiada de una distribucidn adecuada de los ii
quidos tisulares.

El sistema nervioso y endocrino interactdan en la regulacién del balance de
sodio influyendo principalmente en la secrecidn de una hormona retencdora de sal,
la aldosterona. Este mineralocorticoide cs regulado por un complejo sistcma mul=
tifactorial que incluye los niveles plasmfticos de sodio y potasio, el ACTHy el =~
sistema renina~angiotensina y algin factor de origen central adn no esclarecido.~
En nuestro laboratorio se han desarroliado una serie de trabajos tendientes a es~
clarecer el sistema regulador de la aldosterona y determinar la importancia relz =
tiva de los factores antes sefalacos. Con este objetivo se ha trabajado en diver
sas especiess hombre, perro, y rata a diferentes niweles: organismo intacio, ¢!’n
dula aislada y en partfculas subcelulares. Parte de los hallazgos obtenides se =
rdn presentados y discutidos en base a una hipétesis central sobre la influenciz=
mutua de los iones sodio y potasio en el control de la aldosterona.
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CONTROL NEUROENDOCRING DE_LAS FUNCIONES_DE REPRCDUCCION EN

LA _HENMBRA

Neuroendocrine control of the female reproductive functions

anuel de la Lastra Be

Laboratorio da Endrocrinologia, Deptc. de
Fisiologia y Embriclogfa del Instituto cde
Ciencias Bioldgicas, Universidad Catélica

de Crilee.

Las funcioncs de reproduccidn en los mamfferos estdn someticas a un control muy

preciso y desconocido en muchos aspectose.

El sistema de control que opera en la hembra aculta tiene como caracter{sticas

en las especies con ovulacién espontdneas

1.-

2.-

3."'

o

5'0"'

Poseer un componente ce "accidn ténica" complementando por otro de "accién cicli
ca", situacos ambos en el sistema nervioso central.

Disposicién "en‘'cascada" de los varios componentes cdel sistema, lo que permite =
el ingreso de numerosas sefiales provenientes del medio interno em sus diver:os =
niveles.

Conexidn de los elementos integrantes cel sistema ce control por neurotrasmi =
res acrenérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos en el sistema nervioso central vy
por hormonas peptidicas, glicoproteicas y esteroidales en las ctras etapas cuce=
sivas, Estas hormonas actdan primariamente sobre la estructura inmediatameniz =
siguiente de la cascadaj pero tienen la capacicad ce modificar la funcién de es=
tructuras superiores del eje por feed back positivo o negativee.

El sistema cde contrcl estd ampliamente abicrte al munco externo del cual recibe
numerosas sefiales que sirven para sincronizar los ciclos cde reproduccidn con ci-
clos de la naturaleza, de modo de asegurar para las crias una dptima disponiblli
dad de alimentos y condiciones climdticas adecuadas.

En el sistema de control participan elementcs encdocrinos de naturaleza transito-
ria como el cuerpo ldteo de ciclo estral o menstrual y con la placenta cel pexrfo
do de gravidez.

Se discutird la forma de interaccidn cde los diversos clementos del sislema
de control.
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Trabajo_de incorporacién

DEGRADACION TERMICA Y FOTOQUINICA DE DIMBOA EN SOLUCIONES ACUOSAS
(Thermal and photochemical degradation of Dimboa in aqueous solutions)

CORC."R/, LeJe, ARCAYA y GeA. TRAVERSO
(Facultad de Ciencias, Universidad de=
Chile, Santiago)

DINBOA (2,4=dihidroxi=7=-metoxi=1,4~benzoxazin=3-ona)es un &cido hidro-
x&mico que se encuentra en mafz y otras gramfneas. Este compussto serfa impor
tante en el metabolismo mineral de la planta v en la proteccibn de gram{ne as-
contra ataques de insectos, hongos y otros p:iigenoss El estudio del rol big
18gico de este compuesto se ha visto dificultado por su inestabilidad en soiy
ciones acuosas (Woodward, Corcuera, Helgesos y Upper, Plant Physiology 36 (sit
pplement)s 53, 1975). La estabilidad de LIMBOA fue medida en diferentes con-
diciones de temperatura y pHe La degradacién de DIMBOA es répida, siendo el=
principal producto MBOA {&mtoxi—benzoxazolinona). Sin embargo, la degrada=
cién de DINMBOA no es cuantitativa (hasta un 75% del rendimiento teérico méxi=-
mo, dependiendo de las condiciones usadas para la dogradacidn)e Cokuciones =
de DIMBOA (pH 6, buffer succinato, 4 ¥ 10G) fueron irpadiadas a diferentes =
longitudes de onda seleccionadas entre 2,3C0 y 3,400 A usando un monocromadors
DIMBOA demostrd actividad fotoquimica, la que fue seguida por espectroscopfa
de absorcién ultravioleta, okservéndose que los productos de descomposicién =
son distintos a los de la degradacidn térmica. Independientemente de la lon=-
gitud de onda, la fotélisis condujo a los mismos productos, lo que sugiere un
finico estado excitado fotoqufmicamente activo. La sensibilidad fotoquimica =
de DIMBOA es lo bastante grande como para que la iluminacidn norral de labo=-
ratorio produzca una descomposicidn significativa en 24 hrs.
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Trabajo de Incorporacién
WEFECTO DE LA GONADOTROPINA CORIONICA SOBRE LA C

APT/CION DE

. ——— .

AlTNOACIDOS Eil OUCITOS DE ANFIBIO"

"The effect of chorionic Gonadotropin on AninoAcid uptake
by Amphibian Oocyte"

CARLOS OTERO, RODRIGO BRAVO y JORGE
ALLENDE.

Depto. de Bioqufmica, Facultad de Nediw
cina Norte, Universidad de Chile

Se ha estudiado el efacto de gonadotrorina coribnica humana (hCG) sol.c:
la permeabilidad de aminofcidos y su incecrporacién a protefnas en cocitos de =
anfibiose Se analizé también la relacidn entre el proceso de maduracibn meib=
tica y la permeabilidad, ambos eventos provocados por hCG en éstas células.

Oocitos en grupos de 5 en triplicado se incubaron en solucién salina a =
222 con amino 4cido radioactivo (2Cul) en presencia o ausencia dc 60 unidades/
ml de hormona. La radioactividad total dentro del oocito se utilizé como medi
cién del amino4cido entrado en la célula. La radioactividad TCA precipitable-

fue usad como medicidn de la incorporacién del aminofcido a proteinas.

hCG aumenta la permeabilidad del oocito frente a los 8 aminoécidos esti~
diadose Este aumento se debe a una reduccidn en la Ky sin afectar la Vméxe =
Con fenilalanina se observd que la hormona reducfa el K¢ para este amino8cidc-
de 2,8 @ 1,4 x 1074\ y para la lisina de 5,8 a 1,1 x 1074, El efocto estinu-
latorio no requiere de sintesis de protefnas pero es dependeinte de pH y terjg
raturas El incremento en la permeabilidad de aminodcidos, va acompafiado de =~
una estimulacién de la incorporacién del aminofcico exdgeno en las protefnas -
celulares. Andlisis de las protefnas sintetizadas en células tratadas en pre-~
sencia y ausencia de hOG por medio de geles de poliacrilemida bidimencionales~
denotan diferencias cuantitativas y en menor grado cualitativase Otras hormo-
nas que producen maduracidn (estradiol y progestorona) no afectan la entrada =
de aminofcidos 2l oocito. Ademds la concentracibn requerida para provocar mady
racidn es menor que la necesaria pare aumentar la permeabilidade

Inhibideores de la maduracisn como teofilina y papaverina no afectan al =
estfmulo provocado por hCGe Los datos anteriores indicarfan clararente que el
aumento de permeabilidad de amino4cidos y la maduracién meiftica son eventos =
que si bien son gatillados por la misma hormona pueden disociarses
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Trabajo de Incorporacifn
ESTUDIOS IN VITRO DE LOS RIBUSQMAS CIIUPLASLATICOS LE EUGTEN: GRACILIS
In vitro studies of citoplasmic ribosomes of Euglena Graocilis

BENITO GONEZ.

Laboratorio de Bioqufmica, Instituto de
Ciencias Bioldgicas, Universidad Cat8ll
ca de Chile, Santiago.

Los ribosomas citoplasmiticos de Euglena gracilis se dividen en dos grur is
tomando en consideracién su estabilidad "in vitro". Aquellos provenientes de 2%
lulas en fase estacionaria de crecimiento presentan una degradacién localizada
en la subunidad mayor del ribosoma en comparacifn a la estabilidad observac: e.pe
los ribosomas de células en fase exponencials Esta diferencia de estabillded =
"in vitro" podrfa ser una manifestacién de la existencia de dos estados difeven=
tes dependiendo del estado fisiolbgico de la célulay exponencial o estacionoriae
Si fuese asf, éstos estados ribosomales deberfan reflejarce en otras propiedadas
y actividades medibles de los ribosomass -

El estudio fue realizado con ribosomas citoplasméticos de Euglena gracilis
variedad bacillaris. La marcacidn isotdpica de los ribosomas se hizo con Leleu=
cina=1=c}* o L—leucina-4,5~93 y los anilisis de sedimentacibn en gradientes de =
sacarosa. Los ensayos en sintesis de polifenilalanina se hicieron midiendo .:u =
capacidad de incorporacién de fenilalanina~Cl4 dirigida por poli=U.

Por marcacién isotdpisa se pesquizé un intermediario de la cegradacién cee
la subunidad mayor del ribosoma “"estacionario" y que la degradacién ocurre por =
pérdida, principalmente, de RNAs La actividad en sintesis de polifenilalanina =
de los ribosomas "estacionarios" es 20-4(¥ de la encontrada en los ribosomas ei=
ponenciales". El citoplasma de células estacionarias inhibe espec{ficamente li-
actividad de los ribosomas "exponenciales"., GCélulas creciendo exponencialme..i:=
al ser trasladadas a un medio pobre sufren una pérdida progresiva de RNA,

Se demuestra la existencia de dos poblaciones ribosomales dependiendo del=
estado fisiol8gico celular implicando que existirfan mecanismos regulatorios que
alteran la estructura y eficiencia del ribosoma de Euglena.
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Trabajo de Insorvoracifn

MODIFICACION DE INGULINA POR SELJSINIESIS

Semisynthetic medificz"ion of insulin

CARLOS HERRERA C, y ROBIN E. OFFORD
Depto. de liacromoléculasy Instituto de
Ciencias Qufmicas, Universidad Catéli-
ca de Chile.

La molécula de la hormona insulina estd constitufda por dos cadenas pol:i-
peptfdicas(A y B) unidas por enlaces disulfuro. Las modificaciones qufmicas
que se le hacen normalmente modifican sinulténcamente ambas cadenase Si se de=
‘sea modificar una sola cadena es necesario recurrir a técnicas selectivas, El
objetivo de este trabajo pretende evaluar un puevo método selectivo para modifi
car insulina por reemplazo del aninoXcido amino terminal de la cadena B (B = 17.

El mdtodo de DsJe Saunders consiste en acilar 2 grupos amino libres (G1y
A=1 y Lys B~29) utilizando Benzoil Metionina en arbiente alcalino, El tercer -
grupo amino (Phe B-1l) cueda desprotecide y puede ser removido. Utilizando téc~
nicas qufmicas para sfntesis de enlaces peptidicos se introducen nuevos amino&-
cidos en la posicién B=l. Finalrente después de desproteger utilizendo CN Br
en ambientes &cido se obtiene la insulina modificada.

Los amino4cidos introducidos fueron L=Alay I~Val, me=I=I~Phe v 3=I=L~Tyr.~
S8lo B-l-I~Ala~insulina y B=l=l~Val=insulina produjeron algunos cristales rous
bohédricos similares a los de insulina nativa por cristalizacidn segln Schlich=
tirulle Bel~m=I-I~Phe insulina y B=l=~3=~I-L-Tyr no cristalizaron por el méiodo=
de Schlichtkrulle

El nftodo de DeJ. Saunders es més simple que otrcs métodos selectivos cu-
modificacién de insulina pero representa inconvenientes relacionados con la des
proteccidn de los grupos previamente protegidos. Pareceria que el dafio ocasio=
nado a la molécula de insulina serfa pequefios ya que en dos de los reemplazos =
se pudo obtener algunos cristalese.
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Avance de tésis doctoral

QUINASA FOSFOMEVALOMICA DE HIGADO DE CERDO,  PURIFICACION

Y PROPIEDALZS
Phosphomevalonate kinase from pig liver. Purification and
properties
Sergio Bazaes V. Tutor: J. Eyzaguirre

(Laboratorio de Bioqggmica, Depto, de Biolosfa Cely
lar, Universidad Catdlica de Chile, Santiagps.

La quinasa fosfomevalénica cataliza la fosforilacién del 5-fosfomevalo=
nato a 5 =pirofosfomevalonato ¢ expensas de ATP. Esta enzima se lic descrito =
en diversas fuentes y el conocimiento que de ella proporciona la literctura -
bioquimica es muy preliminar.

La enzima se purificé de la fraccidn soluble de higado de cerdo obteni=-
da por centrifugacién del homogenizado a 100,000 g, fraccionamiento con sulfa=
to de amonio, cromatograffa en DEAE celulosa y Bio Gel P=150.

La quinzsa S~fosfomevaldnicz presentd un peso molecular de 22.000, obl:z
nido por centrifugacién en gradiente de sacarosa y cromatograffa en Bio Gel =
P-60. Los estudios de velocidades iniciales revelaron cinética hiperbélica pa
ra ambos sustratos y un mecanismo secuencial de reaccidn. El pH Sptimo estno
en un rango de 7.5 - 9.7. La enzima presentd susceptibilidad a inhibicién [or
5,5' =ditiobis (2-nitrobenzoato) siendo la inhibicién revertida por ditiotrei-
tol o mercaptoetancl. sAdemds el S-fosfomevalonato protegié de la inactivacicn
por el reactivo modificador. Las km aparcntes para ambos sustratos no fueron-
alteradas en la enzima parcialmente modificada. La enzima fue ademés inactiva
da por piridoxal=5'-foefato presentando la inhibicién cinética de primer or ~
den y siendo dependiente de la concentracién del inhibidor. La inactivacidn «
fue revertida por lisina o por diflisis pero no después de tratar la enzima g
dificada con NaBH,. El 5-fosfomevalonato protegid a la enzima de la inactiva=
cién por piridoxaf—5' fosfato.

Se concluye que la quinasa 5-fosfomevaldnica de hfgado de cerdo, una =
protefna de bajo peso molecular presenta uno o mds grupos sulfidrilos y un gru
po amino primario csenciales en o ¢n las cercanias del sitio activo.
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Avance de tesis doctoral y trabajo de incorporacifn

MODIEICACION QUIMICA DE GLUCOQUINASA

Chemical modification of ¢lucokinase

Monastexrio Tutor: He Niemeyer
(Departamento de Bioquimica, I+C.M.B.,Universi
dad de Concepcién y Departamento de Biologfa,

Facultad de Ciencizs, Universidad de Chile)e

Observaciones sobre la influencia del pH en la velocidad mixima y en lcs
valores de semi-saturacién ( ) de glucoquinasa sugirieron la existencia de
un residuo de aminodcido, importante para la actividad enzimitica, que por su =
pk_ alrededor de 7, podria corresponder a histidina, La fotoxidacién cataliza=-
da“por rosa de bengala (tetraiodo~tetracloro-fluoresceina), que destruye especi
ficamente los residuos de histidina de proteinas bajo ciertas condiciones expc
rimentales, inactivd la glucoquinasa en un 80¥% a los 60 minutos de exposiciégoa
la luz a 02, con una constante de inactivacién de primer orden de 1,25 x 10 ~
min *. En presenciz de amhos sustratos (glucosa y Mg=ATP) hubo proteccién de
la enzima, que parece deberse fundamentalmente al ATP, ya que protegié aun en =
ausencia de Mg~

La glucoquinasa, que es una enzime-SH, pierde su actividad 2l ser incubg
da a 0¢ sin agentes protectores de tioles. Con una enzima muy purificada se ob
servé una cinética de inacgivaciéf bifisica, caracterizada por una fase 1 répi-
da con kinact = 9298 x_}o min ~, seguida de una fase 2 lenta con k =
07l x * 10°° min ~. La inactivacibn fue revertida totalmente EggcﬁTT -
(ditiotreitol) 5 mM y parece ser producida por el oxfgeno. El glicerol al %
suprimié la fase 1 de inactivacién, sin modificar la fase 2. Cada sustrato aig
ladamente no protegié a la glucoquinasa, sin embargo en la mezcla de ensayo ce
la actividad enzimitica no ocurrid inactivacidn,

El DINB (5,5' =ditiobis (2-nitrobenzoico) inactivd = la glucoquinasa y =
su efecto fue totalmente revertido por DTT. La mayor acciin del DINB_ge obser-
vé en la fase 2 de 1nactiv§§i6ns_§ 0,1 mM, k, e 33595 x 10 “min " ya =
1,0 mMy ko, =57 x 10 - min . n—

Provisoriamente se puede concluir que en la glucoquingsa existens

1) Residuos de histidina modificables por fotoxidacién que podrfan estar en ¢l
sitio activo, y

2) Grupos tioles esenciales para la actividad enzimdtica, de los cuales habr.a
a2l menos dos poblaciones con diferente susceptibilidad a la oxidaciéne
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Avance de tesis doctoral y trabajo de incorporacién

REACCIONES INVOLUCRADAS_EN EI PROCESAMIENTO DEL RNA LE TANGFERENCIA
EN COCITCS DR ANFIBIOG

Reactions related to the processing of iransfer RNA in Amphibian
oocytes

Aldo Solari Tutor: J.E. Allende
(Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina
Santiago Norte, Universidad de Chile).

En este trabajo se ha explorado el feném-no de procesamiento de los tRNAs en
occitos de X. laecvis, con el estudio de algunas cnzimas que participarian en dis =
tintas etapas de este procesamiento como ser tRNA metilasas y tRNA nucleotidil =
transferasa ya sea "in vitro" asi como la actividad enzimftica "in vivo " mediante
la técnica de microinyeccién.

Se ha pocido caracterizar las tRNA metilasa ™in vitro" segin requerimientos, -
encontréndose que tRNA de E. coli resulta ser un excelente sustrato y que el dopa-

dor de grupos metilos es S~Adenosil metionina. Sin embargo tRNA de occitos no os -

sustrato para las cnzimas, 1o cual sugiere dste se encontraria totalmente metilaco.
También se ha caracterizado ™in vitro" la tRNA nucleotidil transferasa, observéndo
se que requiere CTP, ATP y tRMA hidrclizado en el terminal 3'. Al analizar la ca=
pacidad sustrato de tRNA de oocitos, se enconird que solo es ¢apaz de incorporar -
AMP, lo cual indicarfa que este segmento estd parcialmente hidrolizado, sugiriendo
que el terminal CCA estd expuesto a un activo rccambio,

La microinyeccién de tRNA cuyo temminal 3' ha sido removido quimicamente en
oocitos ha permitido estudiar la aci{g,vidad de tRNA nucleotidiltransferasa "in vivo",
Con este fin se ha inyectado tRNAP = de levadura que se ha oxidado ( tRNACCA _ ),
TRNA que ha perdido la Adenosina 3' terminal y conserva un fosfato 3' ( tRNAee-p),
tRNA que ha perdide la Adenosina monofosfato (tRNACC) v el tRNA que ha sufrido 1a
remosién total de la dltima citosina monofosfato (tRNAC). Oocitos preincubacdos cn
buffer Holtfreter con (14C) - phe se inyectaron con distintos tRNAS tratados y se
incubaron en el mismo medio, luego han sido extrafdo con fenol 50% y se midié 1la
radioactividad 4cido insoluble de la fase acuosa. Los resultados muestran que sé-
lo tRNA-CC y tRNA-C pueden ser reparados y por ende aminoacilados. Estas demues =
tran que la tRNA nucleotidil transferasa o una actividad con cspecificidad y carac
terfsticas similares es funcional "in vivo" en la reparacién de tRilAs que han per~
dido su terminal 3°',
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APORTE MOLECULAR A LAS RELACIONES EVOLUTIVAS DE
ANFIBIOS_ANUROS

Molecular contribution to the evolutionary relg
tionships in anuran amphibizns

Nelson F. Diaz Tutor: Tito Ureta Ae

(Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias,
Us de Chile)

Los Anfibios Anuros son en Chile unas treinta especies pertenecientes
a dos grandes Familioss Estz fasuna incluye Géneros cuys antiguedad puede e
timarse de su registro fésil que, como en Caudiverbera, se remontzn al perig
do Terciario. Esto implica una larga historia evolutiva que resulta diffcil
establecer sobre bases exclusivamente morfoldgicas, dado que no se acompafia
de divergencias notables entre los taxa. Es posible entonces postular la =
utilidad de nuevos criterios que contribuyan a esclarecer la historia evoluw
tiva del grupo.

Se han estudiado representantes de 18 especies chilenas, establecien~
do los patrones electroforéticos de protefnas totales y Lactato Deshidrogeng
sas (LDH) en plasma sangufneo y cristalinos, y los patrones cromatogrificos
de Hexokinasas en hfgado. Los cristalinos muestran una variacién en el nfmg
ro (de 2 a B) y proporciones relativas de isoenzimas de LDH. Con estos ori-
terios puede atribuirse a cada especie un patrén isoenzimitico caracteris =
+ico. Esto constituye un aporte molecular para agrupar en ocho Géneros las
especies estudiadas, separando gendricamente especies anteriormente integra
das al Grupo Nodosus dentro del Género Eupsophus. Cromatograficamente se -
separan en hfgado cuatro hexokinasas: A, B y D en los Bufénidos y algunos =
Leptodactylidos; C, B y D en el resto de los Leptodactylidos estudiados. Si
se correlaciona la ocurrencia del patrén C, By D y de registro £8sil en algu
nas especies, puede atribuirse a este patrén un cardcter primitivo. Esto =
permite postular la mayor antigliedad de algunocs géneros, y sefialar hitos vy
precedencias en esquemas evolutivos ya propuestos. Se discutird un nuevo eg
quema evolutivo complementando nuestra informacidn molecular con datos pa =
leontoldgicos y cromosémicos, en el cual es particularmente importante la =
ubicacibn de Eupsophus coppingeri. Esta especie parece mostrar caracteres =
que le darfan el cardcter de grupo ancestral.
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REGULACION INTEGRATIVA POR NUCLECTIDOS CICLICOS

Integrative regulation by cvclic nucleotides

Sa aga

Laboratorio de Quimica Fisjolégica y Pa=
tolégica, Departamento de Quimica Ficlé-
gica, Facultad de Ciencias Quimicas, Uni
vereidad de Chiles

La mayorfa de las hormonas contribuyen a regular los niveles enzimdticos colu
lares, As{ el glucagdn, al aumentar los niveles de AMP cfclico (cANP) en determi-
nados tejidos, coordina integrativam:nte el metabolismo: estimula la glicogenolisis,
lipolisis y gluconeogénesis a la vez que disminuye la sintesis de glucdégeno 1a lipo
génesis y la glicolisis. Se discuten, en forma cocrdinada, los sistemas enzimdti -
cos y los mecanismos implicados (regulacién transcripcional y/o traducciomal y fcs=
forilacidn por proteinkinasas), asf cowo los resultados que hemos obtenido in vivo
en higado de ratas sometidas a diferentes cdictas, hormonas e inyeccién de cibuti -
ril-~cAMP, Con dibutiril-CAMP hemos obtenido una inhibicién del 62% ce la lipogéne=-
sis en gldndula mamaria, coincidiendc con un 60% de disminucidn en la actividad de
las principales enzimas lipogénicas. Esto sugiere que la disminucién post-parto -
del cAlP favorecerfa la sintesis de lipidos ce la leche y que los niveles opuestos
entre sf de cANMP y cGiiP, que hemos cdetectado en la prefiez y lactancia, podrian me
diar la lactogénesis procucida por las hormonas.

El estudio de la enzima lipogénica G6P=ceshidrogenasa hepdtica nos lleva 2 =
plantear la posibilidad de que el cAlMP regule su activicad no sblo por reprimir su
sintesis, sino también porque, al incucir la sintesis ce & -glutamiltransferasa -~
(GGT), podrfa llevar a una mayor degradacién del glutatién oxidado, compuesto que
contrarresta la inhibicién de la G6FDH por NADPH. Igualmente, la induccién ce GGT,
primora enzima del ciclo del &-glutamilo para el transporte de aminodcidos, facili
taria la gluconeogénesis, proceso que también el cAMP estimularfa al regular la -
sintesis y actividad de algunas enzimas gluconeogénicase.
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COMPLEJOS MUTIENZIMATICCS, COMPARTAMENTALIZACION, ISOENZIMAS Y REGULA=-
CION METABCLICA s UNA VISION INT=GRADA ( E HIPOTETICA )

Multienzyme complexes, Compartmentation, Isoenzymes and metabolic regu
\ lation: An integrated (and hypothetical) View.

ito a
Departamento de Riologia, Facultad de
Cienclas, Universidad de Chile.

Tradicionalmente se ha considerado al citoplasma amorfo (=1iguico scbrenacan-
te) como un sistema celular en el que lae reacciones metabdlicas ocurren segin pro
cesos estocisticos. En oste esquema las enzimas solubles de vias metabdlicas fun -
cionarfan "de izquierda a derecha™ o viceversa segin las necesidadesmetabblicas de
la célula expresacas en concentraciones de algunos metabolitos claves (ATP, ADP, -
NAD, NADH, citrato, etc.) que afectarfan directamente a enzimas marcapaso con pro-
piedades regulatorias.

Por otra parte, la existencia demostrada de pools independientes de interme -
diarios y de isoenzimas solubles en pricticamente todas las etapas del metaboliemo
permite postular una hipétesis sobre la organizacién molecular del citoplasma en -
que se consideran las vias metabblicas como reacciones encadenadas unidirecciona =
les catalizadas por isoenzimas especificas asociadas como complejos multienzimi%ie-
COS,.

Se presentazdn argumentos en favor de esta hipétesis, las consecuencias que =
de ella derivam y los modelos experimentales que permitirfan su demostracién.
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ENZIMAS FOSFORILANTES DE GLUCOSZ EN MUCOSA DE INTESTINO DE RATA.
( GLUCOSE PHOSPHORILATING ENZYMES IN RAT INTESTINAL MUCOSA)

VER: M.L. CARDENAS, M. L. NIEMEYER, H. Departamento de Biologfa,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y Departamento de BIo-
logfa, Universidad de Chile, Scde Antofagasta.

No estd suficientemente definido el nfimero de isozimas fosforilan-

tes de glucosa presentes en la mucosa del intestino delgado de ra-

ta. Se sabe que existen enzimas de Km baja (hexoquinasa), perc no

han sido caracterizadas adecuadamente. Por otra parte es disciiti-

ble la presencia de la isozima de Knm alta (glucoquinasa). Compli-

ca la situacidn de cstas isozimas, el hecho que se presenten tanto

en el citosol como asociada a las mitocondrias, y en proporcién va-
riable segfin la dicta del animal.

El homogenizado al 20% de la mucosa del intestino delgado de ratas
bien alimentadas con dieta normal se centrifugé a 105.000 x g duran-
te 60 minutos, y del liquido schrenadante sc aislaron las enzimas.
Se separaron 3 fraccicnes enzimZfticas capaces de fosforilar glucosa
por medio de la cromatografia en DEAE-celulosa con gradiente de con-
centracidn de KCl. Las gque cluven a concentraciones aproximadas de
55 mM y 115 mM ccrresponden a hexoquinasas ( E.C. 2,7.1.1.) A y B
respectivamente; la que eluye a 270 mM corresponde a una N-acetil=
glucosamina-quinasa (NAGA-quinasa) (E.C.2.7.1.59) con actividad qui-
né&sica secundaria para glucosa. No se encontrd glucoquinasa.

Las hexoquinasas se purificaron parcialmente por medio de filtraci®n
en gel (Sephadex G-200) y por cromatograffa de afinidad en Sepharosa-
N-(6—aminohexanoi1—2"Qmino-2—deoxiglucopiranosa.

Se estudiaron algunas propiedades de las hexoquinasas. El peso mole-
cular fué de 94.000 % 2.000 para A y B, respectivamente. Las Km~glu-~
cosa fueron 3,07 x 10~°M y 9,61 x 10-5M para A y B respectivamente.
La especificidad de sustrato fug similar a la descrita para hexogui-
nasas en cotros tejidos.

'Propiedades de la Nz=cetil-glucosamina-quinasa : El peso molecular

fué de 56.000. La #“w-n-acetil-glucosamina fud de 2,14 x 10-°M,

La presencia de la NAGA-quinasa explicarfa los resultados chtenidos
por Ancderson y cci {i:75), y que fuercn interpretados comc debido a
la presencia de glul i ..nasa en el intestino.



