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Conferências 

R-77 

STRUCTURE AND EXPRESSION OF HUMAN 
MAJOR HISTOCOMPATIBILITY GENES. 
(Es t ruc tu ra y expres ion de los genes ma-
yores de h i s tocompa t ib i l idad h u m a n o s ) . 
Weissman, Sherman, M. Yale Universi ty , 
U.S.A. 

We have used p r imer ex tens ion , t o g e t h e r 
wi th syn the t i c o l igonucleo t ide p r o b e s to 
ob ta in init ial c D N A or genomic c lones 
from h u m a n Class 1, Class II ant igens. 
These have then been used to isolate a p p r o ­
x imate ly four ty Class I re la ted genes or 
p s e u d o genes f rom h o m o z y g o u s cell l ine, 
and a n u m b e r of heavy and light chain 
Class II genes. The organ iza t ion of several 
of these genes has been establ ished at t h e 
D N A sequence level. Express ion of t h e 
Class I genes has been s tudied following 
t r a n s f e c t i o n o f in tac t and f ragmented 
m o u s e cells. H L A B7 Class genes missing 
the n o r m a l p r o m o t e r region gives rise t o 
t ranscr ip ts t ha t in i t ia te in terna l ly wi th in 
the gene , as well as t o w h a t appears t o be 
full l ength t ranscr ip t , t he s t ruc tu re of these 
t ranscr ip ts is cu r ren t ly u n d e r invest igat ion. 

CIBERNÉTICA EVOLUTIVA. 
(Evo lu t iona ry cyberne t i c s ) . 
Varela, Francisco J. D e p a r t a m e n t o de 
Biologia , Facu l t ad de Ciências Básicas y 
Fa rmacêu t i ca s , Universidad de Chile. 

La pr imera pa r t e de esta charla consist i rá 
en una revision del p e n s a m i e n t o c o n t e m p o ­
râneo sobre evolución y su ac tua l deba t e , 
c o n c l u y e n d o q u e no existe u n consenso 
claro sobre los mecan i smos de la evolución. 
P o n d r é especial a t enc ión a la cr í t ica de la 
selección na tura l c o m o solución fundamen­
tal de Ias p regun tas sobre evolución. Esta 
revision esbozará los resu l tados de algunas 
escuelas, en especial de aquel las q u e t raba-
j an a nivel molecu la r y celular. 
En la segunda pa r t e de la char la p resen ta ré 
mis propias con t r ibuc iones al d e b a t e , a tra­
vés de una perspect iva c iberné t ica , es decir , 
a través de identif icar Ias bases dei p roceso 
evolut ivo c o m o independ ien t e s de la m a t e -
rialidad de sus c o m p o n e n t e s , y c o m o requi­
sito d inâmico de cier ta clase de sistemas. 
De esta perspect iva se d e d u c e n dos t eore -
mas bás icos: l ) d e la conservación de la 
adap tac ión ; 2) de la mul t ip l ic idad dei aco-
p l a m i e n t o es t ructural . La apl icación de 
estas ideas será i lustrada a través de dos 
s i tuac iones : i. la evolución t e m p r a n a de ma-
cromoléculas , y ii. la deriva molecu la r de 
p r o t e í n a s . 

Conclui ré m o s t r a n d o algunas consecuencias 
que resul tan de este e n f o q u e , y la necesidad 
de repensar el f e n ô m e n o evolut ivo en t oda 
su r iqueza , en t o d o s los niveles en q u e 
opera . 

Simpósio Internacional 

THE SPATIAL FACTOR IN CELL DIFFE­
RENTIATION. 
(El fac tor espacial en la d i ferenciación 
celular) . 
Izquierdo, Luis. D e p a r t a m e n t o de Biolo­
gia, Univers idad de Chile . 

It is assumed he re t ha t the process of cell 
d i f fe ren t ia t ion can be largely r educed to 
the con t ro l of gene t r ansc r ip t ion b y repres­
sors and derepressors in the nuc lear com­
p a r t m e n t whose o p e r a t i o n u l t ima te ly de­

p e n d s o n signals from t h e cy top la sm. T h e 
case of early m a m m a l i a n d e v e l o p m e n t will 
be discussed in o r d e r t o show: first, tha t 
the c y t o p l a s m c o m p a r t m e n t is or b e c o m e s 
s p a t i a l l y h e t e r o g e n e o u s e v e n t h o u g h lo­
calized m o r p h o g e n e t i c factors are still un­
def ined; second , tha t the precise posi­
t ioning of gene p r o d u c t s wi th in the cell 
p r o b a b l y requires a preexis t ing spatial 
s t r u c t u r e ; th i rd , t h a t pos i t ion ing of cell 
m e m b r a n e c o m p o n e n t s m a y c o n t r i b u t e t o 
mul t ice l lu la r morphogenes i s . 
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PHOSPHOLIPID SYNTHESIS AS A DIFFE­
RENTIATED FUNCTION OF LUNG EPITHE­
LIAL CELLS. 
(Sín tes is de fosfol ípidos c o m o función 
di ferenciada de células epiteliales de pul-
m ó n ) . 
Pochron, S. Cell Gene t ics L a b o r a t o r y , 
Ca tyo l ic Medical Cen te r , N e w Y o r k , 
U.S.A. 

T h e alveolar t y p e II cell is a dif ferent ia ted 
epi thel ia l cell whose func t ions inc lude the 
s y n t h e s i s , packaging and secret ion of 
specific phospho l ip id s i m p o r t a n t t o n o r m a l 
r e sp i r a to ry funct ion . However , l i t t le is 
k n o w n a b o u t the regula t ion of these p ro ­
cesses due t o the cellular he te rogene i ty of 
the lung and to difficulties e n c o u n t e r e d in 
pur i fy ing and cu l tur ing n o r m a l t y p e II 
cells. 
O u r l abo ra to ry has d e m o n s t r a t e d t ha t 
g r o w t h and lipid synthes is in b o t h p r imary 
t y p e II cell isolates as well as in lung tu­
mor-der ived cell line can be m o d u l a t e d 
t h r o u g h m a n i p u l a t i o n of cell cu l ture 
m e d i u m and m a i n t e n a n c e of cells on extra­
cellular s u p p o r t g rowth and di f ferent ia t ion 
(i .e. , charac ter i s t ic m o r p h o l o g y and lipid 
synthes is ) for u p to th ree m o n t h s in cul­
tu re . In con t r a s t , cells cu l tu red in serum-
con ta in ing m e d i u m grow p o o r l y and, after 
3-5 days in cu l tu re , lose the i r abil i ty t o 
synthes ize d i sa tu ra ted phospha t idy l cho l ine , 
the p r imary lipid p r o d u c t of t ype II cells. 
In add i t ion to use of defined m e d i u m for 
t ype II cell cu l tu re , we have ut i l ized lung-
derived connec t ive tissue mat r ices for cell 
a t t a c h m e n t in v i t ro . These mat r ices re ta in 
the in vivo c o m p o s i t i o n of collagens, elastin 
and o t h e r specific m a t r i x p r o t e i n com­
p o n e n t s . As o p p o s e d to cells cu l tu red on 
plast ic dishes, n o r m a l t y p e II cells isolated 
from adu l t animals ma in t a in the i r differen­
t ia ted p h e n o t y p e for longer pe r iods of t ime 
w h e n t hey in te rac t wi th an ext race l lu lar 
m a t r i x . Also, ex t race l lu lar m a t r i x s t imu­
l a t e s d i s a t u r a t e d p h o s p h a t i d y l c h o l i n e 
synthes is in poar t ia l ly d i f ferent ia ted lung 
t u m o r cells. These resul ts d e m o n s t r a t e t h a t 
we n o w have available a p p r o p r i a t e in v i t ro 
m o d e l sy s t ems in which t o s t u d y t h e 
e f f e c t s of physiological m o d u l a t o r s of 
lung-specific phospho l ip id synthes is and se­
c re t ion . This knowledge will c o n t r i b u t e t o 

o u r goal of unde r s t and ing h o w the expres­
sion of the t y p e II cell 's specific genet ic 
p rogram is regula ted b o t h dur ing develop­
m e n t and in t h e adul t organism. 

ASSOCIATION BETWEEN LARGE TUMOR 
ANTIGEN AND CELLULAR PROTEINS ON 
THE SURFACE OF SV40-TRANSFORMED 
CELLS. 
(Asociac ión en t re a n t í g e n o T y p r o t e í n a s 
celulares en la superfície de células t rans­
formadas p o r SV40) . 
Santos, My riam, and Butel, J.S. Depar ta ­
m e n t o of Virology and Ep idemio logy , 
Baylor College of Medic ine , H o u s t o n , 
Texas , U.S.A. 

Simian Virus 4 0 (SV40) - t r ans fo rmed cells 
s y n t h e s i z e large t u m o r ant igen (T-ag), 
which is k n o w n to be the t rans forming 
p r o t e i n a l though its mechan i sm of ac t ion 
has n o t been e luc ida ted . T-ag is concen­
t ra ted in the nuc leus , b u t it is also p resen t 
on the cell surface where it migh t have a 
role in main ta in ing t h e t r ans fo rmed p h e n o ­
type . Such a role migh t be med ia t ed by an 
in te rac t ion wi th cellular p ro te ins . 
T h e presence of a mo lecu la r c o m p l e x 
b e t w e e n T-ag and p 5 3 , a cellular p ro t e in 
appa ren t ly involved in cell pro l i fera t ion 
c o n t r o l , o r h i s t o c o m p a b i l i t y ant igens 
( m o u s e H-2 c o m p l e x ) on t h e surface of 
SV40- t rans fo rmed m o u s e cells was investi­
ga t ed .To selectively de t ec t surface T-ag, 
m K S A - A S c c e l l s ( S V 4 0 - t r a n s f o r m e d 
B A L B / c k i d n e y c e l l s ) were surface-
iod ina ted b y the l ac toperox idase t echn ique 
or metabol ica l ly labeled wi th ( 3 5 S ) m e t h i o ­
n ine or 3 2 Pi , and subjected to differential 
i m m u n o p r e c i p i t a t i o n . Labeled cells were 
i ncuba ted wi th specific an t ibod ies , dis­
rup ted wi th N P 4 0 so lu t ion , and the im­
m u n e complexes adsorbed wi th forma­
lin-fixed S t a p h y l o c o c c u s aureus C o w a n I. 
E l u t e d a n t i g e n s w e r e a n a l y z e d by 
SDS-PAGE, and au to r ad iog raphy . 
T h e resul ts showed t ha t p 5 3 is de t ec t ab l e 
on the surface of SV40- t r ans fo rmed m o u s e 
cells, b u t n o t in their n o r m a l equivalents . A 
c o m p l e x b e t w e e n large T-ag and p 5 3 , b u t 
n o t wi th H-2 ant igens , was also d e t e c t e d on 
the surface of those cells. 
T h e presence of p 5 3 at t h e surface of 
SV40- t rans fo rmed cells m a y be d e p e n d e n t 
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on T-ag express ion . T h e T-ag/p53 c o m p l e x 
migh t be re la ted wi th t h e a l t e ra t ions of cell 
surface which are character is t ics of the 
t r ans fo rmed s ta te . 

ORGANIZATION AND REGULATION OF 
HUMAN HISTONE GENES. 
(Organizac ión y regulación de genes his-
t ona h u m a n o s ) . 
Stein, Gary S. Univers i ty of F lo r ida , 
U.S.A. 

T o s tudy t h e regula t ion of h u m a n h i s tone 
gene express ion and the s t ruc tura l p r o ­
per t ies of h u m a n h i s tone genes, o u r labo­
ra to ry has isolated and charac ter ized a se­
ries of c loned genomic h u m a n h i s tone 
sequences . We have used these c lones as 
p r o b e s t o show tha t : A ) H u m a n h i s tone 
genes are a family of m o d e r a t e l y re i te ra ted 
sequences wi th var ia t ions in the s t ruc tu re , 
o rgan iza t ion and possibly in the regula t ion 
of the var ious cop ies ; B) A t least 15, 
t h o u g h n o t necessari ly all, h u m a n h i s tone 
genes are coo rd ina t e ly expressed dur ing the 
S phase of t h e cell cycle and appea r t o be 
t empora l ly and funct ional ly coup led wi th 
D N A rep l ica t ion ; C) The re are b o t h t rans­
c r ip t i ona l and pos t - t ranscr ip t iona l com­
p o n e n t s t o t h e regula t ion of those h i s tone 
genes expressed in con junc t ion wi th D N A 
rep l ica t ion . 

COUPLING OF HUMAN HISTONE GENE 
EXPRESSION AND DNA REPLICATION. 
( A c o p l a m i e n t o de la express ion de genes 
h i s tona h u m a n o s y repl icación de D N A ) . 
Stein, Janet L. Univers i ty of F lo r ida , 
U.S.A. 

Core h i s t one m R N A m e t a b o l i s m has been 
examined in S phase H e L a cells recover ing 
from D N A synthes is inh ib i t ion by 1 m M 
h y d r o x y u r e a . Using c loned h u m a n h i s tone 
genes as p r o b e s for h i s tone m R N A quan­
t i t a t ion , t h e response t o and recovery from 
D N A synthes is inh ib i t ion is s h o w n t o 
d e p e n d on t h e pos i t ion of t h e cell w i th 
r e s p e c t t o t h e in i t ia t ion of D N A re­
p l ica t ion . T h e i n c o r p o r a t i o n of 3 H-ur id ine 
in to mul t ip le h i s tone m R N A in recover ing 

cells does no t exceed p re inh ib i t ion levels, 
and as this i nco rpora t ion is max ima l in 
early S phase , the synthes is of core h i s tone 
m R N A is appa ren t ly p resen t in c o n t r o l and 
in t e r rup ted S phase cells after recovery is 
n o t s i g n i f i c a n t l y different from tha t 
p resen t in con t ro l cells and a t empora l and 
f u n c t i o n a l c o u p l i n g b e t w e e n h i s tone 
m R N A levels and the relative ra te of D N A 
synthesis is ma in t a ined in p e r t u r b e d cells. 
T h e pos t - t r ansc r ip t iona l m o d u l a t i o n of 
cel lular h i s tone m R N A is the re fore related 
to b o t h the appa ren t ra tes h i s tone m R N A 
and D N A synthes is , and changes thereof . 
Changes in these regula tory m e c h a n i s m s 
dur ing the cell cycle expla in , in pa r t , cell-
c y c l e s p e c i f i c levels of h y d r o x y u r e a -
res is tant core h i s tone m R N A . 

SEPARATION BETWEEN CELLULAR DNA RE­
PLICATION AND THE SYNTHESIS OR 
ACCUMULATION OF rRNA (Separación entre 
replicación de DNA y la síntesis o acumulación 
de rRNA). 
Galanti, N., Mercer, E., Avignolo, C. and 
Baserga, R. D e p a r t m e n t of Pa tho logy , 
T e m p l e Univers i ty , Phi ladelphia , USA. 

T o investigate the role of r R N A synthesis 
a n d / o r accumula t i on in the con t ro l of cell 
pro l i fera t ion an a n t i b o d y against R N A po ly 
merase I ( a R N A pol I) was microin jec ted 
direct ly in to the nuclei of qu iescen t Swiss 
3 T 3 cells t ha t were subsequen t ly s t imu­
lated wi th serum. 
Microinject ion of a R N A pol I caused a 
50-70% decrease in nuc leo lar R N A syn­
thesis tha t lasted at least 17 hr , a 90% 
inhib i t ion in the accumula t i on of nuc leo lar 
R N A , and a 70% inhib i t ion in t h e accu­
mula t i on of to ta l cellular R N A . A con t ro l 
IgG, similarly micro in jec ted i n t o Swiss 3 T 3 
cells had n o inh ib i to ry effect o n e i ther 
synthesis o r a ccumula t i on of nuc leo lar and 
cellular R N A . A n t i R N A pol I was to ta l ly 
ineffective in inhibi t ing nuc lear D N A 
repl ica t ion of serum s t imula ted Swiss 3 T 3 
cells. 
These resul ts indica te t ha t a n o r m a l r a t e of 
nucleolar R N A synthes is and a n o r m a l ra te 
of a c c u m u l a t i o n of to ta l cellular R N A are 
n o t a p re requ is i t e for the en t ry of cells i n to 
S phase . 
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REGULATION OF CARDIAC MUSCLE GENE 
TRANSCRIPTION IN EARLY EMBRYONIC 
DEVELOPMENT (Regulation de la trans­
cription génica de músculo cardíaco en el 
desarrollo embrionário temprano). 
Krauskopf, M.; Zárraga, A.M.; Mendola, 
C; Saidapet, C; Khandekar, P. y 
Siddiqui, M.A.Q. I n s t i t u to de Bioquí ­
mica , Universidad Aust ra l de Chile y 
D e p a r t a m e n t o de B ioqu ímica , R o c h e 
Ins t i tu te of Molecular Biology, Nu t l ey , 
N.J . , U.S.A. 

Hear t muscle d i f ferent ia t ion , which is an 
early event in chick e m b r y o n i c develop­
m e n t , provides a m o d e l sys tem to inves­
tigate the mechan i sm(s ) under ly ing the 
i nduc t ion of e m b r y o n i c gene funct ions . In 
order to corre la te the process of musc le cell 
d i f ferent ia t ion to changes in e m b r y o n i c 
gene act ivi ty , we have c loned m R N A s 
sequences specific for myos in light (MLC) 
and heavy chain (MHC) po lypep t ides , t he 
major cons t i t uen t s of musc le p ro te ins , i n to 
Escherichia coli using plasmid p B R 3 2 2 . In 
add i t ion , several genomic clones for myos in 
p o l y p e p t i d e s were isolated by screening X 
cha ron 4 A based chick D N A library. We 
have previously r epor t ed isolat ion of a low 
molecu la r weight R N A , 7S R N A , tha t 
appears t o p lay a role in myogen ic differen­
t ia t ion in early e m b r y o n i c cells in vitro. In 
o rder t o unde r s t and its funct ional in­
volvement in t ranscr ip t ion of muscle 
specific genes, a r e c o m b i n a n t p lasmid, 
p S S 4 8 , con ta in ing the sequence for 7S 
R N A was cons t ruc t ed , charac ter ized and 
sequenced . We found t h a t 7S R N A , which 
is the p r o d u c t of repet i t ive chick D N A 
shares specific sequences c o m m o n to MLC 
and MHC m R N A s , the single copy gene 
p r o d u c t s . T h e c o m m o n sequences reside in 
the 3 ' -unt rans la ted regions of p M L l O and 
p M H C 8 . F u r t h e r m o r e , 7S R N A appears in 
dividing myob la s t significantly earlier t han 
the onse t of myos in gene t ranscr ip t ion . 
These resul ts suggests an i m p o r t a n t re­
gula tory role for 7S R N A in hea r t musc le 
d i f ferent ia t ion . 

EXTRACELLULAR DIFFERENTIATION 
SIGNALS - MEMBRANE TRANSDUCTION 
THROUGH ADENYLATE CYCLASE (Senales 
extracelulares de diferenciación — transduction 
de membrana a través de adenilato-ciclasa). 

Olate, Juan; Jordana, Xavier; Connelly, 
Catherine and Allende, Jorge E. Depar ta­
m e n t o de Bioqu ímica , Facu l t ad de Medi­
cina, and D e p a r t a m e n t o de Biologia, 
Facu l t ad de Ciências Básicas y Fa rma­
cêut icas , Universidad de Chile , Casula 
6 6 7 1 , Sant iago, 7, Chile. 

In general , cellular d i f ferent ia t ion occurs in 
response to ext racel lu lar s t imuli . The 
ques t ion t hen arises as t o h o w extracel lu lar 
signals can be t r ansduced in to intracel lular 
responses t ha t result in the differential 
me tabo l i c o r genet ic activities of the target 
cells. 
A d e n y l a t e cyclase p re sen t in the m e m b r a n e 
of m o s t eu k a ry o t i c cells serves as the 
t ransducing sys tem for a large n u m b e r of 
extracel lu lar s t imuli . Recen t advances have 
m a d e clear the versati l i ty of this mul t i -
c o m p o n e n t e n z y m e sys tem and the 
mechanis t ic basis of its capac i ty t o r e spond 
to posi t ive and negative con t ro l s . 
T h e amph ib i an o o c y t e di f ferent ia tes i n t o 
an egg cell t h rough the process of me io t i c 
m a t u r a t i o n triggered by p roges te rone . 
Work in o u r l abora to ry has shown tha t 
p roges te rone inhibi ts o o c y t e adeny la t e 
cyclase. The inhib i t ion of adeny la t e cyclase 
causes a d rop in the int racel lular cAMP 
c o n c e n t r a t i o n resul t ing in a cascade of 
events t ha t leads to the synthes is of specific 
p ro te ins t ha t are responsible for the sub­
sequen t events of m a t u r a t i o n . 
S tudies on the o o c y t e adeny la t e cyclase 
using different c o n c e n t r a t i o n s of guanine 
nuc leo t ide analogs and forskolin indica te 
t ha t the mechan i sm of p roges te rone inhi­
b i t ion is p r o b a b l y n o t med ia t ed by the 
subun i t Ni which is involved in the 
mechan i sm of o t h e r k n o w n inh ib i tors of 
this e n z y m e . 

MECHANISM OF ACTIVATION OF eIF-2a 
KINASE IN RABBIT RETICULOCYTE LY-
SATES BY OXIDIZED GLUTATHIONE (Me­
canismo de activation de eIF-2a-quinasa por 
glutation oxidado en Usados de reticulocitos de 
conejo). 
Sierra, José M.; Palomo, C; Vicente, O. 
and Ochoa, S. C e n t r o de Biologia Mo­
lecular , CSIC and Universidad A u t ô n o m a 
de Madr id , Spain . 
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GSSG act ivates an inh ib i to r of p ro t e in 
synthesis in rabbi t r e t i cu locy te lysates 
which co r r e sponds to the same p ro t e in 
induced in heme-depr ived lysates (HCI) . 
This i nh ib i to r p h o s p h o r y l a t e s the a - subun i t 
of e IF-2 interfer ing wi th t h e recycl ing of 
the in i t ia t ion factor . Whereas GSSG acti­
vated t h e HCI p recur so r (pro-HCI) in ly­
sates and pos t r ibosoma l supe rna t an t s , it 
was inact ive wi th par t ia l ly purif ied p ro -
HCI. Inh ib i t ion of lysate p ro t e in synthes is 
by GSSG was p reven ted or reversed by 
sugar p h o s p h a t e s capable of genera t ing 
N A D P H ( G 6 P , F 6 P , d G 6 P ) and by N A D P H 
bu t n o t by N A D H or F D P at the same 
c o n c e n t r a t i o n s . Di th iols b u t n o t m o 
no th io l s ac ted like N A D P H . N o n e of these 
c o m p o u n d s was able t o p reven t t h e inhi­
b i t ion o f t rans la t ion caused by the absence 
of h e m i n o r t h e presence of d s R N A . 
F u r t h e r da ta suggest t h a t N A D P H in­
terferes wi th HCI fo rma t ion by GSSG. 
Inact ive lysates in p ro t e in synthes is in the 
presence of h e m i n can be react ivated by 
D T T or c o m p o u n d s genera t ing N A D P H . 
This reac t iva t ion is a ccompan ied by the 
d i sappearance of the e IF-2 kinase p re sen t 
in these lysates . O u r resul ts suggest t ha t 
ac t iva t ion of HCI m a y occur as a conse­
q u e n c e of h e m i n depr iva t ion o r N A D P H 
dep le t ion . N A D P H m a y be requ i red to 
keep the t h i o r e d o x i n / t h i o r e d o x i n reduc tase 
sys tem act ive . 

FACTORS REGULATING TRANSCRIPTION OF 
SV40 GENES (Factores que regulan la trans­
cription de genes SV40). 
Weissman, Sherman. D e p a r t m e n t of Hu­
m a n Gene t ics , Yale Univers i ty School of 
Medic ine , 3 3 Cedar St. , New Haven , C T 
0 6 5 1 0 , U.S.A. 

The t r ansc r ip t ion of S V 4 0 early and late 
m R N A are in i t ia ted at t w o g roups of s tar t 
sites; one used early in t h e lyt ic cycle , t he 
o t h e r after t h e onse t of D N A repl ica t ion . 
In vitro b o t h sets of s ta r t sites are ut i l ized 
wi th e n z y m e p repa ra t i ons from un in fec ted 
cells. We have p repa red par t ia l ly purif ied 
t ranscr ip t ion sys tems , which ut i l ize on ly 
the late-early s ta r t s , suggesting t ha t an 
addi t iona l fac tor is specifically requ i red to 
ini t ia te early-early S V 4 0 m R N A . Sequences 
necessary for t r ansc r ip t ion in i t ia t ion , b o t h 

in vivo and in vitro lie wi th in 100 bases 
ups t r eam from the in i t ia t ion site. 
La te t ranscr ip t ion in i t ia t ion sites are 
s t rongly inf luenced by sequences downs­
t ream as well as u p s t r e a m sequences . Se­
quences wi th in 19 nuc leo t ides ups t r eam of 
the in i t ia t ion site are sufficient t o specify 
the major late in i t ia t ion site. These results 
will be in t e rp re t ed in t e rms of cu r ren t 
unde r s t and ing of euka ryo t i c R N A poly­
merase II p r o m o t e r s . 

ADENOVIRUS EARLY GENE REGULATION 
AND THE AAV HELPER EFFECT (Regula­
tion génica temprana de adenovirus y el efecto 
cooperador AAV). 
Westphal, Heiner. L a b o r a t o r y of Mo­
lecular Genet ics , Na t iona l Ins t i tu t e of 
Child Hea l th and H u m a n D e v e l o p m e n t , 
Bethesda , Md 2 0 2 0 5 , USA. 

T h e early adenovi rus genes are arranged in 
clusters at several separate loca t ions on 
b o t h s t rands of the viral D N A . A complex 
regula tory scheme governs t h e express ion 
of these genes. In an a t t e m p t t o gain insight 
i n to this scheme, we have begun to mi-
croinject subsets of adenovi rus early genes 
and gene p r o d u c t s in to cells permissive for 
adenovi rus g rowth , and to measure their 
biological activities in a simplified sys tem. 
The effect we chose t o ana lyze is the 
abil i ty of adenovi rus t o p r o m o t e the 
g rowth of the defect ive adeno-associa ted 
virus, A A V . We have identif ied ordered 
sequences of c o m m u n i c a t i o n s a m o n g the 
early genes of adenovi rus t y p e 2 ( A d 2 ) t ha t 
resul t in express ion of he lpe r act ivi ty. We 
purified D N A fragments and m R N A s co­
r responding to early A d 2 regions E l A, 
E 1 B , E 2 A , E 3 and E 4 and injected t h e m 
via glass capillaries in to AAV-infec ted cells. 
D N A was placed in the nuc leus , R N A in 
the cy top l a sm. A A V D N A and p ro t e in s 
synthes ized in response t o the injected 
nucleic acids were ex t r ac t ed from as few as 
5 0 cells and identif ied by gel elec­
t rophores i s . E 4 was identif ied as the region 
necessary and sufficient t o provide the 
A A V he lper effect. However , express ion of 
this he lpe r effect is a c o m p l e x process 
d e p e n d e n t on t h e synergist ic in te rac t ion of 
several func t ions e n c o d e d in different early 
gene clusters of the adenovi rus g e n o m e . 
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DNA SYNTHESIS, DNA POLYMERASES AND 
THE EFFECT OF DIADENOSINE TETRA-
PHOSPHATE (Ap 4 A) IN Xenopus laevis 
OOCYTES (Síntesis de DNA, DNA-polimerasas 
y el efecto de diadenosina tetrafosfato (Ap 4A) 
en oocitos de Xenopus laevis). 
Zourgui, L.; Solari, A.; Tarragó-Litvak, L. 
and Litvak, S. In s t i tu í de Biochimie 
Cellulaire et Neuroch imie du C N R S . 1 
rue Camille Saint Saens. 3 3 0 7 7 Bor­
deaux cedex. F rance . 

* D e p a r t a m e n t o de Bioqu ímica . Facul-
tad de Medicina . Universidad de Chile. 
Casilla 6 6 7 1 . Sant iago 7. Chile. 

Large o o c y t e s (stage VI ) from Xenopus 
laevis ovaries are unab le t o repl ica te D N A , 
while unfer t i l ized eggs m a t u r e d in the 
presence of h u m a n g o n a d o t r o p h i c h o r m o n e 
are able to dupl ica te endogeneous D N A . 
We have found tha t stage VI oocy t e s have 
only D N A polymerases a and y. T h e first 
one is conf ined in the nuc leus and the 
second in the mi tochondr i a l f ract ion. We 
have inferred from several expe r imen t s tha t 
the previously described D N A polymerase /? 
activity is mos t p r o b a b l y localized in the 
follicular cells su r round ing the oocy te s . We 
will p resen t evidences on the subcel lular 
l oca l i za t ion of D N A polymerases in 
oocy te s from differents stages of develop­
m e n t as well as from unfer t i l ized eggs. 
T h e second pa r t of o u r tark will be devo ted 
to the s tudy we have pe r fo rmed on the 
effect of A p 4 A on D N A synthesis in 
amph ib ians oocy te s . This d inuc leo t ide is 
dramat ica l ly increased in rapidly growing 
animal cells and b inds specifically t o the 
D N A po lymerase a h o l o e n z y m e complex . 
A p 4 A s t imula tes D N A synthesis in Xe­
nopus laevis o o c y t e ex t rac t s , as well as 

microin jec ted in the nuclear c o m p a r t m e n t 
of stage VI oocy tes . 
In vitro effect: D N A po lymerase activity in 
o o c y t e ex t rac t s was highly s t imula ted by 
A p 4 A , A p 3 A , A T P and o t h e r derivatives. 
N o s t imula t ion was observed using the 
same c o m p o u n d s on eggs ovula ted after 
inject ion of chor ion ic g o n a d o t r o p h i c hor­
m o n e . The s t imula t ion involved D N A 
po lymerase a as shown by the effect of 
inh ib i tors of D N A synthesis . The effect of 
A p 4 A on D N A synthesis was observed wi th 
act ivated D N A , po ly d T , and po ly dT-oligo 
d A as t empla t e s while n o effect was found 
wi th po ly dA-oligo d T and poly dC-oligo 
d G . These resul ts s u p p o r t a role of A p 4 A in 
the in i t ia t ion of D N A synthes is . Evidences 
will be p resen ted t ha t o o c y t e ex t r ac t s are 
able t o t rans form very efficiently A T P in a 
c o m p o u n d having m a n y p roper t i e s of 
A p 3 A . 

In vivo effect: A p 4 A s t imula ted D N A 
synthesis w h e n injected i n t o oocy te s . T h e 
s t imula t ion was dramat ica l ly increased wi th 
a n e x o g e n e o u s D N A micro in jec ted . 
Aphid icol in inh ib i ted the effect of the 
d inuc leo t ide suppor t ing a role of D N A 
po lymerase a in this process . N o s t imu­
la t ion b y A p 4 A was observed in micro-
injected eggs, n o r A T P was able t o m imic 
the in vivo effect of A p 4 A b o t h in oocy t e s 
or eggs. T h e behav iour of microin jec ted 
syn the t i c po lynuc l eo t ides was identical to 
those found in vitro. 

We will discuss the possibi l i ty t ha t A p 4 A 
s t imula tes D N A synthesis by creat ing new 
origins of repl ica t ion , used as p r imers for 
D N A synthesis by D N A po lymerase a . 
S u p p o r t e d by C N R S and I N S E R M (France ) 
and the Universi ty of Chile. 
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EFECTO DE LA PROGESTERONA EN LA INCORPORACIÓN DE ACETATO 
2-14C A COLESTEROL, COLESTEROL ESTER, FOSFOLIPIDOS Y SA­
LES BILIARES EM HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA. (Progeste­
rone effect on the incorporation of 2-l^c-acetate into 
cholesterol, cholesterol ester, phospholipids and bile 
salts in rat isolated hepatocytes). Alallón,'.J. .Morales, 
M.N,.Hervi,F.O. y Bronfman,M. Laboratório de Citoloqia 
Bioquímica, Departamento de Biologia Celular, P. Univer­
sidad Católica de Chile. 

Estúdios "in vivo" en hígado de rata han demostrado 
un aumento en la secreción biliar de fosfolípidos y co-
lesterol por acción de la progesterona. La disminución 
de la actividad hepática de la Acil-CoA colesterol acil-
transferasa (ACAT) que se observa en ratas tratadas con 
progesterona, además de la inhibición "in vitro" de la 
enzima por la hormona.han llevado a proponer una menor 
esterificación de colesterol como uno de los mecanismos 
de acción de la progesterona. 

En el presente trabajo se estúdio la nosibilidad de 
que la mayor secreción biliar de colesterol y fosfolípi­
dos inducido por la progesterona se deba, en parte, a un 
aumento de la biosintesis de estas substancias. Con este 
objetivo se determino la incorporación de acetato 2-14C 
a colesterol, colesterol ester, fosfolípidos y sales bi-
liares en hepatocitos aislados de ratas controles y tra­
tadas con progesterona. La incorporación de narca destíe 
acetato a colesterol, fosfolípidos y sales biliares en 
hepatocitos de ratas tratadas con progesterona muestra 
una tendência a aumento , no significativa, con respec-
to a los controles, sin modificación de la incorporación 
a colesterol ester. Estos resultados permiten postular 
que la mayor secreción biliar de colesterol y fosfolípi­
dos inducida por la progesterona no se lleva a efecto 
por una mayor síntesis "de novo" de estos productos y re 
flejan, posiblemente, una redistribution de los comparU 
mentos de colesterol libre y esterificado existentes en 
la célula, apoyando un rol regulador de la ACAT en el 
proceso. 
(Financiado por proyecto DIUC 76/82) 

MgATP NO ES INHIBIDOR DE UNA FOSFOFRUCTOQUINASA-2 
MUTADA DE E• coll. (MgATP is not an inhibitor of a 
mutant phosphofructokinase-2 from E. coli). 

•Aldunate, J. , tGuixé, V. y tBabul, J. *Departamento 
de Bioquímica, Facultad de Medicina, tDepartamento de 
Biologia y tDepartamento de Química, Facultad de Ciên­
cias Básicas y Farmacêuticas, Universidad de Chile. 

Cepas con la mutaciõn pfkBl poseen niveles aumenta­
dos de Pfk-2, mientras que cepas con las mutaciones 
pfkBl pfkBlO poseen altos niveles de una Pfk tipo 2 
alterada estructuralmente, denominada Pfk-2*. Ambas 
cepas crecen bien en azúcares, pero cepas con la 
doble mutaciõn crecen lentamente en sustratos gluconeo­
genics . Para conocer el efecto de "la mutaciõn 
pfVBlO en Pfk-2, se procedió a estudiar la inhibición 
por ATP, fenômeno común a la mayoría de las Pfk y de 
gran importância en su regulación. 

La actividad enzimática se midiõ en ensayos acopla­
dos a la formación de fructosa-1,6-bisP. Se vario la 
concentración de Mg 2*, F-6-P y ATP y se calculo la 
concentraciõn de Mg libre, MgATP y ATP 4" en cada caso. 

A concentraciones subsaturantes de F-6-P, MgATP inhi-
biõ solo a Pfk-2 (K. ~4,3 mM). Este efecto dísminuyó 
al aumentar la concentraciõn de F-6-P, al disminuir 
el pH del medio de reacción y al usar UTP, ITP, GTP o 
CTP en vez de ATP. ATP 4" inhibió tanto a Pfk-2 (K, 
-0,28 mM) como a Pfk-2* (K. ~0,17 mM); en ambos casos 
la inhibición no se al terõ al variar la concentración 
de F-6-P. 

Estos resultados sugieren la existência de un sitio 
regulatorio para MgATP en Pfk-2, el cual se encontra­
ria alterado en Pfk-2* como consecuencia de la muta-
ción pfkBlO. 

Financiado por Universidad de Chile (Proyecto B 
1368), Fondo Nacional de Desarrollo Científico y Tecno­
lógico (Proyecto 0255), PNUD-UNESCO CHI 81/001 y OEA. 

8-AZIDO ADP COM3 flARCADOR DE FOTOAFINIDAD DE LA QUINASA 
PIRUVICA DE MUSCULO DE QONEJO. (8-Azido ADP as photo -
affinity label for rabbit muscle pyruvate kinase). 
Bosch,M., Eyzaquirre,J., S_chafer,H-J. y Bazaes,S.~ Lato 
ratorio de Bioquímica, Facultad de Ciências Biológicas, 
Pontificia Universidad Católica de Chile e Instituto de 
Bioquímica, Universidad de Mainz, Alemania. 

Los reactivos de fotoafinidad han encontrado aplica 
ciones crecientes en la marcación de sitios de union de 
sustratos o efectores en numerosas enzimas. Con el obje 
to de marcar el sitio active de la guinasa pirúvica de 
músculo de conejo (PK) se empleó el 8-azido ADP (N3ADP). 

El N 3ADP en presencia de Mg
+ 2 resultó ser sustrato 

de la enzima con un Km de 2,4 mM comparado con 0,28 mK 
para el ADP; la Vmáx con el análogo fue el 30% de la ob-
tenida con ADP. Al irradiar la enzima en presencia de 
N 3ADP y Mg

 2 se produce la inactivación de ella con cine 
tica de pseudo primer orden alcanzándose un "plateau'' el 
cual es dependiente de la concentración de N 3ADP. A con 
centración infinita del reactivo de fotoafinidad se ob -
tiene la inactivación total de la enzima. La PK parcial 
mente inactivada presenta la misma Km que la enzima nati­
va. El azido-ATP + Mg 2 es aún mejor inactivador que eí 
N 3ADP, este compuesto es inhibidor competitivo de la PK 
con respecto al ADP con una Ki de 1,3 mM. Los sustratos 
PEP, ADP y ATP protegen a la PK de +la inactivación produ 
cida por N 3ADP. El azido AMP + Mg 2 también produce la 
inactivación de la PK aunque a velocidad mucho menor. 

Se concluye que el N 3ADP así como el N 3ATP se com -
portan como marcadores de fotoafinidad dei sitio de 
unión de sustratos de la PK de músculo de conejo. 

Proyecto DIUC 215/82, Universidad Católica de Chile. 

MECANISMO CINETICO DE LA KINASA FOSFQMEVALONICA (Kinetic 
mechanism of phosphomevalonate kinase) . P.. J. ValdebenitA 
E.Cardemil, A.M.Jabalquinto y J.Eyzaguirre.- Laborato -
rio de Bioouimica, Universidad Católica de Chile y Depar 
tamento de Química, Universidad de Santiago. 

La quinasa fosfomevalónica cataliza la reacción: fos 
fomevalonato (MVAP) + ATP t pirofosfomevalonato (MVAPP) 
+ ADP. La enzima de hígado de cerdo es un monómero de 
PK 22.000 y presenta cinética hiDerbólica. En este tra­
bajo se estudia su mecanismo cinético por métodos de ve ­
locidad inicial e intercâmbio isotópico al equilibrio. 

La enzima se purifico a homogeneidad. La velocidad 
inicial se determino por 2 métodos: a) Espectrofotométri­
cô, usando un ensayo acoplado para medir la formación de 
ADP. b) Radioquímico; empleando ^C-MVAP el que es sepa­
rado dei 1''C-MVAPP por cromatografía en papel DEAE. La 
velocidad de intercâmbio isotópico al equilibrio se mi -
dió usando ^C-ADP y ^C-MVAP, separândose sustratos y 
productos por el mismo método cromatográfico. 

Las constantes cinéticas obtenidas en estúdios de ve 
locidad inicial son: Km MVAP=22UM/ Km ATP=57MM, en tam -
pón Tris-KCl pH 7,5 y 30°C. .La inhibición por produeto 
dio como resultado inhibición mixta tanto con ADP como 
con MVAPP al variar ATP y mantener constante MVAP. Al 
inhibir con ADP y variar MVAP con ATP constante, la inhi­
bición resultó acompetitiva. La velocidad de intercan -
bio isotópico al equilibrio entre MVAP ; ÍIVAPP, al va -
riar [ATPl/fADP] siguió una curva hiperbólica con decai-
miento a altas concentraciones, y la velocidad de inter­
câmbio entre ATP * ADP, al variar [ATP] / [MVAPP] obedeció 
una curva similar. 

Los estúdios de velocidad inicial sugieren un meca -
nismo cinético secuencial. Los resultados de inhibición 
por productos permiten postular que el mecanismo es orde 
nado según el esquema: 
MVAP ATP MVAPP ADP lo cual es confirmado con los 
i- 4_ + +_ resultados de velocidad de in­

tercâmbio isotópico al equili­
brio. 
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A T P - Y - S : S U S T R A T O E I N H I B I D O R D E L A D E S C A R B O X I L A S A PIRO 
F O S F O M E V A L O N I C A . ( A T P - Y S : substrate and Inhibitor of " 
Dyrophosphomevalonic decarboxylase), 
Cardemil. E , S o i l s de Ovando. F, y Jabalquintq, A.M.. 
Departamento dè Química, Facultad de Ciência, Universidad 
de Santiago de Chile. 

La descarhoxllasa pirofosfomevalánica cataiiza la 
descarboxilacifln de pirofosfomevalonato en presencia de 
ATP y un metal bivalente para dar isopentenilpirofosfato, 
A D P , P^ y CO;?, Nuestro grupo se encuentra trabajando en 
el mecanismo de acc16n de la enzima de hlgado de pollo, 
y nos Interesa determinar la estereoqufmica de elimina -
ción de Pj y el orden en que Tos sustratos se adlcionan 
a la enzima. Estúdios anteriores indlcan que esta adi. 
ción es secuencial, pero aún no establecemos si es orde» 
nada o al azar, 

Se utilizo ATP.yS obtenldo de Boehringer, Alemania, 
y repuriflcado en nuestro laboratório, La descarboxila. 
sa pirofosfomevalónlca se obtuvo de hlgado de polio, y 
tenia una a,e, de 6,7 U/mg, 

Se estableció que A T P - Y - S se comporta como sustrato 
de la enzima, aunque su velocidad de utilizadón es 1,3% 
de la dei ATP. Se encontro que A T P - Y - S es un inhibidor 
competitivo con respecto al ATP (K1 - 0,13 mM) y acompe 
titlvo con respecto al pirofosfomevalonato (K1 = 0,48mMj, 

Se concluye que a) A T P - Y - S es sustrato de la enzima, 
lo que permitirá determinar 1 a estereoquímica de la reac_ 
d ó n utilizando [Y* 0, v- 0].ÃTP-Y BS quiral y determi­
nando la qulralidad dei [160, 1 70, i a0] tlofosfato libe­
rado al medio y, b) el A T P - Y - S es un inhibidor de la ctes 
carboxilasa; el estúdio de su Inhibición con respecto a 
los sustratos sugiere un mecanismo ordenado para la adi. 
ción de estos a la enzima, 

/ F i n a n c i a d o por proyectos 514/82 (FNC) y 08-10-82-40 

ESTÚDIOS SOBRE EL FACTOR' DE INICIACION eIF 2 DE 00CIT0S 
Y SU FOSFORILACIÓN. (Studies on the eIF 2 initiation 
factor of oocytes and its fosforilation.) Carvallo, P., 
Sierra, J.M. y Allende, J.E. Departamento de Bioquími­
ca, Facultad de Medicina, Universidad de Chile y Depar­
tamento de Virología y Genética Molecular, Centro de 
Biologia Molecular, Universidad Autônoma de Madrid. 

Durante Ias primeras horas de la maduración meiótica de 
los oocitos de Xenopus laevis gatillada por hormonas, 
ocurre un notable aumento en la síntesis de proteínas. 
Este fenômeno es regulado a nivel post transe ripeional 
y se ha demostrado ser necesario para gue ocurra la ma­
duración dei oocito. Por otra parte, en lisados de re-
ticulocitos se ha descrito un sistema de regulación de 
la tradueción, a través de la fosforilación de la subu-
nidad a (PM 38.000) del factor de iniciación (eIF2) de 
la síntesis de proteínas por una proteína quinasa inde-
pendiente de cAMP (HCI). En reticulocitos la fosfori­
lación eIF 2, producida en ausência de hemina, inhibe la 
síntesis de proteínas. 

Planteando una analogia con este sistema regulatorio 
hemos purificado parcialmente el eIF 2 de oocitos. En 
las fracciones que tienen actividad de eIF2, se ha ob­
servado fosforilación de una proteína de 38.000 daltons 
catalizada por HCI. Ademãs, en estas fracciones se ha 
detectado una actividad de proteína quinasa indepen-
diente de cAMP que fosforila la subunidad a de eIF 2 de 
Artemia salina, purificado, el cual también es fosfori-
lado por HCI de reticulocitos. La microinyección en 
loa oocitos de un factor termoestable (HS) purificado 
de reticulocitos, que es un activador de HCI produce 
una inhibición de un 80% de la síntesis proteica de los 
oocitos. 

Estos resultados son compatibles con una posible regu­
lación de la síntesis de proteínas de oocitos a través 
de la fosforilación dei eIF 2. 

Financiado por Proyecto PHUD/Unesco CHI/81/001, OEA, 
Fondo Nacional de Ciências y Universidad de Chile. 

DISTINTAS FORMAS DE DNA POLIMERASAS AISLADAS DE THERMUS 
THEFMOPHILUS HB-8. (DNA polymerase species isolated 
from Thermus thermophilus HB-8)Cotorás,M., Rüttiman, 
C., ZaldÍvar,J. y Vicuna,R.- Laboratório de Bioquímica, 
Facultad de Ciências Biológicas, Pontifícia Universidad 
Católica de Chile. 

Se detectaron tres actividades DNA polimerásicas en 
la bacteria Thermus thermophilus HB-8. Estas espécies 
se separaron en una cromatografía en fosfocelulosa a 
pH 7,5 y se denominaron L, A y B, de acuerdo al orden de 
elución de esta columna. 

Con el fin de conocer Ias relaciones que existen en 
tre estas formas parcialmente purificadas, se estudiaron 
algunas de sus propiedades. Las tres formas se diferen­
ciar! en la utilización de distintos tempi ados, en su sen 
sibilidad a N-etilmaleimida, estabilidad a 90°C y en el 
requerimiento de cationes divalentes: mi entras que la 
forma L es vein te veces más activa con MnCl 2 que con 
MgCl2f A y B muestran un 50% de actividad cuando el Mg 
es reorplazado por el Mn. Por otKa parte. Ias tres for­
mas exhiben un efecto inhibitorio semejante en presencia 
de concentraciones crecientes de NaCl. 

El peso molecular de la forma L es de 82.000 y el 
de Ias espécies A y B es de 98.000. 

Las temperaturas a Ias cuales estas enzimas alcan -
zan su maxima actividad son de 55°C y 63°C para la forma 
L f y Ias espécies A y B respectivamente. 

Con los da tos obtenidos en este trabajo, no es posi 
ble determinar si Ias actividades A, B y L corresponden 
a formas diferentes de una misma enzima, o bien si se 
trata de tres enzimas codificadas por genes distintos. 

" R E G U L A C I Ó N D E L C I C L O D E L ̂ G L U T A M I L O E N 

G L Â N D U L A M A M A R I A D E R A T A " . (Regulation of 

^-glutamyl cycle in rat m a m m a r y gland). 

Devoto, A., Puente, J. y Sapag-Hagar, M . Depar­

tamento de Bioquímica. Facultad de Ciências Bási­

cas y Farmacêuticas. Universidad de Chile.. 

En nuestro laboratório se ha descrito la existência 

dei ciclo del (j'-glutamilo en la glândula mamaria de 
rata, el que presenta un significativo aumento de ac­

tividad en la lactancia. 

En el presente trabajo se ha estudiado in vitro , en 

cultivo de explantes de glândula mamaria, la acción 

de los dos principales inhibidores fisiológicos de la 

lactancia, progesterona y A M P cíclico sobre dicho 

ciclo. Las enzimas estudiadas fueron glutamiltrans-

ferasa (j*GT), 5-oxoprolinasa y .f-glutamilcistefnasin-

tetasa. El medio de cultivo fue M E M D con un 10% de 

suero fetal. 

Tanto el dibutiril-AMP cíclico (l, 0 m M ) c orno la 

flufenazina, teofilina y adrenalina inhibieron signi­

ficativamente solo a la 5-oxoprolinasa, enzima mar-

cadora dei ciclo. La progesterona {5-40 u M) tuvo 

este m i s m o efecto, pero además aumento marcada-

mente la actividad de la^*GT, efecto dependiente de 

la concentración de hormona. En base a Ias propie­

dades de estas enzimas se presenta un posible mode­

lo de la función fisiológica dei ciclo en la glândula. 

Proyecto B 1 138-8223 Universidad de Chile 

Financiado por DIUC. 
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EFECTO FOTODINAMICO EN LISOZIMA V a-LACTALBUMLNA (Photo-
dynamic effect in lysozyme and a-lactalbumin). Edwards, 
A.M. y Silva, E. Laboratório de Química de Proteínas y 
Alimencos, Facultad de Química, Pontifícia Universidad 
Católica de Chile. 
Introducciõn: EL análisis cinético de la fotooxídaciõn 
de aminoácidos en proteínas permite predecir el grado de 
exposición de dichos resíduos en la conformaciõn espa­
cial. Es posible estimar el grado de exposición de los 
resíduos de Trp en proteínas, estudiando su espectro de 
fLuorescencia, ya que la A de máxima emisiõn varia segun 
cual sea el entorno de estos resíduos. 
Método: La composición aminoacídica se determino en un 
analizador de aminoácidos Beckman 120-C. Se irradio con 
luz monocromática (452 nm) en presencia de riboflavina. 
La fluorescencia se estúdio en un espectrofluorímetro 
Perkin-Elmer 650-10S. 
Resultados y Discusiõn: El análisis cinético de la des-
trucciõn de aminoácidos en lísozima nativa indica que de 
los seis resíduos de Trp presentes en esta enzima dos se 
encuentran expuestos al solvente. Al modificar la es-
tructura de lisozima se produce una mayor exposición de 
estos resíduos al solvente. Al efectuar este análisis 
en a-lactalbúmina se obtiene un resíduo de Trp expuesto. 
Esta diferencia con lisozima se podría explicar por el 
hecho de que uno de los resíduos expuestos en lisozima, 
Trp-62, no corresponde a un resíduo de Trp en a-lactalbú 
mina sino que al resíduo Ile-59. Lisozima nativa preseri 
ta una A de máxima emisiõn de 338 nm que da cuenta de 
dos resíduos de Trp expuestos y cuatro apantallados. Al 
modificar la estruotura, este máximo se corre a A más 
largas, lo que está dando cuenta de que los resíduos de 
Trp tienen en un entorno más polar. a-Lactalbúmina pre­
senta una A de máxima emisiõn mucho menor (325 nm), lo 
que estaria indicando que sus resíduos de Trp se encuen­
tran en la zona hidrofõbica de la molécula. Esto puede 
expiicarse si la fluorescencia dei único resíduo expues­
to se ve apagada por transferencia de energia. Al modi­
ficar la estructura de a-lactalbúmina también se observa 
un corrimiento de la A de máxima emisiõn a A más largas. 

BFBCTO DE LA RADIACION GAMA (60) CUERPO TOTAL SOBRE 
EL PATRON ELBCTR0F0RETIC0 DE PROTEÍNAS DE CBREHRO. 
(Whole body gamma (̂ OCo) radiation effeot on the Dra­
in's eleotrophoretic protain pattern). Egaga. E.. Ra­
mirez. M.T. y Acoria. M. Instituto de Medicina Expj_ 
rimental - Facultad de Medicina - Universidad de Chi­
le. 

En trabajos realizados en tres áreas dei Sistema 
Hervioeo Central (SNC) de ratas sometidas a ingestion 
permanente y filial de etanol, expuestas a radiaoión 
ionisante, se observaron algunas diferenoias dei con-
tenido de proteínas, lo oual nos lleró a eatudiax q.ue 
signifioado tendrfan estas alteraciones. Con este pro_ 
pósito se inicio oomo etapa prelisdnar el estúdio dei 
perfil electroforátioo de cada una de Ias áreas dei 
SNC de estas ratas. 

Ratas adultas d 1 y ? ( grupo oontrol (Normal) y 
tres grupos experimentalesi " A . 0 . / 1 2 " , "A.G . /25" y 
"A.Q./H20") Ias ratas fueron expuestas a 1,000 R gama 
(6~0co) ouerpo total y se saorifioaron 6-10 dias poet-
irradiacion. Se analizaron tres áreas del SNC i corte-
sa oerebral, blpotálamo y cere belo. Tres fraooiones 
Buboelulares t mitooondria, ai oro soma y citosol; el ea 
tudio eleotroforático se realizo en gel de poliacrila 
mida - SUS, al 14Íi a 30 mA por aproximadamente cinco 
horas. 

Los resultados obtenidos muestran una alteración 
en algunas bandas de proteínas en los animales irra­
diados, respeoto a sus controles. Siendo más notória 
esta alteración en Ias $ especialmente en la fracoión 
miorosomal y sitoaólica. 

ESTIMÍiLACIOW DE LA ACTIl/IDAD F,-ATPa4a DE MIT0C0NDRIAS 
ACOPLADAS DE. HÍGAVO DE RATA POR CATÍONES MONOVALENTES. 
{Stimulation o£ Ej-ATPaie activity by monovalent catiavi 
in lot livet coupled mitochondnta). VenAeOia, J. y Gil, 
L. Vepahtamento de bioquímica, Eacultad de Medicina 
Noite, ílniveuidad de Chile. 

El complejo F]-AT?aia de mitocondnia de hígado dela­
tai paede iuíiÁA ana fuxniición levetiible deide un ei-
tado inactivo a an ditado activo. Eito ocuMe mediante 
la aiociaciân fieveAiible de la pnoteina inhibiAofia de 
ATPa&a con el componente F; dei complejo. 

Ei poíible deteAminaA el eitado de fianiicMSn de la 
Fj-ATPcwa midiendo òu actividad en pte&encia de undeia-
coplante. Uòando eite método, hemoi obieivado que loi 
cationei monovalentei: Li*, Na* y K*, aumentan la acti­
vidad de hidA6liiii de ATP alfiededoi de 10 vecei y para­
lelamente íe obietvô an glnn hinchamiento de lai mito-
cond>hLai. 

Eite aumento de la actividad de nidAâLUii de ATP ie 
debefiXa, prieiumiblemente, a que loi cationei monovalen-
tu induciAian la diiociaciõn entfie la ptwtelna inhibi-
dotia y la Ti-ATPaia; eite electa ienXa contAaAto al dei 
Ca+2 qae inhi.be la actividad de hidtióLUii de AT?, pol-
que induce la aiociaciín de la piwteina ínhibidona con 
F;-ATPít5a. |M. Taena de Gómez-Puyou y col. (!9S0| 
Kiochim. Biophyi. Acta 592, 396-405) 

financiado poA Pioyecto de SDCACI N° 8-535-S35-5. 
ilniveuidad de Chile. 

ESTÚDIO DE UNA UNION FOTOINDUCIDA LISOZIMA-RIBOFLAVINA II 
(Study of photobinding lysozyme-riboflavin II). Ferrer, 
I. y Silva, E. Laboratório de Química de Proteínas y 
Alimentos, Facultad de Química, Pontificia Universidad 
Católica de Chile. 

Se ha demostrado en estúdios anteriores que al irra 
diar lisozima en presencia de riboflavina, se produce 
una union fotoinducida lisozima-riboflavina. En Ias fia 
voproteinas naturales la union de la'flavina a la proteja 
na se realiza a través de un resíduo de Cys, His <5 Tyr. 
Considerando esta información, nos interest estudiar la 
posible participación de estos resíduos en la union foto 
inducida lisozima-riboflavina. Al modificar químicamen-
te los resíduos de Tyr con tetranitrometano y los puen-
tes disúlfuros mediante reducción, carboximetilación y 
posteriormente al irradiar estas dos formas de lisozima 
modificada en presencia de riboflavina 1*C, se detectóla 
unión de la riboflavina a la protefna en ambos casos, lo 
que indicaba que probablemente la unión fotoinducida no 
se producfa a nivel de los resíduos de Tyr o Cys. Por 
otra parte, al modificar fotod,uímicamente el único resí­
duo de His de la lisozima y parcialmente los resíduos de 
Trp de ella, se observaba incorporación de riboflavina 
1*C después de una irradiación en presencia de este sen-
sibilizador pero la magnitud de la marca era un tercio 
dei observado anteriormente. Esto era una indicación de 
que la His no participaria tampoco en la uniôn fotoindu­
cida y que probablemente algún resíduo de Trp estaria 
participando en la union. La fotooxidación sensibiliza­
da con riboflavina de los péptidos L-II (aa 13-105), 
L-III (aa 106-129) y L-II-III (aa 13-129) presentaron la 
unión al sensibilizador. Este hecho corroboro la no par 
ticipación de los resíduos de His y Tyr en esta unión ya 
que L-III carece de estos aminoácidos. Por otra parte 
el único aminoácido fotooxidable que esta" presente en es^ 
tos segmentos es el Trp, el cual se fotooxida con rendi-
mientos cuánticos enormemente altos. Se postula una po­
sible unión entre Trp y riboflavina. 

http://inhi.be


R-86 SOCIEDAD DE BIOQUÍMICA DE CHILE - VII REUNION ANUAL 

ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE SÍTIOS DE UNION 
DE RNA POLIMERASA DE E. OOLI A DNA DE PLASMIDIOS AISLA-
DOS DE BACTÉRIAS TERMOFILICAS. {Electron microscopy stu­
dies of the binding sites of E_̂  ooli RNA polymerase to 
DNA from plasmids isolated from thermophylic bacteria). 
Gonzalez,B., Vasquez,C. y Vicuha,R.- Laboratório de Bio­
química, Departamento de Biologia Celular, Pontifícia 
Universidad Católica de Chile. 

Para^studiar la estructura y organizaciôn génica 
de bactérias termofllicas se han aislado y caracterizado 
los plasmidios pTT8 y pTF62 presentes en Thermus thermo­
philus HB8 y Thermus flavus AT62,respectivamente. En es 
te contexto se ha emprendido el estúdio comparativo de 
la union de RNA polimerasa de Escherichia coli a los 
plasmidios nativos y a los híbridos construídos con 
pBR322. Este anâlisis se realizo utilizando una técnica 
de visualización de ácidos nucleicos por microscopía 
electr6nica (Koller,T. y cols., Biopolymers, 13, 995, 
1974), que permite identificar la posiciÔn de la enzima 
unida a la doble hebra. 

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten 
afirmar que la RNA polimerasa posee una afinidad tres ve 
ces superior por el DNA mesófilo que por el termófilo. 
Sin embargo, fue posible identificar sitios de union de 
la enzima tanto a los plasmidios nativos como a Ias por-
ciones termofílicas de los híbridos pBR322-pTF62 y 
pBR322-pTT8i. Así, en cada híbrido se identificaron dos 
fuertes sitios de union en pBR322 y 6 a 7 sitios menores 
en pTF62 y pTT8. Los primeros resultaron ser coinciden­
tes con los sitios de inicio de transcripcióh en pBR322 
previamente descritos (Stuber,D. yBujard,H., Proc. Natl. 
Acad. Sei. USA 78, 167, 1981). 

La afinidad de la enzima baja drasticamente si se 
utilizan plasmidios previamente linealizadoso si se au­
menta la fuerza iônica del medio de íncubación. 

Financiado por DIUC. 

MODULACI0N DE LA VIA LIPOXIGENASA DEL METABOLISMO DEL 
ÁCIDO ARAQUIDONICO POR LAS HORMONAS SEXUALES. (Modula­
tion of the lipoxygenase pathway of arachidonic acid me 
tabolism by sex hormones). Guivernau,M. Departamento de 
Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile 

Los estrógenos y progestãgenos raodifican la produc-
ci6n de prostaglandinas (PG) en diversos tejidos. Con el 
fin de evaluar el efecto de estas hormonas sexuales en 
la biosíntesis de leucotrienos (LT) y otros derivados 
de lipoxigenasa (HETE), se estúdio el metabolismo dei 
ácido araquid6nico(AA) en dos órganos target para estro 
genos, e l útero y la encía obtenidos de ratas Sprague 
Dawley en diferentes estádios dei ciclo sexual y de co-
nejos hembras New Zealand tratadas durante iM dias con 
etinilestradiol(E) lUO ug/seraana o E más un progestáge-
no, noretindrona 3 mg/semana. Estos tejidos fueron incu 
bados en Krebs con (l-l^C) AA durante 2 hrs a 3T°C. Los 
produetos radioactivos fueron extraídos con solventes 
orgânicos y las PG, LT, HETE y AA separados por cromato 
grafia de capa fina utilizando diversos sistemas de sol̂  
ventes. Los metabolitos radioactivos dei AA se determi-
naron de acuerdo a la migración de los standards median 
te autoradiografía y radiocromatografía scanner y se 
cuantificaron en un contador de centelleo líquido. Es-
trõgeno estimulo e indujo la síntesis de LTBl^, 5-HETE 
y 12-HETE en el tejido uterino y gingival de animales 
tratados con E y en úteros obtenidos de ratas en proes-
tro tardio o estro.. La adici6n dei progestãgeno al tra 
tamiento estrógeno antagonize este efecto. Estrógeno es 
timulõ la produecion de prostaciclina, pero no modifico 
la síntesis de PGF20: v PC-E2. Indometacina inhibiâ la 
formaciõn de PG, pero no bloqiEÓ la produecion de los de_ 
rivados de lipoxigenasa. Estos resultados- evidencian 
que ias hormonas sexuales modulan la via lipoxigenasa 
dei metabolismo dei AA en condiciones fisiológicas y 
farmacológicas. Además, LTBl* y HETE aon quimiotácticos 
para los neutrófilos y eosinófilos lo cual sugiere la 
participación de estos metabolitos dei AA en ciertos me 
canismos fisiológicos y patológicos mediados por Ias 
hormonas sexuales.-

CARACTERIZACION DE UNA CISTEINA ALTAMENTE REACTIVA 
EN FRUCTOSA 1,6-BISF0SFATA3A. (Characterization of a 
highly reactive cysteine residue in Fructose 1,6-bis-
phosphatase). Hubert,E. y Slebe,J.C.- Instituto de 
Bioquímica, Facultad de Ciências, Universidad Austral 
de Chile. 

En un intento por estudiar el mecanismo de activa-
ciõn de Fructosa 1,6-bisfosfatasa por cationes mono-
valentes, hemos demostrado que el tratamiento de la 
proteína con NaNCO 25 mM, pH 7,5 y 37° conduce a una 
perdida de la activación de la enzima por K + (medida 
como actividad relativa en presencia y ausência de 
K ) sin alterar significativamente otros parâmetros 
cinéticos, ej.: actividad catalítica, inhibición alos-
térica por AMP. La cinética de perdida de activación 
mostro ser de primer orden y reversible, sugiriendo 
la posible participación de 2 grupos SH en la activa­
ción por el catión monovalente. 

Se han usado estas condiciones para marcar la pro­
teína con -^C-cianato y el análisis de la estequiome-
tría de la reacciõn indico que existen dos residuos 
esenciales para la activación por K + por mol de enzi­
ma. Tratamiento dei derivado (CJcianato—enzima 
con Pronasa, produjo una mezcla de péptidos y amino-
ãcidos libres, los cuales fueron cromatografiados en 
una columna de Bio Gel P-2. Las fracciones radioac-
tivas fueron analizadas mediante cromatografía en pa­
pel y por composición de aminoácidos. 

Los resultados obtenidos muestran la presencia 
de S-( ̂ C)carbamilcisteína, indicando que los resi­
duos esenciales para la activación por K + son resí­
duos cisteína. 

Financiado por Proyecto S-S2-36. Dirección de Inves-
tigación, UACH. 

ESTÚDIOS DE pH DE LA DESCARBOXILASA PIROFOSF0MEVAL0NICA 
(pH studies of pyrophosphomevalonate decarboxylase). 
Jabalquinto, A.M., Lira, P, y Cardemil, E. Departamento 
de Química, Facultad de Ciência, UniversTdad de Santiago 
de Chile, 

La descarboxilasa pirofosfomevalónica cataliza la 
reacciõn bimolecular entre ATP y mevalonato-5-pirofosfa-
to (MVAPP) para formar isopentenilpirofosfato, ADP, Pi y 
COj en presencia de un metal divalente. 

Se estúdio la variación de los parâmetros cinéticos 
para la enzima de hfgado de pollo en el ranao de pH de 
5,0 a 8,1, usando un tampon que era 35 mM en ácido fórmi. 
co, Mes, Ristrispropano y 100 mM en KC1, La actividad 
enzimática se determino mediante un ensayo espectrosfoto 
métrico o por determinadõn de Pi, 

El parâmetro V/K para ambos sustratos disminuyó bajo 
pH 5,75, y sobre 6,6 para ATP y 6,8 para MVAPP, En cam­
bio, V para ambos sustratos no vario entre pH 5,05 a 7,5, 
observándose una pequena disminucion a pH 8.05, Como el 
pK de 5,75 es diferente del pK dei MgATP' 2 (5,3), se con_ 
cluye que refleja un qrupo en la enzima importante para 
la union del sustrato pero no para la catálisis ya que 
este pK no se ve en el gráfico de V en función dei pH-
Los resultados sugieren que tanto MnHATP" como MgATP" 
son sustratos de la enzima, Este punto fue confirmado 
mediante la comparación de curvas experlmentales de velp_ 
cidad en función de 1 a concentradón de ATP a pH 8,05 y 
4,5, con curvas teóricas obtenidas mediante un programa 
de computación suponiendo MqATP" 2 o MoHATP* como sustra­
tos. 

Financiado por proyectos 514/82 (FNC) y 08-10-82-40 
(USACH). 
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I I T T L C L I S I S El.: M T T O C O I . D H I A DL I ^ V J O U K A . EFLCTC DL . . T F 

1 U.FWhiiCIh. DEL : X D I C DE C U L T I V O . (l-roteo'lysis i-

yeast mitochondria. Effect of A T F irfluft-ce of 
growth, medium). Jacob, O.j Téllez. 11. y George -
Nascime™to.n C. Dpto. Ramos Básicos, Division Crie'-te, 
Facultad de "edici^a, Universidad de Chile y Dpto. de 
Uioquiroica, Facultad de Uerlini^a. Universidad de Puer­
to Kino. 

La proteolysis estimulada por «.™P ha. sido descrito, 
en una serie de sistemas. En este trabajo se estúdio 
el efecto de A T P sobre la degradacio- de prote£-as 
mitocondriales sintetizadas i- vivo (totales) e in 
vitro (origen mitocondrial)• Estas últimas se obtie-
"e-1 r.arcadas in cubei"do mi tocc-drius ai si adas de 
Saccharomyces cerevisiae er u w medio cor ^S-metio^i-
^a. Estas proteínas so»> rápidamente degradadas e- el 
orga-elo y el proceso es estimulado por A?F. La de— 
gradaciór de proteínas sintetizadas i~ vivo se estu -
dia mitocordrias aisludas de celular, crecidas e" 
u" medio co- -^SC^. E" este caso, la proteolysis es 
le^ta y n Q es estimulada por Ã ? F . Estos- resultados 
se confirma^ en experimentos de doble narc_, co- mi -
tocondrias aisladas de células crecidas e- - ^ 0 4 y 
que si-teti2an proteínas usando 3H_leuci~a. ^e pro­
pone que la proteolisis estimulada por ^ . T F ocurre no­
lo cuando los productos de la trartucoió- mitoccndrial, 
en nu nuyoría subunidades de complejos respiratório^, 
no se integra" co" Ias subunidades oi toplasmátieas 
respectivas para formar dichos complejos. 

Ia actividad estimulada por A T P se ve muy dismi-uídL, 
si Ias células crecen en un medio en que se ha dismi-
nuído el extracto de lovadura (3^-1 y el SC ^ 
(1,1 a 0 , 0 0 7 -'0 > Dicha actividad aumenta o disminuye, 
según el caso, al tr-aspasar l^s células de un -i«?dio 
a otro. 

ACTIVACION POR FOSFOLÍPIDOS, TRIPSINA Y CALMODULINA DE 
UNA F0SF0DIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CÍCLICOS DE OVARIO 
DE Xenopus laevis. (Activation by p h o s p h o l i p i d s , t r y p ­
sin and calmodulin of a cyclic nucleotide p h o s p h o d i e s ­
terase from Xenopus laevis.) Jedlicki, E., O r e l l a n a , 
0., Connelly, C. y Ailende, J . , Departamento de B i o q u í ­
mica , Facultad de Medicina y•?Departamento de B i o l o g i a , 
Facultad de Ciências Básicas y Farmacêuticas, U n i v e r s i ­
dad de Chile. 

En el sistema de oocito de Xenopus laevis e x i s t e una 
actividad fosfodiesterásica *de nuc leo tidos c í c l i c o s 
(FDE I), que hidroliza tanto cAMP como cGMF/, y q u e e s 
estimulada por calmodulina y cálcio. Esta e n 2 i m a p u e d e 
separarse por DEAE celulosa de otra forma enzimãtica 
que no es estimulable por estos efecto res. FDE I h a 
sido purificada, hasta aparente homogeneidad. Da t o s 
prévios demuestran que FDE I ea estimulable por un tra-
tamiento controlado con tripsina, lo que causa u n a p e r ­
dida de sensibilidad a calmodulina y cálcio y además, a 
una disminuciÓn de peso molecular de 140.000 a 9 0 . 0 0 0 . 
Dicho tratamiento probablemente alteraria el s i t i o de 
unión de la enzima a la calmodulina. • FDE 1 t a m b i é r . 
puede ser estimulada por algunos fosfolípidos t a l e s c o ­
mo lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina. 
Esta estimulaciõn es inhibida por flufenazina, c o m p u e s -
to que también inhibe la estimulaciõn por calmodulina y 
cálcio. La enzima tratada con tripsina n o e s e s t i m u l a ­
da por fosfolípidos. La estimulaciõn por f o s f o l í p i d o s , 
tripsina o -calmodulina y cálcio s e debe a un a u m e n t o e n 
la V m a x , no habiendo variación significativa e n l a K m 

aparente. Nuestros experimentos sugieren que l a FDE I 
posee una region regulatoria en la eatructura d e l a e n ­
zima cuya modificación por calmodulina, tripsina o f o s ­
folípidos provocaria una estimulaciõn de l a a c t i v i d a d 
enzimãtica. 

(Financiado por OEA, Fondo Nacional de C i ê n c i a s , p r o ­
yecto PNUD/Unesco CHI/81/001 y Universidad d e C h i l e . ) 

FUNCION DE LA MEMBRANA PEROXISOMAL EN LA REGULACION DE 
LA 0XIDACI0N DE ÁCIDOS GRASOS. (Function of the Peroxi­
somal Membrane in the Regulation of Fatty Acid Oxida­
tion). Kriz, A., Leighton, F. Departamento de Biologia 
Celular, Facultad de Ciências Biológicas, Universidad 
Católica de Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile. 
En organelos delimitados por una õ más membranas cabe es_ 
perar que esta desempefíe un papel regulador. En los pe-
roxisomas de células animales no se ha demostrado que su 
membrana regule su función. 

Con el objeto de evaluar al posible rol regulatorio de 
la membrana en peroxisomas, se realizaron estúdios en 
fracciones L provenientes de hígado de ratas tratadas 
coh inductores de proliferación peroxisomal, enriqueci­
das en peroxisomas. Se establecieron Ias condiciones de 
aislamiento para lograr la mejor preservaciõn posible 
de los organelos, analizando numerosas alternativas. 
Mediante mediciones de consumo de 02 insensible a cianu-
ro, se evaluó la actividad de B-oxidación sobre ácidos 
grasos libres y sus derivados acil-CoA y acil-carnitina 
en condiciones de preservaciõn estructural y Hticas, 
con y sin suplementación de cofactores. Pudo establecer-
se que los acil-CoA no acceden libremente al interior de 
peroxisomas y no se logro demostrar el mecanismo de 
transporte activo postulado por otros autores. 
Estos hallazgos aportan evidencia en favor de la hipóte-
sis de que CoA y sus acil derivados no pasan a través de 
la membrana peroxisomal y que la transiocación de grupos 
acil hacia y desde la matriz dei organelo se realiza via 
acil-carnitina derivadas. 
Se concluye que la permeabilidad selectiva de la membra­
na, el pool intraperoxisomal de CoA+Ac-CoA y la activi­
dad de Ias Carnitina Acil Transferasas presentes en la 
matriz peroxisomal son factores preponderantes en la re-
gulación de la oxidación de ácidos grasos. 

Financiado por Proyecto DIUC 58/82. 

ALT3R ACIONES ÍÍ0L3CULARSS ESPECIFICAS EN CÉLULAS DE 
GLÂNDULAS PAROTIDAS HIPERTROFIADAS ( Specific molec­
ular modifications within calls of hypertrophic par­
otid glands ) . Lopez Solia, R.O., Kiranda, P., Gon­
zalez. M.J, y Alliende, C. Dpto. 3iologia Celular y 
Genética, Facultad de Medicina, Division de Ciências 
Médicas Norte, Universidad da Chila. 

La hipertrofia se define como el aumanto en la ma-
sa seca de un órgano, tejido o célula. Sn glândula 
parótida, entre muchas otras, asta respuar.ta no ha 
sido evaluada en términos moleculares. 

El isoproterenol, catecolamina 3 adrenérgica, in­
duce an forma relativamente específica el crecimien-
to de Ias glândulas parótidas de ratõn cuando se ad­
ministra diariamente por via i.p. a razón de 1 mg por 
animal. 

La evolución de la hipertrofia alcanza un plateau 
y se caracteriza por un aumento en Ias razones pre-
teina/DNA y RNA/LNA, diBminución de Ias razones alfa 
amilaaa/protaina y alfa aroilaei/DNA, mantención de 
la sensibilidad al isoproterenol y de su caracter de 
tejido secretor, y por la aparición y desaparición de 
polipáptidos específicos en Ias células. Secretagogos 
colinérgicos, como Pilocarpina, no inducen ninguna de 
estas modificaciones al ser administrados cronicamen-
te. La hipertrofia inducida por isoproterenol desapa­
rece paulatinamente con la suspension de la estimula­
ciõn crônica, fenômeno que se corresponde con una re-
cuperación cuantitativa y cualitativa da componentes 
moleculares particulares de Ias células normales. 

Estos resultados indican que la hipertrofia glan­
dular an parótidas de ratón no se debe a un stress 
secretorio crônico sino que a una acción propia dei 
isoproterenol relacionada a la modificación de com­
ponentes moleculares específicos de 1ocalización in-
tracelular. 

Proyactoe 3 1 6 5 1 - 8 3 1 3 , DDI T U. de Chile y 1 /82 
FNUD-UNE3C0 
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UN UETOVO ISOCRATICO, SIMPLE, REPRODUCIBLE V RÁPIDO PA­
RA ESTUDIAR METABOLISMO CE TESTOSTEROWA POR CROMATOGRA-
FIA LIQUIDA DE ALTA PRESION. (A.4imp£e, netíable and 
napid iiocnatic method to itudy tíitoitvwne, metaboliim 
by HPLC | . UanciZla, 3. y Gil, L. 
Vepantamento de. Bioquímica, facultad de. Medicina, UrU-
veAiidad de. Chile. 

La oxidaciân de. teitoiteAona en diieAe.nt<í& poiicio-
nei apaA.tntejne.nte ei mediada pon di^eAcntei eipeciei de 
citocnomo P-450, pncponcionando iu utudio una buena me­
todologia pana diitinguin enfie iáoenzimaó de citocnomo 
P-450. Loi imayoi nonmalmentc ie eíectáan mando iui-
tnato Hadi.oactA.vo y deteAminando loi metabolitoi pon. 
cnomatognaila en papel o en placa £tna. Eitai tícnicai 
ion engonnoiai y pn.opon.cA.onan una muy baja neioluciõn 
en la iepanaciân de loi di{e\entei metaboliXoi. 

Hemoi deianXjolSjado una ti.cni.ca pon iaie-icvema que 
penmite iepaAon. en fcon/m iiocnãtica tatoitenona y &ui 
metabolitoi pnincipatej,. El iolvente uiado due una 
mezcla de n-hexane e iiopnopanol. La teitoiteiwna y 
iui metabotiXoi eíuyen con loi iiguientei tiempoí de 
netenciõn; Ándnoitanediona 5.30 min, TeitoiteAona 7.45 
min. 2-@-hidnoxiteitoiteAona 7 3.45 min, 6-fS-hidnoxitei-
toiteAona 15.15 min, 16-«< -hidnexiteitoitexona 23.30 y 
7-°L-hidnoxiteitoitenona Z4.45 min. La neioluciõn en-
tne loi diittientei metabotitoi faue muy buena y vaniâ 
enfie 5. 963 y 7.625. La iíniibUÁáad dei mítodo vaniâ 
enfie 3.S y 14 ng pana tatoitenona y iui pnoductoi de 
OKidación. 

Eita tícnica ii/nple, nâpida y pneciia no nequieAcde. 
iuitnato nadioactivo y pnopondona una alta ieniibili-
dad pana utiidioi metabólicoi en pnepanaciona dediveA-
ioi tcjidoi y componente* ceíulana,. En nuutno labona-
tonio ha iido aplicada con bucn íxito pana eitudian 
loi alteAaciona en loi zipecia de citocnomo P-450 en 
(ligado de notai en diieAente atado nutnicional. 

financiado pon Pnouecto de SDCACI N° B-535-S35-5. 
UnivtKiiaaa de Chile. 

UN SISTEMA ACOPLADO PARA EL ESTÚDIO DE LA EX-
PRESION GENÉTICA BASADO EN LA FORMACION DEL 
PRIMER Dl- O TRIPEPTIDO (A coupled system to 
study gene expression based on di- and tri-
peptide formation). Meza-Basso,L., Robakis,N., 
Cenatiempo,Y., Brot,N., Weissbach,H. - Insti­
tuto de Bioquímica, Facultad de Ciências, 
Universidad Austral de Chile. Roche Institute 
of Molecular Biology. Nutley, N.J., U.S.A. 

Con el propósito de estudiar la regulación 
de la expresión genética, se han desarrollaüo 
diversos sistemas in vitro DNA dependientes 
que son capaces de sintetizar proteínas. 

En el presente trabajo se describe un sis­
tema simplificado que mide la formación dei 
primer di- o tripéptido característico dei 
produrto génico. El sistema está disenado 
utilizando factores de iniciación y elonga-
ción, RNA polimerasa, ribonucleósidos trifos-
fato, ribosomas, fMet-tRNA y DNA o mRNA como 
templado. La síntesis dei dipéptido o dei 
tripéptido se logra por la adición de Ias es­
pécies aminoacil-tRNA apropiadas. 

El sistema es más aplicable utilizando tcm-
plados con un número limitado de genes, e.g. 
plasmidios, fragmentos de restricción en don­
de se conozca la secuencia amino terminal. 
Un aspecto importante de este sistema es que 
puede ser utilizado como un ensayo cuantita-
tivo, rápido y específico de la cantidad de 
un mRNA templado particular presente en una 
mezcla de espécies de mRNAs. 

La formación del primer di- o tripéptido 
dei produrto genético involucra una transcrip-
ción exacta y una adecuada iniciación de la 
traducción, haciéndolo particularmente apro-
piado para estudiar regulación de la expre­
sión genética. 

BIOSINTESIS DE Z-FARNESOL EN FLAVEDO DE Citrus 
sinensis.(Biosynthesis of Z-Farneaol in Citrus 
sinensis flavedo).Pérez,L.M.(Depto.Bioqulmica, 
Fac. Cs.Bâs. y Farm. Univ. de Chile). 

La bioslntesis de Z-farnesol(Z-FOH) puede rea 
lizarse a partir de Z-farneailpirofosfato(Z-FPfl 
sintetizado por la preniltransferasa, o M e n a 
través de un mecanismo de isomerizaciSn redox a 
partir del correspondiente E-sesquiterpenoide 
sintetizado por el sistema enzimático.(Esquema) 

Un extracto libre de células de flavedo fres­
co de C.sinensis biosintetiza Z-FOH, en ausên­
cia de síntesis del correapondiente pirofosfa­
to, el Z-FPP. El sistema enzimático forma una ma 
yor proporciôn de Z-FOH si el sustrato inicial 
es el IPP.La 6 Ias enzimas necesarias para la 
bioslntesis dei Z-FOH se encuentran asociadas 
a una fraccifin soluble,obtenida por fracclona-
miento subcelular mediante centrifugacion dife­
rencial dei extracto fresco. 

No ha sido posible detectar una actividad de 
deshidrogenasa en Ias condiciones en que se ob-
tiene el Z-FOH,y la actividad de fosfatasa pre­
sente en el extracto es inespeclfica. Los resul 
tados sugieren la participación de un probable 
complejo polienzimatico.que se encontraria en 
una fracciôn soluble y que incluiria al menos 
Ias actividades de preniltransferasa,fosfatasa, 
deshidrogenasa e isomerasa. 

orop. 

•oro? 

OH 

Z-FOH 

OU -R>>0 

ANILLO DE SIMILITUD QUÍMICA DE SUSTITUCIÔN AMINQACIDICA 
CÓDIGO DEPENDIENTE. (Aminoacid chemical similarity 
ring code dependent). Pieber M. y Tohá J. Departamen­
to de Física, Facultad de Ciências Físicas y Matemáti­
cas, Universidad de Chile. 

Se describe, deduce y evalua un anillo de similitud 
química de aminoãcidos a partir de Ias frecuencias de 
sustituciôn de aminoãcidos en proteínas homólogas. La 
similitud encontrada se certifica en términos de simi­
litud en parâmetros físico-químicos. 

Se concluye que Ias sustituciones de aminoãcidos más 
frecuentes en proteínas corresponden a aminoãcidos mãs 
similares químicamente. 

Basandose en estimaciones teóricas sobre equilíbrio 
ceto-enólico de nuclefitidos y evidencias experimentales 
de la literatura, es posible inferir un correspondiente 
anillo de similitud para la sustituciôn mãs probable de 
codones. 

El valor de la desviación standar de las matrices 
que describe el anillo de similitud de aminoãcidos y de 
codones resulta practicamentè igual. La correlación 
encontrada para Ias sustituciones mãs frecuentes de ami 
noácidos y mãs probable de codones es analizada y discu 
tida en términos de restricciones impuestas por la es­
tructura dei código y de la mayor discrepância estructu 
ral existente a nivel de algunos codones que sin embar­
go codifican aminoãcidos mãs similares. 

Basado en estos resultados se intenta finalmente una 
explicación evolutiva para Ias sustituciones aminoáci-
das Cy codones) dei citrocromo en diferentes espécies. 

http://apaA.tntejne.nte
http://Hadi.oactA.vo
http://pn.opon.cA.onan
http://ti.cni.ca
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OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

ANTI-HEXOQUINASA B DE RANA. ( P r e p a r a t i o n a n d c h a r a c t e r ­
i z a t i o n o f m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s t o f r o g h e x o k i n a s e 
B ) . * P r e l l e r , A . , Í D e l o a n n e s , A. y * U r e t a , T . * D e p a r t a -
m e n t o d e B i o l o g i a , F a c u l t a d d e C i ê n c i a s B á s i c a s y 
F a r m a c ê u t i c a s , U n i v e r s i d a d d e C h i l e , $ D e p a r t a m e n t o d e 
B i o l o g i a C e l u l a r , P o n t 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 , S a n t i a g o . 

P a r a e s t u d i a r a l g u n o s p r o b l e m a s r e l a c i o n a d o s c o n l a 
f u n c i ó n i n v i v o d e h e x o q u i n a s a s e n o o c i t o s d e C a l y p t o -
c e p h a l e l l a c a u d i v e r b e r a , s e h i z o n e c e s a r i a l a p r e p a r a -
c i ò n d e a n t i c u e r p o s m o n o e s p e c í f i c o s . 

S e p u r i f i c o h e x o q u i n a s a B d e m ú s c u l o p o r c r o m a t o g r a -
f í a e n D E A E - c e l u l o s a , h i d r o x i a p a t i t a y C i b a c r o m F3GA-
S e p h a r o s e . La p u r i f i c a c i ó n f u e ~ 2 0 0 0 v e c e s y l a a c t i v i ­
d a d e s p e c í f i c a d e ~ 7 u n i d a d e s / m g d e p r o t e í n a ; l a p r e p a -
r a c i õ n p r e s e n t a b a u n a b a n d a p o r e l e c t r o f o r e s i s e n p o l i -
a c r i l a m i d a . S e i n y e c t ó h e x o q u i n a s a B p u r i f i c a d a a r a t o -
n e s B A L B / c s e g ú n un p r o t o c o l o e s t a n d a r d e i n m u n i z a c i ó n . 
L a s c é l u l a s d e i b a z o s e f u s i o n a r o n c o n c é l u l a s de 
m i e l o m a N S l - A g 4 / l y l o s h i b r i d o m a s r e s u l t a n t e s s e c l o n a -
r o n y c u l t i v a r o n e n m e d i o HAT c o m p l e t o . De 1 8 6 c l o n e s 
s e s e l e c c i o n a r o n 6 l i n e a s c e l u l a r e s q u e s e c r e t á b a n 
i n m u n o g l o b u l i n a s c o n r e a c c i ó n a n t i - h e x o q u i n a s a B , m e d i ­
d a p o r E L I S A . Una d e l a s l í n e a s ( 1 - A 6 ) p r o d u c e IgM. 
L a s c i n c o r e s t a n t e s { 1 - C 5 , 1 - D 5 , 2 - 8 1 , 2 - A 2 , 2 - C 5 ) 
p r o d u c e n IgG d e l a s s u b c l a s e s 1 y 3 . L a s IgG s e 
p u r i f i c a r o n p o r c r o m a t o g r a f í a d e a f i n i d a d e n p r o t e í n a 
A - S e p h a r o s e y l a IgM s e p u r i f i c o p a r c i a l m e n t e p o r 
p r e c i p i t a c i ó n c o n s u l f a t o d e a m o r n o . 

N i n g u n a d e I a s i n m u n o g l o b u l i n a s i n h i b i ó l a a c t i v i d a d 
e n z i m á t i c a d e i a n t í g e n o , l o q u e s u g i e r e q u e l o s 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 n o e s t á n d i r i g i d o s a l 
s i t i o a c t i v o . ( F i n a n c i a d o p o r p r o y e c t o B - 7 0 5 - 8 3 5 5 d e i 
D e p a r t a m e n t o d e D e s a r r o l l o d e l a I n v e s t i g a c i ó n , U n i v e r ­
s i d a d d e C h i l e , p o r e l P r o g r a m a PNUD-UNESCO C H I - 8 1 / 0 0 1 
y p o r e l F o n d o Nac i o n a l d e D e s a r r o l l o C i e n t í f i c o y 
T e c n o l ó g i c o ( P r o y e c t o 0 2 5 5 ) . 

C O M P A E A C T n N ENTRE H I S T O N A S DE E S T A D O S P R E C O C E S 
Y T A R D I O S D E L DE S AP ROLL 0 E'"BP TONAR TO PE T T T R A P Y 
P U S NT H E R , ( C o n n a r i s o n b e t v e e n t h e h i s t o n e s f r o m 
e a r l y a n d l a t e d e v e l o p m e n t a l s t a g e s o f T e t r a p y -
g u s n i g e r ) . P u c h i , v . , > ' a s s o n e , R . , I n o s t r o z a D . 
C a m b o a , S . e I m s c h e n e t z k y , M . D e p a r t a m e n t o d e 
P i o l o g í a M o l e c u l a r . U n i v e r s i d a d d e C o n c e p c í ó n . 

D u r a n t e l a e m b r i o p é n e s i s d e e r í z o s d e m a r s e 
n r o d u c e n c â m b i o s e n l n e x p r e s i ó n d e g e n e s p a r a 
h i s t o n a s : v a r i a n t e s d e h i s t o n a s p r e c o c e s ( t i p o s 
CS y t i p o s © O s o n t r a n s c r i t o s p r é v i o a l a e c l o -
s i ó n d e l o s e m b r i o n e s , p r e d o m i n a n d o p o s t e r i o r ­
m e n t e I a s v a r i a n t e s d e h i s t o n a s t a r d i a s ( t i i o s 

/ 3 , t y <f ) . C o n e l o b j e t o d e c o m p a r a r I a s v a r i a n 
t e s d e h i s t o n a s p r e s e n t e s e n c r o m a t i n a 'de e m b r _ i 
o n e s e n e s t a d o s d e s e g m e n t a c i õ n y d e l a r v a s o b -
t e n i d a s p o s t - e c l o s i ó n s e a i s l a r o n y c a r a c t e r i z a 
r o n I a s h i s t o n a s c o r r e s p o n d i e n t e s a a m b o s e s t a ­
d o s . 

S e s e l e c c i o n a r o n e m b r i o n e s a l e s t a d o d e d o s 
b l a s t õ m e r o s y l a r v a s a l e s t a d o d e p l u t e u s , s e 
p u r i f i c o l a c r o m a t i n a d e a m b o s e s t a d o s , o b t e -
n i ê n d o s e I a s h i s t o n a s c o r r e s p o n d i e n t e s p o r e x -
t r a c c i ó n c o n H T S O^ 0 . 4 N . E s t a s p r o t e í n a s , f u e ­
r o n p u r i f i c a d a s p o r e l e c t r o e l u c i õ n d e s d e g e l e s 
p r e p a r a t i v o s d e p o 1 i a c r i l a m i d a c o n t e n i e n d o áci_ 
d o a c é t i c o / u r e a / T r i t ó n D F - 1 6 , h i d r o l i z a d a s e n 
H C I 6 N y a n a l i z a d a s e n c u a n t o a s u c o m p o s i c i ó n 
e n a m i n o á c i d o s . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s i n d i c a n q u e I a s v a ­
r i a n t e s d e h i s t o n a s d e l a r v a s d e T e t r a p y g u s n i -
g e r d í f i e r e n n o t a b l e n e n t e d e h i s t o n a s h o m ó l o g a s 
p r e s e n t e s e n l o s e s t a d o s d e s e g m e n t a c i õ n . F s t a s 
d i f e r e n c i a s s e raatii f i e s t a n t a n t o e n s u s m o v í l i -
d a d e s e l e c t r o f o r ê t i c a s e n g e l e s u n i y b i d i m e n -
s i o n a l e s c o m o e n s u t a m a n o m o l e c u l a r y s u c o m n o 
s i c i n n e n a m i n o á c i d o s . 

F i n a n c i a d o p o r : P r o v e c t o s 2 0 3 1 0 2 - 2 0 3 1 0 6 U n i v e r s i 
d a d d e Concepcíón v 3/82 P,*HfD/UNESCO RLA 73/02/» 

VARIACION ISOENZTMATICA DE a-AMILASA DURANTE 

LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Araucária arau-

cana Y Araucária angustifolia (Variation of 

a-amylasa isoenzymes during seed germination 

of A. araucana and A. angustifolia) Salas, E_. 

y Cardemil, L. Departamento de Biologia, Fac, 

de Cs. Bis. y Farms., Universidad de Chile. 

En semillas de estas espécies de Araucárias, 

la principal reserva es el almidón y su degra 

dación durante Ias primeras 9 0 horas de imbi­

bición de la semilla está iniciada por Q-ami-

lasa. Ambas Araucárias tienen un origen co-

mún en el Jurásico y se establecieron como 

bosques relictuales durante el Terciario. 

Las isoenzimas de o-amilasa en semillas de 

ambas espécies se estudiaron por electrofore 

sis e isoelectroenfoque. Antes de la irabibi 

ción, las isoenzimas son cinco, idênticas 

para ambos tejidos pero distintas en ambas 

espécies. A Ias 1 8 horas de imbibición, cuan 

do la actividad de la enzyma presenta un máxi 

mo Ias formas isoenzimáticas son dos para A. 

araucana iguales en ambos tejidos y dos para 

el gametofito de A. angustifolia y con una 

forma en el embrión. A Ias 4 8 horas reaparece 

para ambas espécies y ambos tejidos el patrón 

de 0 tiempo de imbibición. Despuea de 9 0 horas 

de imbibición formas enzimáticas diferentes 

son detectadas en embrión respecto al gameto­

fito. 

Los câmbios encontrados se discuten de acuer 

do a las fluctuaciones de actividad enzimática 

de proteínas totales y a câmbios de gibereli-

nas. 

DINÂMICA DEL ANTÍGENO T EN LA SUPERFÍCIE DE CÉ­

LULAS TRANSFORMADAS POR SV40. (Dynamism of lar­

ge tumor antigen on the surface of SV40-trans-

formed cells). Santos, M. y Butel. J.S. Depart 

ment of Virology and Epidemiology, Baylor 

College of Medicine, Houston, Texas, U.S.A. 

Células transformadas por SV40 expresan un 

antígeno tumoral (ag-T). Este se concentra en 

el núcleo, pero tambiên se expresa en la super 

ficie, donde podrla tener un rol en la manten-

ción del estado transformado. Este rol podrla 

estar influenciado por el grado de estabilidad 

dei ag-T en la superfície celular. En este tra 

bajo se estúdio el recambio dei ag-T en la su­

perfície de células de ratón transformadas por 

SV40. Las células fueron marcadas con 1 2 5 j m e ­

diante la reacción catalizada por lactoperoxi-

dasa, o metabólicamente con ("̂  S) metionina. 

El ag-T de superfície fue detectado inmediata-

mente o a distintos intervalos después de la 

marcación. Las células marcadas fueron incuba­

das con anticuerpos específicos, los complejos 

antígeno-anticuerpo fueron solubilizados cor 

NP40 y precipitados con Staphylococcus aureus. 

Los antígenos fueron eluldos y analizados por 

electroforesis y autorradiografía. Los result^ 

dos obtenidos sugieren que el ag-T es inesta­

ble en la. superfície celular. EliminaciÓn y re 

posición de moléculas de ag-T parecen ser pro-

cesos constantes e independientes de enercría, 

aunque probablemente controlados por el arado 

de fluidez de la membrana plasmatica. 
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SÍNTESIS DE DNA Y ACTIVIDAD DNA POLIMERASA EN TR Y PANO -
SOMA CRUZ I . (DNA s y n t h e s i s and DMA polymerase a c t i v i t y 
i n Trypanosoma c r u z i . ) S o l a r i . A . , T h a r a u d . D . , Repet to , 
Y . , A l d u n a t e . J . , M o r e l l o , A . , L i t v a k T ? ^ Departamento de 
UTbquinr ica, F a c u l t a d de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d de C h i l e , 
IBCN, CNRS, F r a n c i a . 

E l p a r a s i t o Trypanosoma c r u z i es el agente e t i o l ó g i c o 
de la enfermedãd de Chagas, l a cua l es t r a n s m i t i d a en 
e l hombre por vectores dei gênero t r i a tonr ino . En e1 
c i c l o de v i d a dei p a r a s i t o se d i s t i n g u e n t r e s formas 
c a r a c t e r í s t i c a s : ep imast igo tes ( c u l t i v o ) , amast lgotes 
( i n t r a c e l u l a r ) y t r i p o m a s t i g o t e s ( t o r r e n t e sangüíneo de 
an ima les i n f e c t a d o s ) . Só lo l a forma t r i p o m a s t i g o t e es 
i n f e c c i o s a y a d i f e r e n c i a de I a s o t r a s dos no es p r o l l -
f e r a t i v a . 

El e s t ú d i o dei aparato e n z i m ã t i c o i m p l i c a d o en l a r e ­
p l i c a c i ó n dei DNA en estos organismos puede c o n s t i t u i r 
un es labón c r u c i a l en l a búsqueda de mecanismos que 
permitan c o n t r o l a r l a p r o l i f e r a c i ó n de es tos p a r á s i t o s . 
Hemos logrado p u r i f i c a r pa rc ia lmente desde formas e p i ­
mast igotes una a c t i v i d a d DNA po l imerasa capaz de r e c o -
nocer p re fe renc ia lmente m a t r i c e s como DNA a c t i v a d o , 
p o l i dA-dTi2 y po l i d C - d G y E s t a DNA pol imerasa es 
completamente r e s i s t e n t e a l a a f i d i c o l i n a , un i n h i b i d o r 
e s p e c í f i c o de l a DNA po l imerasa a ( i m p l i c a d a en l a r e ­
p l i c a c i ó n dei genomio n u c l e a r ) . S i n embargo, al e s t u -
d i a r e l e fec to de i n h i b i d o r e s en l a s í n t e s i s de DNA " i n 
v i v o " u t i l i z a n d o l a forma e p i m a s t l g o t e , observamos una 
f u e r t e i n h i b i c i ó n en p r e s e n c i a de a f i d i c o l i n a , l o que 
s u g i e r e l a p r e s e n c i a de una DNA po l imerasa en T. c r u z i 
que por ahora no hemos podido a i s l a r . En e s t a comuni-
c a c i õ n presentamos d i v e r s a s propiedades de l a DNA p o l i ­
merasa parc ia lmente p u r i f i c a d a a s í como dei s is tema de 
s í n t e s i s de DNA " i n v i v o " en T. c r u z i i n t a c t o s . 

Proyecto f i n a n c i a d o por CONICYT-CHILE y UNDP/WB/WHO/TDR. 

ESTÚDIOS DE UNION DE RNA POLIM3RASA DE BAL 31 A DNA DE 
PM2. (Binding studies of RNA polymerase of BAL 31 to PI12 
DNA). Susaeta.M., Bull,P. y Yudelevich,A.- Laboratório 
de Bioquímica, Universidad Católica de Chile. 

El DNA del fago PM2 es circular, altamente sobreen-
rollado y de pequeno tamano. Se estudiaron las caracte­
rísticas de interaction de la RNA polimerasa del huésped 
Alteromonas BAL 31, a este DNA. 

Se incubo la enzima purificada con DNA de PM2 a dis 
tintas condiciones de fuerza iônica y lueoo se digirió 
con HincII o HindIII. Los fragmentos de DNA fueron ana-
lizados por electroforesis en geles. En algunos casos, 
los fraçpnentos unidos a la enzima se separaron por fil -
tración en membrana de nitrocelulosa previo a la electro 
foresis. 

Usando la enzima HincII, se encuentran sitios re -
fractarios al corte a 0.69, 0.7 y 0.73 unidades de mapa 
(u.m.). Al aumentar la fuerza iônica, apareoen nuevas 
regiones protegidas hacia 0.64 u.m. y además se produce 
protección en la region de 0.2-0.3 u.m. Este mismo efec 
to se obtiene al aumentar la razón molar enzima/DNA, pe-
ro manteniendo la fuerza iônica original. Usando Kind 
III, se hace evidente un sitio de union a 0.54 u.m. jun­
to con otro menor a 0.73 u.m. Al aumentar la fuerza iô­
nica, aparece un tercer sitio a 0.63 u.m. Estos tres si 
tios también son detectados por retención ên filtros, 
sin embargo, sólo el primero resiste una incubación con 
heparina. La unión de la RNA polimerasa a todos estos 
sitios sólo se produce cuando se usa holoenzima y con 
DNA sobreenrollado. 

Ya que algunos sitios de unión fueron detectados só 
lo a alta fuerza iônica, es probable que este sea un 
efecto tanto sobre la enzima como sobre la estructura 
terciaria dei DNA. 

Experimentos de microsocpla electrõnica en curso 
permitirâhconfirmar la posición de estos sitios. 
Financiado por DIUC. 

METILACI0N IN VITRO DEL FACTOR DE EL0NGACI0N EF-Tu DE 
ESCHERICHIA COLI (In vitro methylation of the elongation 
factor EF-Tu from Escherichia coli). 

Toledo, H. y Jerez, C A . Departamento de Bioquímica, 
Facultad de Medicina Norte, Universidad de Chile. 

El factor de elongación EF-Tu une el aminoacil-tRNA 
al ribosoma, por lo cual es considerado como esencial 
durante la síntesis proteica. EF-Tu posee su lisina 56 
metilada, y como este aminoãcido se ubica próximo al s± 
tio de union del aa-tRNA al factor, se piensa que esta 
modificación podría tener algún papel en esta interac-
ción. El propósito inicial de este trabajo es estudiar 
por primera vez la enzima que efectúa este tipo de me-
tilación, descrita no sólo en procariontes sino también 
en EF-Io de eucariontes. 

Para obtener sustratos metilables, se incubaron cé­
lulas de E_. coli D-10 (met-) en presencia de etionina, 
análogo de metionina que se incorpora a Ias proteínas 
pero que no es capaz de metilar via S-adenosilmetionina 
(SAM). Como otra forma de obtener EF-Tu no meti lado,se 
sintetizo este in vitro a partir de DNA. La metilación 
de ambos EF-Tu sub-metilados se realizo en presencia de 
3H-metil-SAM y un extracto crudo (S-100) como fuente de 
enzima. Los productos se caracterizaron mediante inmu-
noprecipitación con suero anti-EF-Tu y análisis de los 
aminoácidos metilados después de hidrolizar Ias proteí­
nas. 

Encontramos que EF-Tu es metilable in vitro específi^ 
camente en el aminoácido lisina en forma de dimetil-lisi 
na. Resultados preliminares indican que es posible se­
parar mediante isoelectroenfoque dos formas de EF-Tu, 
que podrían diferir en su grado de metilación. Esto per 
mitirá medir sus funciones independientemente. Espera­
mos así poder determinar si existe un rol fisiológico 
para esta modificación química dei aparato traduccional. 

Financiado por Proyectos B-1065/8344 y PNUD/UNESCO/RLA 
78/024 N° 15-82. 

INHIBICIÓN ALOSTERICA POR GLUC0SA-6-F0SFAT0 DE LA REAC­
CIÓN REVERSA DE HEXOQUINASA DE CÉREBRO DE RATA. (Allo-
steric inhibition of brain hexokinase by glucose-6-
phosphate in the reverse reaction). *Ureta, T. t Lazo, 
P. y ÍSols, A. "Departamento de Biologia, Facultad de 
Ciências Básicas y Farmacêuticas, Universidad de Chile 
e tlnstituto de Enzimologia y Patologia Molecular del 
C.S.I.C., Facultad de Medicina, Universidad Autônoma 
de Madrid, Espana. 

Existe controvérsia acerca del mecanismo de la 
inhibición por Glc-6-P de la fosforilación de glucosa 
por algunas hexoquinasas. En vista que 2-desoxigluco-
sa-6-P (dGlc-6-P) o fructosa-6-P no son inhibidores, 
aunque las hexosas son buenos sustratos, se ha postula­
do la interacción de Glc-6-P con un sitio alostérico 
en la enzima. Por otra parte, el efecto de Glc-6-P es 
competitivo vs ATP, lo que podríe indicar interacción 
dei grupo fosfato del ester con el fosfato 7 de ATP 
en el sitio activo. 

Para dilucidar este problema se estúdio la reacción 
reversa de hexoquinasa de cérebro mediante un ensayo 
acoplado a glucosa-oxidasa-peroxidasa-cromógeno para 
la medición continua de glucosa y glicerol-quinasa-gli-
cerol para atrapar ATP. 

La variación de Glc-6-P a diferentes concentracio-
nes de ADP, resultó en curvas bifásicas, con marcada 
inhibición por "exceso de sustrato", con valores de 
Km y Ki ~ 0.2 mM. En cambio, la variación de dGlc-6-P 
produjo cinética hiperbólica (Km app ~ 2 mM). La Km 
app para MgADP fue ~16 mM cualesquiera fuera la 
naturaleza o concentración dei sustrato hexosa-6-P. 

Los resultados apoyan la postulación de u*i s i t i e 
alostérico para Glc-6-P. La inhibición competitiva 
por Glc-6-P vs ATP en la reacción directa podría 
deberse a la presencia de un sitio regulador para 
ATP. (Financiado por la Comisión Asesora para la 
Investigación Científica y por el Instituto de Coopera-
ción Iberoamericana, Espana). 
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ACTIVIDAD CALMODÜLINICA EN TUBERCULO DE S.tube­
rosum Y SU INTERACCION CON APIRASA. (Calmoduli-
nic activity in the 5.tuberosum tuber and its 
interaction with apyrase). Valenzuela,M.A;Anich 
M; Mancilla,M; y Traverso-Cori A. Departamento 
cTe Bioquímica, Facultad de Ciências Básicas y 
Farmacêuticas. Universidad de Chile. 

La calmodulina unida a C a ^ + es una proteína 
activadora de diversas quinasas, fosfodiestera-
sas y ATPasas la cual ha sido también descrita 
en tejidos vegetales. En el presente trabajo se 
muestra el aislamiento y caracterización de una 
proteína tipo calmodulina del tubérculo S.tube­
rosum var.Desirée y su interacción con apirasa 
proveniente dei mismo tejido. 

La purificación de esta posible calmodulina 
se realizo por precipitación 0-50 c o n ( N H 4 ) 2 S 0 4 * 
a un extracto de papa seguido de calentamiento 
a 100°C por 5 min. Finalmente se concentro 50 
veces por liofilización. En esta forma la pre-
paracion es estable mantenida a -18°C. 

La caracterizaciÔn de esta preparacifin con 
actividad calmodullnica se fundamento en el en 
sayo de activación de fosfodiesterasa de núcleo 
tidos cíclicos. Este liofilizado de papa Desi-
rêe presentó una curva de saturaciôn respecto 
a la activación de la fosfodiesterasa. También 
se encontro que la trifluoroperazine Inhibía 
la activación de la fosfodiesterasa produeida 
por esta proteína de acción semejante a la cal 
modulina. Se determino su PM el cual es s e m e - -

jante al descrito para otras calmodulinas. 

Las actividades ATPãsicas y ADPásicas de la 
apirasa mostraron una estimulaciÓn al preincu-
bar esta enzima con esta preparaciÓn tipo cal­
modulina, procedente dei tubêrculo de papa. 

Proyecto financiado por Fondo Nacional N°089/82 

ELIMINACION DE ELEMENTOS EXTRACROMDSCJKALES DE TERM3FIXOS 
EXTREMOS E IDENTIFICACION DE UNA NUEVA ESPÉCIE DE PLASMI 
DIO EN T. THERMOPHILUS HB8. (Plasmid curing in thermo -
philic bacteria and isolation of a new extrachrcmosomal 
clement from T. thermophilus HB8) V a s q u e 2,C. y Villanue 
va,J.- Laboratório de Bioquímica, Universidad de Santia 
go y Laboratório de Bioquímica, Universidad Católica de 
Chile. 

Como un intento por encontrar un marcador genético 
codificado por pTT8 (6,0Melai) y/o pTF62 (6,8 M3al) pre­
sentes en T^ thermophilus HB8 y T\_ flavus AT-62 respecti 
vãmente, se probaron vários agentes que promueven la eli 
minación o curación de plasmidios en bactérias mesofíli-
cas. De los agentes utilizados que incluyeron drogas in 
terçaiantes oomo anaranjado de acridina y bromuro de eti 
dio, y antibióticos como rifampicina y novobiocina, solo 
la aplicación de este ultimo resultó en la eliminación 
de pTT8 y pTF62 a una frecuencia aproximada de 0.5% en 
ambos casos. Estúdios fenotípicos comparativos llevados 
a cabo entre Ias células silvestres y curadas frente a 
una gran variedad de condiciones experimentales, no arro 
jaron diferencias detectables. 

En el transcurso de estos experimentos, un segundo 
plasmidio (pW8) presente en T\_ thermophilus HB8 fue 
identificado. Mediante anâlisis por electroforesis en 
geles de agarosa y microscopía electrónica, se calculo 
un peso molecular de 47,0 Mdal para p W 8 . La posibili-
dad que este último sea un multímero de pTT8, el otro 
plasmidio presente en la misrrta cepa, fue descartada me­
diante el anâlisis con endonucleasas de restrieción. 

En contraste, el anâlisis exhaustive de lisados 
aclarados obtenidos de T̂ _ flavus AT-62, han confirmado 
la presencia de solamente pTF62. 

Financiado por DIUC y por el Programa CHI 81-001, 
PNUD, UNESCO. 

TRANSCRIPCION IN VITRO DE GENES DE tRNA- DE LEVADURA 
EN UH SISTEMA H0MDL0Q0. (In vitro transcription of yeast 
tRNA*3 genes in an homologous system). Wilkens,M., 
Moenne,A., Valenzuela,P., Venegas,A. y Bull,P.- Laborato 
rio de Bioquímica, Universidad Católica de Chile. 

La transcripeión de genes de tRNA en eucariotes re -
guiere la presencia de RNA polimerasa III y factores de 
transcripeión. En un ensayo in vitro, estos son aporta­
dos por un extracto celular. En una cccnunicación ante -
rior presentamps resultados de transcripeión in vitro de 
genes de tRNA™ de levadura con un extracto de células 
HeLa. En la presente comunicación hemos corplementado 
estos estúdios usando un- extracto de levaduras para defí 
nir un sistema homólogo. 

Se incubo extracto con diverso^ genes de tRNA^ e en 
presencia de nucleotides, NaCl, Mg 2 y GTP-cr-[32P] por 
tiempos adecuados. El RNA sintetizado se extrajo y se 
separo en geles de acrilamída-urea, localizândose Ias 
bandas por autoradiografía. Estas se cuantificaron mi -
diendo su radiactividad. 

Se demostro que la transcripeión es específica usan­
do como controles un gen cortado en un extremo de su re­
gion codogénica e incubando con a-amanitina. De los 9 
genes analizados, tres son muy eficientes (clones 4,6 y 
*13), dos transcriben pobremente (clones 9 y 10) y cuatro 
no transcriben (clones 5,11,14 y 16). Por estúdios ciné 
ticos se determino que primero se sintetiza un precursor, 
el cual se procesa a un produeto maduro sin intrón a tra 
vés de intermediários. Estúdios de competência usando 
como competidor fragmentos de DNA que contienen mitades 
de un gen que no se transcribe, sugieren que la mitad 3' 
secuestra factores de transcripeión. 

Estos resultados demuestran que para estúdios de re 
gulación de la transcripeión es importante el uso de un 
sistema homólogo, ya que algunos resultados obtenidos 
en este estúdio difieren notablemente de los obtenidos 
con el extracto HeLa. Financiado por DIUC. 

TRANSCRIPCION HOMOLOGA IN VITRO DE UN FRAGMENTO DE DNA 
DE THERMUS THERMOPHILUS CLONADO EN pBR322. (Homologous 
in vitro transcription of a DNA fragment from Thermus 
thermophilus cloned in pBR322).- Yariez,L., Davagnino,J., 
Gonzalez,E., Sanchez,H., Cross,D., Lira,P. y Venegas,A.-
Laboratorio de Bioquímica, Facultad de Ciências Biológi­
cas, Pontificia Universidad Católica de Chile. 

Hemos clonado previamente un fragmento de DNA de 
Thermus thermophilus, analizado parcialmente su secuen -
cia de bases y su funcionalidad por transcripeión con la 
RNA polimerasa de EL poli. 

En la presente comunicación se muestra la secuencia 
de la region transcrita por la enzima termofílica (-̂ 400 
pares de bases) y además, parte de la region promotora. 
Se ha localizado por anâlisis de la secuencia y experi -
mentos de transcripeión con la enzima homóloga, un DOSÍ-
ble promotor termofílico. Esta zona comparte caracterís 
tieas típicas de los promotores de E_̂  coli y de hecho es 
también utilizada por la enzima mesofílica. 

La secuenciación dei DNA se realizo por el método 
de Max am y Gilbert. Los experimentos de transcripeión 
específica in vitro se analizaron en un sistema en geles 
de poliacrilamida-urea 8M para separar los fragmentos de 
RNA marcados con [32P]-a-GTP y visualizarlos por autora­
diograf ía. La purificación de'la enzima se hizo por mé­
todos clásicos, incluyendo un paso final muy eficiente 
en DNA celulosa. El anâlisis de la secuencia se abordo 
mediante programas de computación específicos. 

Nuestro esfuerzo final se enfoco bacia la explica -
ción de varias espécies menores de la RNA polimerasa ter 
mofílica que varían en composición y estequiometría de 
subunidades y que se obtienen en cromatografía en DNA CG 
lulosa. Un anâlisis funcional de estas espécies median­
te transcripeión específica podrá arrojar luz sobre el 
origen, funcionalidad de ellas, así como también dei re-
querimiento de subunidades. 
Financiado por DIUC, Proyecto 71/82 y Fondo Nacional de 
Ciências,. Proyecto 653/82. 
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ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA ADENILATO CICLASA, 
(Monoclonal antibodies to adenylate cyclase). 

R.Attar, M.Torruella, C.Eisenchlos, M.M.Flawiá y H.N. 
Torres. 

Instituto de Investigaciones Bioquímicas "Fundación 
Campomar", INGEBI-CONICET y FCEN-UBA. Buenos Aires, 
Argenti na. 

Utilizando preparaciones purificadas de la adenila-
to ciclasa de Neurospora crassa se nan preparado anti-
cuerpos monoclonales contra la misma. El anticuerpo 
inhibe a la enzima sin necesidad de un segundo anticuer­
po; tiene especificidad cruzada contra la enzima de 
Mucor rouxii y de Trypanosoma cruzi y no inhibe a la 
ciclasa soluble de testículo de rata o de membranas de 
eritrocitos de ave. 

Con la obtención del clon productor del anticuerpo 
y la amplificación del mismo se logro purificar y ca­
racterizar la inmunoglobulina secretada por ensayos in-
munoenzimáticos (E.L.I.S.A.), observándose que se tra­
ta de IgG. Además, se prepararon columnas de afinidad 
agarosa-anticuerpo obteniéndose la retención específica 
de la adenilato ciclasa de Neurospora crassa. 

Por procedimientos similares se prepararon anti-
cuerpos monoclonales contra la adenilato ciclasa de 
Trypanosoma cruzi. La caracterización del mismo se efec-
tuó en forma similar a la enzima de Neurospora. Por me­
dio de una cromatografía de inmunoafinidad se logro 
obtener una substancial purificación de esta enzima en 
una sola etapa. 

INCIDÊNCIA DEL METABOLISMO SOBRE ALGUNOS PROCESOS DE 
LA FECUNDACION EN OVOCITOS DE ANFÍBIO (Incidence of 
metabolic behaviour upon some fecundation processes in 
amphibian oocytes). Bühler,M.I.,Petrino,T.§ Legname.A. 

Instituto Superior de Investigaciones Biológicas.Depar­
tamento de Biologia del Desarrollo (INSIBIO).CONICET. 
U.N.T. Tucumán. Argentina. 

Los ovocitos celómicos de Bufo arenarum presentan dos 
tipos diferentes y alternativos de comportamiento meta-
bólico estrechamente relacionados con las variaciones 
estacionales.En efecto, durante el período otono-in-
viemo, estos ovocitos presentan un comportamiento-meta 
bólico similar al de los tejidos diferenciados de la ~ 
misma espécie, mientras que durante el período primave-
ra-verano o de reproducción, adquieren el comportamien­
to que metabólico que caracteriza al huevo en segmenta-
ción. 

Existe una estrecha relación entre el tipo de metabo­
lismo presente en el ovocito y su capacidad para ini­
ciar la segmentación.Es así, que solo aquellos ovocitos 
que han adquirido el metabolismo característico dei pe­
ríodo reproductor son capaces de segmentar. 

El objetivo de este trabajo es estudiar comparativa­
mente en ovocitos celómicos de inviemo y verano algu-
nos de los procesos involucrados en la fecundación, 
desde el punto de vista morfológico. Los resultados in-
dican que los fenômenos de activación, formación dei 
pronúcleo masculino y síntesis de DNA ocurren normal­
mente en ambos tipos de ovocitos. Por el contrario la 
capacidad dei citoplasma para inducir la formación dei 
áster a partir dei centríolo espermático esta limitada 
solo a aquellos ovocitos con un comportamiento metabó­
lico propio dei período reproductor. 

RECONSTITUCION DEL SISTEMA "HOLOCICLASA" POR FUSION DE 
LA "PROTOCICLASA" DE EUCARIOTES INFERIORES CON LA SU-
BUNIDAD "R" Y "G" DE MAMÍFEROS (Reconstitute of the 
"Holocyclase" system by fusion of a low eucariotic 
"protocyclase" with the R. and G subunits from liver 
and erythrocyte membranes). 

M.Torruella, C.Eisenchlos, R.Attar, M.M.Flawiá y H.N. 
Torres. Instituto de Investigaciones Bioquímicas "Fun­
dación Campomar", INGEBI-CONICET Y FCEN - UBA, Buenos 
Aires, Argentina. 

Las "Protociclasa" de Eucariotes inferiores se carac 
terizan porque no responden a guanil-nucleótidos, toxi­
na del.,cólera, fluoruro y hormonas, y son dependientes 
de Mn '. Tal es el caso de las enzimas de Neurospora 
crassa y Trypanosoma cruzi. El componente catalítico 
(C) de la adenilato ciclasa de Neurospora puede inte-
raccionar con el componente regulatorio (G) de dicha 
actividad y con el receptor (R) existentes en extractos 
de detergentes de membrana de eritrocitos de ave. Como 
consecuencia de esta interacción se reconstituye un 
sistema R-G-C que responde a agonistas adrenérgicos, 
toxina dei cólera, F , Gpp(NH)p, utilizando como sus­
trato el ATP-Mg + +. 

Mediante procedimientos de fusion, en presencia de 
polietilenglicol 6000 se reconstituyó además un sistema 
"holociclasa" entre membranas plasmáticas de hígado de 
rata y membranas de Trypanosoma cruzi o de la cepa 
"slime" (sin pared celular) de Neurospora. En ambos ca­
sos se consiguió acoplar la subunidad G y el receptor 
R de mamíferos al componente C dei eucariote inferior. 
El sistema responde entonces a ATP-Mg + +, toxina dei có­
lera y forskolina (activadores de G y de C, respectiva­
mente) y es sensible a guanil-nucleótidos y a distintas 
concentraciones de glucagon. La respuesta es dependien-
te de la cantidad de fosfolípidos agregados durante la 
fusion. 

F0SF0RILACI0N DE LA PROTEÍNA RIB0S0MAL S f i DURANTE LA 

GERMINACION DE Z00SP0R0S DE Blastocladiella emersonii 

(Phosphorylation of ribosomal protein S^ during 

Blastocladiella emersonii zoospores germination.)Bonato, 

M.C.M., Maia.J.C.C. y Juliani ,M.H. Departamento de Bio­

química, Instituto de Química, Univ. de São Paulo. 

Ribosomes isolated from B.emersonii zoospores contain 
30 different proteins in the 4US subunit and 38 proteins 
in the 60S subunit. Ribosomal proteins were identified 
according to the method of "four corners" of Madjar et 
al. (Molec. gen. Genet. 171: 121, 1979). Protein Sg of 
the small ribosomal subunit was the major phosphoprotein 
of B.emersonii ribosomes. In zoospore most of the Sg 
migrated in the unphosphorylated position, with a small 
amount in the first and second derivatives (Sg a and Sgh). 
If the ribosomes were isolated from zoospore in the 
absence of NaF and phosphate, Sg was completely 
unphosphorylated. Accompanying the germination of 
zoospores in a growth medium we observed a continuous 
increase in Sg phosphorylation with the appearance of 
maximally phosphorylated Sg derivatives (Sg<j, Sg c). 
However, phosphorylation did not occur when the 
germination was induced in inorganic salt solution. After 
completion of germination, the shift from this inorganic 
solution to a growth medium led to the appearance of the 
derivatives Sg c and Sgj. Conclusion: The phosphorylation 
of Sg that occurs during the zoospore germination is not 
required for the resumption of protein synthesis 
occurring in the transition round cell — • gernling. 
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