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Conferência Inaugural 

R-55 

LAS MICROCINAS: UNA NUEVA FAMÍLIA DE 
ANTIBIÓTICOS (The Microcins: A new family 
of antibiotics). 
Asensio, Carlos y Baquero, Fernando. 
I n s t i t u t o de Enz imo log í a (CSIC) , Facul -
tad d e Medic ina , Univers idad A u t ô n o m a 
y Servicio d e Microb io log ic , C e n t r o Ra
m o n y Cajal, Madr id , Espana . 

Una al ta p r o p o r c i ó n de en te robac te r i a s 
aisladas del c o n t e n i d o in tes t inal h u m a n o 
secre tan en los m é d i o s de cu l t ivo substan
cias an t ib ió t icas de bajo peso molecu la r , 
que h a n sido d e n o m i n a d a s microcinas 
( B B R C 69: 7 , 1976) . La p r o d u c c i ó n y la 
a u t o i n m u n i d a d a es tos an t ib ió t i cos en Ias 
cepas p r o d u c t o r a s , es tán codif icadas p o r 
p lásmidos (JB 135: 3 4 2 , 1 9 7 8 ; 141: 1 0 1 5 , 
1980) . 

La acción an t ib ió t ica de Ias mic roc inas es 
m u y p o t e n t e sobre espécies f i logenética-
m e n t e p r ó x i m a s (Sa lmonel la , P r o t e u s , Shi
gella, Klebsiel la y o t ras) y ocas iona lmen te 
son activas sobre o t ras familias bac te r ianas . 
El m e c a n i s m o de acc ión es m u y diversifica
d o , d e p e n d i e n d o dei t i po de mic roc ina . 
P u e d e n afectar el t r a n s p o r t e y el nivel 
energé t ico (Mcc 140 y 5 0 9 n ) , D N A ( 1 7 ) , 
b ios ín tes i s de p r o t e í n a s (15 m y 5 0 9 a) y 
p r o b a b l e m e n t e o t r o s niveles. Las es t ruc tu-
ras de Ias microc inas q u e h a n s ido purif ica
das m u e s t r a n ser o l igopép t idos o der ivados 
de aminoác idos . 
La evidencia d isponib le indica q u e Ias 
microc inas pa r t i c ipan ac t i vamen te en la 
co lon izac ión y homeos tas i s del ecos is tema 
bac te r i ano dei t r a c t o digestivo h u m a n o . 

Simpósio Internacional 

NUCLEOTIDOS CÍCLICOS EN LA ACCIÓN HORMONAL 

MECHANISM OF PROTEIN KINASE ACTIVA
TION BY HORMONES WHICH ELEVATE 
CYCLIC AMP OR CYCLIC GMP. 
Corbin, J.D.; Rannels, S.R.; Robinson-
Steiner, A.M.; Holloway, R. and Beebe, 
S. H o w a r d Hughes Medical In s t i t u t e , 
Dep a r tmen t of Phys io logy , Vanderb i l t 
Univers i ty , Nashville, T N 3 7 2 3 2 USA. 

B o t h of t h e m a i n i sozymic forms ( t ypes I 
and II) of c A M P - d e p e n d e n t p r o t e i n k inase 
con t a in a d imer ic regu la to ry s u b u n i t ( R ) 
and t w o ca ta ly t ic subun i t s (C) . T h e R 
s u b u n i t inhibi t s t h e C subun i t , b u t w h e n 
h o r m o n a l e levat ion of cAMP occurs , c A M P 
binds to R and causes release of t h e act ive 
C w h i c h t h e n ca ta lyzes var ious int racel lular 
p r o t e i n p h o s p h o r y l a t i o n reac t ions . T h e 
c G M P - d e p e n d e n t p r o t e i n kinase has a s t ruc
tu re similar t o t h a t of t h e cAMP e n z y m e 
excep t t h a t the R and C c o m p o n e n t s are 
l inked b y p e p t i d e b o n d . Of significant 

cu r r en t in te res t is t h e m e c h a n i s m b y wh ich 
cAMP o r cGMP in te rac t s w i th t h e respect
ive R to cause C act iva t ion . I t is n o w 
k n o w n t h a t t h e R c o m p o n e n t of e i ther 
e n z y m e con t a in s t w o in t racha in cAMP or 
cGMP binding sites; t hus , t he re is a to ta l of 
four sites in each h o l o e n z y m e . These in
t racha in sites are shown t o b e di f ferent 
wi th respec t t o the ra te o f d issocia t ion of 
b o u n d cAMP o r cGMP, t h e s lower c o m 
p o n e n t being d e n o t e d as Site 1 and the 
faster one as Site 2 . It is also found t h a t t h e 
sites are different wi th respect t o cAMP or 
cGMP analog specifici ty. I t c a n also b e 
s ta ted t h a t b ind ing of cycl ic nuc leo t ide t o 
e i ther Site 1 o r 2 of t h e cAMP e n z y m e 
causes a large s t imula t ion of b ind ing t o t h e 
o t h e r site in a coopera t ive m a n n e r . I t is 
suggested t h a t the site selectivity of t h e 
analogs allows for expe r imen ta l exaggera
t ion of a p h e n o m e n o n wh ich reflects an 



R-56 SIMPÓSIO INTERNACIONAL 

i m p o r t a n t physiological effect, i.e., cAMP 
b ind ing to one si te s t imula tes t h e o t h e r t o 
b ind dur ing h o r m o n a l e levat ion of this 
cycl ic nuc leo t ide . Using the isolated t y p e I 
cAMP i sozyme , c o m b i n a t i o n s of cer ta in 
Site 1-selective and Si te 2-selective analogs 
are synergist ic in s t imula t ing p r o t e i n k inase 
act ivi ty. Th i s synergism suggests t ha t b o t h 
sites are involved in p r o t e i n kinase activa
t ion . Synergism b e t w e e n t w o different site-
selective analogs is also o b t a i n e d in the 
l ipolyt ic effect of t h e e x o g e n o u s analogs in 
ad ipocy tes , imply ing t h a t b o t h c A M P 
binding sites are involved in t h e physio logi 
cal response t o h o r m o n e s which elevate 
cAMP in vivo. This conc lus ion is also 
s u p p o r t e d by the observa t ion t ha t b ind ing 
of a Si te 2-selective analog in hea r t ex t rac t s 
is no t s t imula ted b y perfus ion of t h e hea r t s 
wi th ep inephr ine , p r e s u m a b l y because after 
cAMP elevat ion Sites 1 and 2 are occup ied 
a p p r o x i m a t e l y equal ly in t h e cell 
( S u p p o r t e d in pa r t b y N I H G r a n t AM 
15988 , Juveni le Diabe tes F o u n d a t i o n , and 
Diabe tes Research and Tra in ing Cen te r 
G r a n t AM 0 7 3 8 3 ) . 

RECENT PROGRESS IN THE KNOWLEDGE OF 
STRUCTURE AND FUNCTION OF LOWER 
EUCARYOTIC ADENYLATE CYCLASE. 
Flawia, MirthaM., I n s t i t u to de Investiga-
ciones B i o q u í m i c a s " F u n d a c i ó n C a m p o -
m a r " , INGEBI -CONICET y F a c u l t a d d e 
Ciências Exac tas y Natura les , Buenos 
Aires, Argen t ina . 

Neurospora crassa adeny la te cyclase is 
M n 2 + - d e p e n d e n t , and insensit ive t o f luoride 
and guanyl nuc leo t ides . This e n z y m e is 
only par t ia l ly associated to sed imen tab le 
fract ions and i t can be ob t a ined from 
Neurospora mycel ia l s t rains as a soluble 
en t i ty . In add i t ion , th is cyclase has b e e n 
purif ied b y p rocedu re s t h a t d o n o t requ i re 
t h e use of de t e rgen t s ; i ts molecu la r weight 
is 2 0 2 . 0 0 0 . 

Purified p r epa ra t i ons of Neurospora soluble 
adeny la t e cyclase has been used for t h e 
p r o d u c t i o n of m o n o c l o n a l an t ibod ies . A 
m o n o c l o n a l a n t i b o d y has been o b t a i n e d 
t ha t inh ib i t s adeny la t e cyclase from Neu
rospora, Trypanosoma cruzi and Muccor 

Rouxii, b u t n o t t h e M n 2 + d e p e n d e n t , solu
ble adeny la t e cyclase from rat tes tes . 
On the o t h e r h a n d , the Neurospora, m e m 
brane-associa ted , adeny la t e cyclase is able 
to in t e rac t w i t h c o m p o n e n t s of de te rgen t 
ex t r ac t s f rom t u r k e y e r y t h r o c y t e ghosts . 
T h e r e c o n s t i t u t e d cyclase sys tem is cataly-
tically active in the p resence of M g 2 + and it 
is ac t iva ted b y G p p ( N H ) p plus i sopro te re 
no l and f luoride. Dose-response curves for 
i sopro te reno l and f luor ide wi th t h e re
c o n s t i t u t e d sys tems were similar t o t hose 
r epor t ed for avian e r y t h r o c y t e and liver 
m e m b r a n e s respect ively. 

CYCLIC NUCLEOTIDES AND MEIOTIC MA
TURATION OF AMPHIBIAN OOCYTES. 
Jordana, X.; Allende, C.C.; Olate, J.; 
Allende, J.E.— D e p a r t a m e n t o de B ioqu í 
mica , Division Ciências Médicas N o r t e y 
F a c u l t a d de Ciências Básicas y Fa rma
cêut icas , Univers idad de Chile. 

T h e m a t u r a t i o n of amph ib ian o o c y t e s is 
i nduced by p r o g e s t e r o n e b y a m e c h a n i s m 
w h i c h differs from t h a t general ly accep ted 
for s teroid h o r m o n e ac t ion . P roges te rone 
acts on t h e ex te r io r surface of the o o c y t e 
and t he re is cons iderab le evidence wh ich 
indicates t h a t t h e h o r m o n e triggers a de
crease in t h e cAMP levels of t h e cell. 
A d e n y l a t e cyclase has been charac te r ized in 
a pa r t i cu la t e f ract ion o b t a i n e d from full 
g rown o o c y t e s . T h e e n z y m e is ac t ivated by 
NaF, G M A P ( N H ) P and cho le ra tox in . 
T h e o o c y t e e n z y m e , b u t n o t t h a t p re sen t in 
t h e su r round ing follicle cell layer , is in
h ib i ted 3 0 to 60% b y 10 juM proges t e rone 
w h e n measu red in t h e p resence of 
G M P - P ( N H ) P , o r w h e n cho le ra toxin-
act ivated e n z y m e is m e a s u r e d in t h e pre 
sence of G T P . N o inh ib i t ion is observed 
w h e n cyclase is measu red w i th M n C l 2 o r 
N a F . P roges t e rone l eng thens t h e lag 
observed wi th G M P - P ( N H ) P ac t iva t ion . 
P roges te rone c o n c e n t r a t i o n s w h i c h inh ib i t 
adeny la t e cyclase are c o m m e n s u r a t e w i th 
those t ha t i nduce m a t u r a t i o n . Small oocy
tes w h i c h d o n o t m a t u r e w i th h o r m o n e , d o 
have a d e n y l a t e cyclase which is inh ib i t ed 
by p roges t e rone , b u t t o a lesser e x t e n t . 
A l t h o u g h t h e m e c h a n i s m b y w h i c h proges-
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t e rone inhibi t s a d e n y l a t e cyclase is n o t 
fully u n d e r s t o o d , it is clear tha t guan ine 
nuc leo t ides are requ i red a n d t ha t t h e acti
va t ion of the e n z y m e b y these nuc leo t ides 
is a l te red b y t h e h o r m o n e ( F i n a n c e d b y 
t h e F o r d F o u n d a t i o n , U N D P / U N E S C O 
pro jec t C H I / 8 1 / 0 0 1 and t h e Univers i ty of 
Chile) . 

AUTOPHOSPHORYLATION OF CYCLIC AMP-
DEPENDENT PROTEIN KINASE FR0M5/as-
tocladiella emersonii ZOOSPORES. 
Maia, J.C.C.*; Gomes, S.L.*; Juliani, 
M.H. * and Rangel-Aldao, R. ** 
* D e p a r t a m e n t o de B ioqu ímica , Ins t i tu 

to de Química-USP-C.P . 2 0 7 8 0 - S . 
Paulo-Brasil . 

** C e n t r o de Invest igaciones Biomédicas , 
Univers idad de Carabobo-Maracay-
Venezue la . 

Using a c o m b i n a t i o n o f c h r o m a t o g r a p h i c 
and sucrose dens i ty g rad ien t t e chn iques , 
u n d e r careful ly con t ro l l ed c o n d i t i o n s of p H 
and p ro t ea se inh ib i to r s , we d e m o n s t r a t e d 
t ha t the re is on ly one form of cyclic 
A M P - d e p e n d e n t p r o t e i n kinase (cAMP-PK) 

in t h e cy toso l ic f ract ion of B. emersonii 
z o o s p o r e s . T h r o u g h t h e u s e o f 
8 - N 3 - [ 3 2 P ] - c A M P , a pho toa f f in i t y label for 
the regula tory subun i t of cAMP-PK, a 
major p r o t e i n b a n d of Mr = 5 8 , 0 0 0 cou ld 
be localized b y a u t o r a d i o g r a p h y of SDS-
p o l y a c r y l a m i d e gels of pho toa f f in i t y 
labeled c r u d e ex t rac t s . This p r o t e i n b a n d 
c o - c h r o m a t o g r a p h e d o n DEAE-cel lu lose 
wi th b o t h c A M P - d e p e n d e n t p h o s p h o t r a n s 
ferase and cAMP-binding activit ies, s t rongly 
suggesting t ha t this Mr = 5 8 , 0 0 0 p r o t e i n is 
t h e regula tory subun i t of t h e cAMP-PK of 
B. emersonii. F u r t h e r m o r e , the regula tory 
subun i t , l oca ted by 8 - N 3 - [ 3 2 P ] - c A M P incor
p o r a t i o n , co-migra ted o n uni-and bi -dimen-
sional gel e lec t rophores i s w i th an endo-
genously p h o s p h o r y l a t e d p r o t e i n of Mr = 
5 8 , 0 0 0 . cAMP par t ia l ly inh ib i ted endo
genous p h o s p h o r y l a t i o n of t h e Mr = 
5 8 , 0 0 0 p r o t e i n in semi-purif ied cAMP-PK 
p repa ra t ions , provid ing firm evidence t ha t , 
ana logous t o t h e t y p e II cAMP-PK of 
m a m m a l i a n cells, t he cAMP-PK of B. emer
sonii is able t o ca ta lyze t h e phosphory l a 
t i o n of i ts 5 8 , 0 0 0 d a l t o n regula tory sub-
un i t . S u p p o r t e d by grants from F A P E S P , 
F I N E P , C O N I C I T & Projec t P N U D / U N E S -
C O R L A 7 8 / 0 2 4 . 

Simpósio Internacional 

ORGANIZACION Y EXPRESION GENICAS 

IN VITRO TRANSCRIPTION OF YEAST 
tRNAP h e GENES (Transcription in vitro de 
genes de tRNAP h e de levadura). 
Bull, P.; Sanchez, H.; Valenzuela, P. and 
Venegas, A. L a b o r a t ó r i o de B i o q u í m i c a , 
D e p a r t a m e n t o Biologia Celular , Pont i f í 
cia Univers idad Catól ica d e Chile. 

In e u k a r y o t i c organisms, R N A po lymerase 
I t ranscr ibes high molecu la r weight r R N A , 
R N A po lymerase II , h n R N A or m R N A and 
R N A po lymerase III , t R N A s and 5S R N A . 
These th ree e n z y m e s differ in sensit ivity 
t owards a -aman i t in , a fact which has faci
l i ta ted the i r s tudy . 
When using c loned e u k a r y o t i c genes , it has 
been s h o w n tha t besides t h e respect ive 

R N A po lymerase , the presence of t ranscr ip
t ion factors is requ i red for specific t rans
c r ip t ion . The re are a t least two factors 
requi red for specific t R N A t ranscr ip t ion . 
A n o t h e r factor , specific for 5S R N A gene, 
has b e e n purif ied t o h o m o g e n e i t y . I t b inds 
to a cen t ra l region of t h e c loned gene . This 
region is essential for t r ansc r ip t ion initia
t ion (an in t ragenic p r o m o t e r ) . Recen t ly , 
evidences have been p resen ted which indi
ca te t ha t t R N A genes c o n t a i n an in t ragenic 
split p r o m o t e r . 

We have b e e n s tudy ing t h e in vitro t rans
c r ip t ion of yeas t t R N A p h e genes us ing 
HeLa cell free ex t rac t s , wh ich c o n t a i n R N A 
po lymerase III and t r ansc r ip t ion factors , in 
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order t o s tudy , in a second stage, t h e effect 
of regions on t r ansc r ip t ion in t h e yeas t 
t R N A P h e family. 
T w o con t ro l s were pe r fo rmed for tes t ing 
t r ansc r ip t ion specificity. T h e first one in
c luded an assay in t h e p resence of different 
a m o u n t s of a -amani t in , a selective inh ib i to r 
of e u k a r y o t i c R N A polymerases . R N A po
lymerase II is very sensitive t o this po i son ; 
R N A p o l y m e r a s e HI shows a m o d e r a t e 
sensit ivity ( 2 0 0 ng/ml) and R N A po lymera 
se I is res is tant t o h igh c o n c e n t r a t i o n s of 
a -aman i t in . T h e second c o n t r o l cons is ted in 
cu t t i ng inside t h e gene wi th res t r ic t ion 
enzymes , t h u s separa t ing t h e t w o c o n t r o l 
regions necessary for specific t ranscr ip t ion . 
When increasing D N A c o n c e n t r a t i o n in t h e 
assay m i x t u r e , t h r ee k inds of behav iour 
were observed d e p e n d i n g on t h e c lone 
used . T h e first t y p e p resen t s a l inear 
cor re la t ion b e t w e e n D N A c o n c e n t r a t i o n 
and t ranscr ip t p r o d u c t i o n , t h e second one 
reaches a p la t eau and t h e th i rd is inh ib i t ed 
by an excess of D N A . 
When pe r fo rming a k ine t i c s t u d y , i t was 
seen t h a t p recur so r synthes is is l inear in 
some c lones , whi le in o the r s it reaches a 
p la t eau af ter an i n c u b a t i o n pe r iod . 
T h e sizes of p recu r so r t ranscr ip t s and p ro 
cessing p r o d u c t s of all c lones were deter 
m i n e d . Also , a p r o b a b l e in vitro process ing 
mechan i sm is p r o p o s e d . 
In conc lus ion , a p p r o p r i a t e c o n d i t i o n s were 
d e t e r m i n e d for fur ther s tudy ing the effect 
of s o m e regions on t r ansc r ip t ion in t h e 
yeas t t R N A P h e family ( S u p p o r t e d b y 
DIUC). 

SPERMIOGENESIS, AS A MODEL OF CELL 
DIFFERENTIATION. 
Burzio, Luis O.; Vera, Juan C; Concha, 
IJona I.; Brito, Monica and Zuvic, Tatia-
na. I n s t i t u t o de B ioqu ímica , F a c u l t a d de 
Ciências, Univers idad Aus t ra l de Chile , 
Valdivia, Chile. 

Spermatogenes i s in m a m m a l s is a highly 
c o m p l e x process of cell d i f ferent ia t ion 
which involves the fol lowing s teps: migra
t i o n of the p r imord ia l germ cells t o t h e 
gonadal ridge, active m i t o t i c pro l i fe ra t ion 
and spe rma togon ia renewal , t h e me io t i c 

profase and t h e t w o reduc t ive me io t i c 
divisions, and spermiogenesis . T o us , t h e 
last process represents one of t h e m o s t 
d r ama t i c cascade of morpho log ica l t rans
fo rmat ion of a cell ( spe rmat id ) t o p r o d u c e 
the highly d i f fe rent ia ted s p e r m a t o z o a . 
T o a p p r o a c h t h e molecu la r bases of this 
fascinating process of d i f ferent ia t ion w e 
have deve loped simple p rocedu re s t o 
isolated t h e major fibrillar s t ruc tu res of t h e 
m a m m a l i a n sperm tail , such as t h e O u t e r 
Dense F i b e r C o m p l e x ( O D F ) and the Fi
b r o u s Shea th ( F S ) . T h e ra t spe rm O D F 
con ta ins six p o l y p e p t i d e s w i th M.W. of 
8 7 , 0 0 0 ; 3 0 , 4 0 0 ; 2 6 , 0 0 0 ; 1 8 , 4 0 0 ; 13 ,000 
a n d 11 ,500 . These six p o l y p e p t i d e s 
accoun t for a b o u t 35% of t h e t o t a l sperm 
pro te ins . T h e s t ruc tu ra l features of these 
fibers as well as the i r possible funct ional 
role will be discussed. 

S tud ies o n the b iosynthes i s in vivo of the 
O D F p o l y p e p t i d e s have s h o w n tha t t h e 
i n c o r p o r a t i o n of t h e newly syn the t i zed 
p o l y p e p t i d e i n t o t h e assembling fibers t ake 
place pr imar i ly in t h e second half of 
spermiogenesis . T h e b iosyn thes i s of these 
p ro te ins as well as the t r ansc r ip t ion of the i r 
co r re spond ing m R N A will be discussed 
( S u p p o r t e d b y G r a n t D I U A C H RS-79-20 
and S-82-01). 

METHYLATION OF RIBOSOMAL PROTEINS 
IN SEVERAL SPECIES. 
Jerez, C.A.; Amaro, A.M.; Mardones, E. 
and Sanhueza, S. D e p a r t a m e n t o d e Bio
q u í m i c a , Division Ciências Médicas Nor
te , F a c u l t a d de Medicina , Univers idad de 
Chile. 

T h e m e t h y l a t i o n of t h e ribosomal c o m 
p o n e n t s has been descr ibed in Escherichia 
coli and a l though the biological significance 
of th is m e t h y l a t i o n is n o t clearly unders 
t o o d , the re is evidence indica t ing t h a t these 
modi f i ca t ions migh t be i m p o r t a n t for t h e 
assembly of t h e r ibosomal par t ic le . In 
add i t ion , several of t h e E. coli m e t h y l a t e d 
p ro t e in s are k n o w n t o have i m p o r t a n t 
r ibosomal funct ions . 
I t these pos t - t rans la t iona l modi f i ca t ions of 
t h e ribosomal p ro t e in s have in fact a 
funct ional or s t ruc tu ra l role , o n e migh t 
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e x p e c t t o find t h e m in m o s t organisms and 
p e r h a p s m e t h y l a t i o n si tes m a y be con
served. 
We the re fo re have ana lyzed and ident i f ied 
the r ibosomal p ro t e in s t h a t are m e t h y l a t e d 
from several species. In o r d e r t o c o m p a r e 
w h i t h E. coli we s tud ied t h e fol lowing 
p r o c a r y o t e s ( eubac t e r i a ) : Bacillus subtilis, 
Bacillus stearothermophilus and Alteromo-
nas espejiana. Halobacterium cutirubrum 
was ana lyzed as an a rchaebac te r i a and t h e 
euca r io t e Euglena gracilis was also s tud ied 
for b o t h i ts cy top l a smic and ch loroplas t ic 
r ibosomal p r o t e i n s . 
Two-d imens iona l po lyac ry l amide gel elec-
t r o p h o r e t i c analysis revealed in general a 
preferent ia l m e t h y l a t i o n of t h e larger r ibo
somal subun i t p ro t e in s . It was ev iden t t ha t 
a " t y p i c a l " p a t t e r n of m e t h y l a t i o n is p re 
sent in all t h e eubac te r i a s tudied . In addi
t ion , several p ro t e in s k n o w n t o b e s t ruc
tural ly and funct iona l ly h o m o l o g o u s in 
eubac te r ia were m e t h y l a t e d in all cases. 
Analysis of t h e m e t h y l a t e d a m i n o acids in 
one of these ribosomal p ro t e in s showed 
t h e m t o be qual i ta t ive ly t h e same in G r a m 
posi t ive and G r a m negat ive bac ter ia . 
T h e m e t h y l a t i o n p a t t e r n o f t h e ch lorop las t 
ribosomal p ro t e in s r e sembled t h a t of 
eubac te r ia , s u p p o r t i n g t h e idea of t h e 
e n d o s y m b i o t i c origin for this organel le . 
O u r resul t s i nd i ca t e a g o o d degree of 
conse rva t ion for t h e m e t h y l a t i o n of r iboso
ma l p ro t e in s and in general agree w i t h t h e 
idea t h a t t h e r e is one-for-one h o m o l o g y 
a m o n g t h e ribosomal p ro t e in s of eubac te r i a 
(as a m o n g t h e R N A s ) . 
H. cutirubrum r i bosomes show a different 
m e t h y l a t i o n p a t t e r n for the ribosomal 
p r o t e in s w h e n c o m p a r e d wi th eubac te r ia 
and e u k a r y o t e s , suppor t i ng t h e p o s t u l a t e 
t ha t t h e a rchaebac te r i a c o n s t i t u t e a new 
line of descen t ( S u p p o r t e d b y G r a n t 
B 1 0 6 5 8 2 3 4 , SDCYCA, Univers i ty of 
Chile) . 

THE STRANGE DIVERSITY OF AMINOACYL-
tRNA SYNTHETASES. 
Labouesse, B. I n s t i t u t de Biochimie Ce-
llulaire e t Neu roch imie . C N R S . Universi-
t é de B o r d e a u x II . F r ance . 

T h e a m i n o a c y l - t R N A syn the t a se s are by 
necessi ty p resen t in every cell, p r o c a r y o t i c 
or euca ryo t i c , in o rde r t o ensure t h e p r o p e r 
f o r m a t i o n of t h e 20 cogna t e aminoacy l -
t R N A s which have t o t rans la te t h e genet ic 
i n fo rma t ion . T h e y all ca r ry o u t t h e same 
overall chemica l reac t ion . Y e t the i r MW 
ranges from 4 2 k d t o 3 8 0 k d and the i r 
subun i t s t r uc tu re from a to a 2 / 3 2 . Most b u t 
n o t all of t h e m synthes ize an i n t e r m e d i a t e 
aminoacy l adeny la t e be fore t ransfer ing the 
aminoac id t o t R N A ; some of t h e m b u t n o t 
all co r rec t r ecogn i t ion er rors b y h y d r o l y t i c 
degrada t ion of t h e w r o n g a d e n y l a t e or t h e 
wrong a m i n o a c y l - t R N A so t ha t t h e final 
e r ror is ma in t a ined at a low level ( < 0 .1%). 
Depend ing on t h e e n z y m e t h e 2 ' o r t h e 3 ' 
O H of t h e accept ing t e rmina l adenos ine is 
aminoacy la t ed . C o m p l e m e n t a r y ca ta ly t ica l 
p rope r t i e s are found in s o m e cases: t h e 
pheny la l any l e n z y m e from E. coli m a k e s 
A p p p p A in the p resence of z inc ions b u t 
does n o t p resen t a high affinity for z inc. 
T h e t r y p t o p h a n y l e n z y m e f rom beef b inds 
t ight ly zinc b u t does n o t synthes ize A p 4 A . 
T h e t r y p t o p h a n y l e n z y m e forms a u n i q u e 
c o m p l e x w i t h D N A po lymerase a b o t h in 
animal and in p l an t s b u t n o t in E. coli. Half 
of t h e t w e n t y syn the ta ses are found in 
euca ryo t i c cell h o m o g e n a t e s as h igh m o 
lecular weight c o m p l e x e s b u t s o m e o f t h e m 
are n o t found in such c o m p l e x e s n o r are 
t hey found in p roca ryo t e s . Sequence dupl i 
ca t ions are p resen t in several b u t n o t in all; 
th is is n o t re la ted t o t h e length of the 
p e p t i d e chain . 

In t h e case of o l igomeric e n z y m e s of a 2 / 3 2 

t y p e one of the subun i t con ta ins t h e active 
site b u t t h e role of t h e o t h e r subun i t is 
u n k n o w n . When t h e syn the ta se is of the a 2 

t y p e ca ta ly t ic equivalence of the t w o sub-
uni t s can b e observed in o n e case and o n 
the c o n t r a r y hal f of t h e sites react ivi ty is 
exh ib i ted in o t h e r cases. An t i coope ra t i ve 
behav iour t o w a r d s t h e aminoac id is found 
for the euca ryo t i c t r y p t o p h a n y l e n z y m e . I t 
is n o t so for t h e h o m o l o g o u s p roca ryo t i c 
p ro te in . So far each syn the ta se seems t o 
have developed its o w n way t o ope ra te . In 
this ta lk we will descr ibe s o m e of ou r 
recen t d a t a on t h e p roper t i e s of t h e beef 
t r y p t o p h a n y l - t R N A syn the t a se , conce rn ing 
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t he in t e rac t ions of this e n z y m e w i t h t h e 
c o g n a t e t R N A and t h e o t h e r subs t ra tes of 
t h e reac t ion . 

THE INVOLVEMENT OF tRNA-SPECIFIC 
FACTORS IN DNA SYNTHESIS: The exam
ples of DNA polymerase a and reverse trans
criptase. 
Litvak, Simon; Castroviejo, Michel; Ta-
rragó-Litvak, Laura and Araya, Alejan
dro. In s t i tu í de Biochimie Cellulaire et 
Neu roch imie d u C .N .R .S . B o r d e a u x , 
F r a n c e , and D e p a r t a m e n t o de B ioqu ími 
ca, F a c u l t a d de Medic ina , Univers idad de 
Chi le , Sant iago , Chile. 

T h e process of D N A rep l ica t ion involves a 
great n u m b e r of p r o t e i n factors l ike D N A 
po lymerases , gyrases, D N A b ind ing p r o 
te ins , ATPases , R N A po lymerases (pri-
mases) , e tc . Recen t ly i t has b e e n found , in 
t h e high molecu la r weight form of an imal 
D N A po lymerase a, a close associat ion of 
this e n z y m e wi th a t r y p t o p h a n y l - t R N A 
syn the ta se act ivi ty. Th i s f inding has been 
re la ted t o t h e capac i ty of some a m i n o -acyl 
t R N A syn the tases t o synthes ize t h e nu
cleoside A p p p p A which is k n o w n t o b ind 
specifically t o D N A po lymerase a and is 
cons idered as a posi t ive g r o w t h signal in 
prol i ferat ive t issues. 
In o u r l a b o r a t o r y we have found t ha t a 
form of p l a n t p o l y m e r a s e a purif ied ex ten
sively f rom w h e a t e m b r y o s is closely 
associated t o t r y p t o p h a n y l - t R N A syn the 
tase. N o o t h e r syn the t a se is found in the 
po lymerase c o m p l e x . T h e o t h e r t h r ee DNA 
po lymerases we have purif ied from w h e a t 
germ are free of syn the ta se act ivi ty. When 
the syn the t a se and po lymerase activit ies are 
separa ted from each o t h e r i ts is possible t o 
observe a s t rong s t imu la t ion of D N A po ly
merase act ivi ty by the specific syn the t a se . 
T h e detai ls of this s t imu la t ion will b e 
discussed as well as s o m e pre l iminary re
sults conce rn ing t h e associa t ion of X e n o p u s 
laevis D N A po lymerase a and t r y p t o p h a 
n y l - t R N A syn the ta se . We have failed u p to 
n o w in t h e search of an A p p p p A b ind ing 
p r o t e i n in o u r p r epa ra t i ons of whea t D N A 
po lymerase a. 
We have also s tud ied a n o t h e r t y p e of 
p ro te in -nuc le ic acid in te rac t ions involving 

t h e specific r ecogn i t ion of t R N A by a 
R N A - d e p e n d a n t - D N A p o l y m e r a s e (reverse 
t ranscr ip tase) purif ied from an avian re t ro
virus. O n e subun i t of reverse t ranscr ip tase 
is involved in the b ind ing of t R N A T r P 
which serves as p r imer for t h e synthes is of 
the c o m p l e m e n t a r y s t r and of D N A . This 
i n t e rac t ion leads t o t h e select ion of specific 
t R N A s i n t o the vir ion as well as the 
pos i t ion ing of p r i m e r t R N A on t h e viral 
g e n o m e t e m p l a t e . 
T h e analogies b e t w e e n these t w o D N A 
b i o s y n t h e t i c sys tems will be discussed as 
well as o t h e r examples of t h e invo lvement 
of tRNA-l ike s t ruc tu res and (or ) t R N A -
specific p r o t e i n factors in nucle ic acid 
b iosynthes i s . This w o r k has b e e n s u p p o r t e d 
b y t h e Univers i ty o f Chile, I N S E R M 
( F r a n c e ) , and C .N.R.S . (F rance ) . 

ANALYSIS OF ASSEMBLY AND STRUCTURE 
OF THE LARGE RIBOSOMAL SUBUNIT BY 
MEANS OF TOTAL RECONSTITUTION. 
Nierhaus, Knud H. and Nowotny, V., 
Max-Planck- Ins t i tu t für Molekula re Ge-
ne t ik , A b t . W i t t m a n n , Ber l in-Dahlem. 

The large subun i t ( 50S) f rom E. coli riboso-
mes consis ts of 3 2 different p ro t e in s and 
t w o R N A molecu les (5S and 2 3 S R N A ) . A 
fully active par t ic le can be r e c o n s t r u c t e d 
from these separa ted c o m p o n e n t s u n d e r 
def ined incuba t ion c o n d i t i o n s ( to t a l re-
c o n s t i t u t i o n ) . Assembly analysis: On ly t w o 
p ro t e in s can b ind i n d e p e n d e n t l y t o 23 S 
R N A t h u s s ta r t ing t h e cou r se of the 
a s s e m b l y . A r g u m e n t s are p re sen ted 
showing t ha t ju s t t w o " in i t i a t o r p r o t e i n s " 
are o p t i m a l in p resence of t h e in excess 
synthes ized r R N A . Five p ro t e in s are 
essential for early assembly reac t ions . All 
five p ro te ins b ind to t h e 5 '-end of 23 S 
R N A indica t ing t h a t early assembly re
ac t ions a l ready o c c u r dur ing 2 3 S R N A 
synthesis and before t h e synthes is of 23 S 
R N A is c o m p l e t e d (assembly grad ien t a long 
23S R N A ) . Final ly , t h e assembly de
pendenc ie s c o m p o n e n t for c o m p o n e n t have 
been unravel led accumula t ing in t h e 50S 
assembly m a p . Th i s assembly m a p prov ides 
t h e first exp l ana t i on for t h e s t range gene 
organisa t ion of t h e ribosomal p ro te ins . 
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S t r u c t u r e analysis : N e u t r o n s are different ly 
sca t te red b y p r o t o n s ( ' H) o n t h e one h a n d 
and by d e u t e r o n s ( 2 H) and all o t h e r ele
m e n t s occur ing f requen t ly in biological 
spec imen o n t h e o t h e r h a n d . This effect has 
been ut i l ized in the fol lowing expe r imen ta l 
s t ra tegy: R N A and p r o t e i n s of the 50S 
s u b u n i t we re derived f rom t w o different 
cell ba t ches wh ich h a d been f e rmen ted a t 
t w o different D 2 O c o n c e n t r a t i o n s , respect
ively. T h e resul t was t ha t deu t e r a t ed p r o 
te ins and d e u t e r a t e d R N A had n o w t h e 
same dens i ty for a n e u t r o n b e a m . 50S 
subun i t s were r e c o n s t i t u t e d from these 
d e u t e r a t e d mater ia l s con ta in ing e i the r t w o 
or one p r o t o n a t e d p ro te ins . T h e c o n c e p t 
has b e e n p roven successfully for b o t h 
d is tance m e a s u r e m e n t s b e t w e e n the t w o 
p r o t o n a t e d p r o t e i n s w i th in t h e 5 OS subun i t 
and , for t h e first t i m e , d e t e r m i n a t i o n of 
form p a r a m e t e r s o f individual ribosomal 
p ro t e in s in situ. 

m o r e t h a n o n e p e p t i d y l - t R N A can b e pre 
sent p e r r i b o so me (exclus ion pr inc ip le for 
p e p t i d y l - t R N A bind ing) . T w o aminoacy l -
t R N A ' s can be b o u n d s imul taneous ly t o 
t h e classical A and P sites, whereas for 
deacy la ted t R N A ' s th ree b ind ing sites exist , 
besides A and P sites an addi t iona l site 
which we t e r m E site (E from ex i t ) . T h e 
filling sequence is P, t h a n E and finally A 
site. Kine t ic e x p e r i m e n t s of p r o t e i n syn
thesis and analyses of t h e t rans loca t ion 
reac t ion have p roven t ha t 1) in t h e pre - and 
pos t - t rans loca t iona l s t a te s tat is t ical ly t w o 
t R N A molecu les are p resen t pe r r i bosome , 
and 2 ) deacy la ted t R N A is n o t released 
from the P site b u t t rans loca ted to t h e E 
site. F u r t h e r m o r e , evidence is p resen ted 
tha t t h e trigger for t h e release of deacy
lated t R N A from the E site is n o t t h e EF-G 
d e p e n d e n t t r ans loca t ion b u t t h e c o d o n -
d e p e n d e n t b ind ing of a m i n o a c y l - t R N A to 
the A site. 

NEW ASPECTS OF THE RIBOSOMAL ELONGA
TION CYCLE. 
Rheinberger, Hans-Jõrg; Schulze, Hart-
mut and Nierhaus, Knud H., Max-Planck-
Ins t i t u t für Molekula re Gene t ik , A b t . 
W i t t m a n n , Ber l in-Dahlem. 

The q u e s t i o n w h i c h of the 3 4 different 
c o m p o n e n t s of t h e large subun i t (5 OS) are 
involved in t h e pep t idy l t rans fe rase act ivi ty 
has b e e n ana lyzed b y m e a n s of to ta l 
r e c o n s t i t u t i o n . T w o strategies were em
p l o y e d , single omiss ion tes ts and t h e 
analysis o f a 'm in ima l par t ic le ' . The results 
revealed t h a t on ly five p ro t e in s and 23 S 
R N A were essential for r econs t i t u t i on of 
pep t idy l t rans fe rase act ivi ty t h u s def ining 
these c o m p o n e n t s as pep t idy l t rans fe rase 
cand ida tes . F u r t h e r m o r e , a first mo lecu la r 
m o d e l for t h e r ibosomal pep t idy l t rans fe ra 
se was derived from t h e k n o w n p r o t e o l y t i c 
m e c h a n i s m of serine pro teases . 
T h e n u m b e r of t R N A b ind ing sites was 
d e t e r m i n e d separa te ly for p e p t i d y l - t R N A 
( A c P h e - t R N A ) , aminoacy l - tRNA (Phe-
t R N A ) and deacy la ted t R N A p h e . Sur
prising resul t s were o b t a i n e d : Pep t idy l -
t R N A can b e b o u n d t o e i ther A or P si te, 
but u n d e r physiological c o n d i t i o n s n o t 

OCCURRENCE AND PROBABLE ORIGIN OF 
PSEUDOGENES IN THE HUMAN 0 TUBULIN 
GENE FAMILY. 
Venegas, Alejandro; Pichuantes, Sergio; 
Gomez, Isabel; Bull, Paulina and Valen-
zuela, Pablo. L a b o r a t ó r i o de B ioqu ímica , 
Pont i f íc ia Univers idad Catól ica de Chile. 

F r o m a human ' gene b a n k c o n s t r u c t e d in 
t h e vec tor phage C h a r o n 4 A , we have 
isolated n ine c lones carry ing c o m p l e m e n t a 
ry sequences t o 0 tubu l in ch icken c D N A . A 
pre l iminary s t ruc tura l analysis of s o m e of 
these c lones , based on res t r ic t ion digests 
fol lowed b y S o u t h e r n hybr id iza t ion , indi
cates t ha t th is is a dispersed gene family. 
We have ob t a ined the c o m p l e t e sequence of 
c lone 0-9, and par t ia l sequence in fo rma t ion 
for c lone 0 2-3. Bo th s t ruc tu res appea r t o 
be pseudogenes . In the case of c lone 0-9, 
t h e coding sequence is a l tered b y four s top 
c o d o n s , six shor t de le t ions and t w o one-
base inser t ions . C lone 0 2-3 con t a in s so far 
t w o s top c o d o n s and o n e base de le t ion . 
Recen t ly a n o t h e r g roup has r e p o r t e d an 
addi t iona l 0 t ubu l in p s e u d o g e n e dis t inct 
from ours , wh ich carries one s t o p c o d o n 
and o n e base de le t ion . These changes are 
loca ted at different pos i t ions in t h e cod ing 
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regions of t h e these pseudogenes . We have 
used D N A from c lone 0-9 as a t e m p l a t e for 
in vitro t r ansc r ip t ion and n o R N A synthesis 
was d e t e c t e d . 
In a d d i t i o n to t h e changes in t h e cod ing 
region, th is gene seems to have lost i ts 
capac i ty t o be t ranscr ibed . 
It is well k n o w n tha t m o s t euka ryo t i c genes 
con ta in i n t r o n s ; in teres t ingly the 0 t ubu l i n 
pseudogenes s tudied so far d o n o t have 
t h e m . This charac ter is t ics was un t i l n o w 
shared only b y a few euka ryo t i c genes 
cod ing for p ro t e in s like h u m a n h i s tones , 
yeast c y t o c h r o m e c, h u m a n in te r fe ron and 
pseudogenes derived f rom sequences cod ing 
for m o u s e a g lobin and i m m u n o g l o b u l i n 
chain . E lec t ron mic roscope observa t ions 
from o the r s seems t o ind ica te t ha t s o m e 
in t rons are p re sen t in 0 t ubu l in genes. 
I t has been suggested t h a t pseudogenes 
arise from dup l ica ted genes (wide occur ren
ce in mul t igene families) b y accumula t i on 
of p o i n t m u t a t i o n s and some inser t ion and 
de le t ion events . This exp lana t ion however , 
will hard ly a c c o u n t for t h e exis tence of 
pseudogenes w h i c h have cleanly lost the i r 
original i n t rons as is the case for an a 
globin pseudogene and as it also appears t o 
be the case for 0 t ubu l i n pseudogenes . 
We and o the r s have suggested t ha t h u m a n 0 
tubu l in pseudogenes lacking in t rons m a y 
have arisen via re t rovirus t ranspos i t ion . A 
processed 0 tubu l in m R N A was p robab ly 
reverse t ranscr ibed , r ecombined w i th viral 
DNA and s o m e h o w p u t b a c k i n t o t h e 
cellular g e n o m e . Some s t ruc tu ra l features 
of the su r round ing sequences suppor t th is 
hypo thes i s . 

O u r cu r r en t w o r k is focused to d e t e r m i n e 
the actual s t r uc tu re of t h e h u m a n 0 t ubu l i n 
gene(s) . S u p p o r t e d b y DIUC. 

CARACTERIZAÇÃO DAS EXTREMIDADES 5' 
E 3' DA MENSAGEM E DE MUTAÇÕES NO 
GENE DO CITOCROMO b E NO syiT 
G116-40 NA MITOCONDRIA DE LEVE
DURA. 
Nóbrega, Marina P., Bon jardim. Gáudio 
A. e Nóbrega, F.G. B i o q u í m i c a — Insti
t u t o de Q u í m i c a — Univers idade de São 
Paulo — Brasil. Tzagoloff, Alexander 
( D e p a r t m e n t of Biological Sciences — 

C o l u m b i a Univers i ty — N e w York -
USA.) 

A invest igação d o g e n o m a m i t o c o n d r i a l da 
levedura d e p e n d e u da ut i l ização de m u t a n -
tes c i top lasmát i cos p róp r io s que faci l i taram 
sobremane i ra a sua análise funcional e 
molecu la r . Resu l t ados su rp reenden te s fo
ram o b t i d o s c o m o o e n c o n t r o de genes 
divididos; a p resença de regiões codi f icado-
ras em in t rons , suger indo a exis tência de 
p r o d u t o s p r imár ios e secundár ios de t r adu
ção ; o uso par t icu la r de ce r tos c o d o n s 
ab r indo exceções na universal idade do códi
go gené t ico e o f u n c i o n a m e n t o da m a q u i n a 
ria de t r a d u ç ã o u t i l i zando u m n ú m e r o 
r e d u z i d o de t R N A s o q u e p e r m i t e c o n t e m 
plar possibi l idades de in te ração c o d o n -
a n t i c o d o n mais flexíveis d o q u e as pos tu la
das pela h ipó t e se clássica d o " w o b b l e " . 
Esses achados d e p e n d e r a m em grande pa r t e 
da d e t e r m i n a ç ã o da e s t ru tu ra p r imár ia da 
região codi f icadora de genes mi tocondr i a i s . 
No m o m e n t o nossos e s tudos se o r i e n t a m 
n o sen t ido de carac ter izar os p r o d u t o s de 
t ranscr ição e seu p r o c e s s a m e n t o , assim co
m o localizar, ã o nível da seqüênc ia de 
D N A , as a l terações ex i s ten tes em m u t a n t e s 
mi tocondr i a i s de interesse, pa ra es tabe lecer 
u m a cor re lação es t ru tura - função precisa. 
Verif icouse q u e : 

1. O " l e a d e r " d o m R N A d o c i t o c r o m o b 
t em cerca de 9 4 0 n u c l e o t í d e o s e sua 
e x t r e m i d a d e 3 ' apresen ta u m a c a u d a de 
110 n u c l e o t í d e o s . Para os genes oli 1 e oxi 
1 o c o m p r i m e n t o d o " l e a d e r " é de 195 e 
56 n u c l e o t í d e o s respec t ivamente . 
2 . O m R N A d o c i t o c r o m o b é p roces sado 
pela e l iminação sucessiva dos dois i n t r o n s 
em q u a l q u e r o r d e m . 
3 . O m u t a n t e de e x o n M l 7 - 1 6 2 (c i toc ro 
m o b ) apresen ta t rês a l te rações de u m a 
ún ica base n u m a e x t e n s ã o de 169 n u c l eo t í 
deos conf igurando as subs t i tu ições T h r n 2 

->• L e u ; T h r 1 2 7 -»• l ieu e G l y 1 6 8 -> Arg. 
4 . O m u t a n t e s y n " G l 16-40 c o r r e s p o n d e a 
a l te ração n o gene d o t i ros i l - tRNA m i t o c o n 
drial. N ã o h á aminoac i lação de t i ros ina n o 
m u t a n t e e m b o r a o t R N A defe i tuoso apre
sen te mob i l i dade e le t roforé t ica n o r m a l e 
e x t r e m i d a d e 5 ' idên t ica ao t i p o selvagem. 
A u x í l i o f inanceiro: F A P E S P , C N P q e 
F I N E P . 
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FOSFORILACION DE FOSFOFRUCTOQUINASA DE MUSCULO EN RATO 
NES NORKALES V DIABÉTICOS. (Phosphorylation of muscle 
phosphofructokinase in normal and diabetic mice). Ba-
zaes.S. y Robert Kemp.- The Chicago Medical School, 
North Chicago y Universidad Católica, Santiago, Chile. 

La fosfofructoquinasa de músculo y de hígado es 
fosforilada in vitro o in vivo y la fosforilación de 
la enzima de hígado está asociada con una menor a c t i W 
dad catalítica. Con el objeto de conocer las propieda^ 
des de la enzima fosforilada de musculo y comparar el 
estado de fosforilación con el animal diabético, se p̂ j 
rificó la fosfofructoquinasa de músculo de ratones nojr 
males (C57BL/KsJ) y geneticamente diabéticos (C57BL/ 
KsJ-db), inyectados con fosfato-P 3 2. 

La enzima de ambos grupos de a.iimales, homogênea 
por PAGE-SDS, en DEAE Sephadex se resolvió en forras 
con bajo y con alto contenido de fosfato. La activi-
dad específica de cualquier forma de enzima a pH 8.2 
es la misma, pero no así Ias propiedades alostéricas 
medidas a pH 7A, en que Ias formas con alto contenido 
de fosfato presentaron mayor sensibilidad a la inacti-
vación por ATP y un mayor Sg p- para la fructosa-6-foS-
fato. El contenido de fosfato encontrado en la enzim 
fue de 0.13 ± 0.032 y de 0.275 ± 0.102 moles de P/mol 
de subunidad, para los animales normales y diabéticos 
respectivamente. 

Se concluye que la fosfofructoquinasa de músculo 
presenta actividad disminuída cuando está fosforilada, 
a pH fisiológico. Además, mayor contenido de fosfa^ 
to encontrado en la enzima dei animal diabético puede 
estar asociado con una menor actividad glicolítica en 
el músculo de estos animales. 

LOS AMINOACIDOS EXCITATORIOS GLUTAMATO, KAINA 
TO Y N-METIL ASPARTATO AUMENTAN LA ENTRADA DE 
CÁLCIO A CÉLULAS DE CORTEZA CEREBRAL DE RATA 
IN V I T R O . ( E f f e c t s o f t h e e x c i t a t o r y a m i n o 
a c i d s g l u t a m a t e , K a i n a t e a n d N - m e t i l a s p a r t a 
t e o n t h e e n t r y o f c a l c i u m i o n s i n t o r a t c e r e 
b r a l c o r t e x c e l l s , i n v i t r o . ) E . B e r d i c h e -
w s k y , N . R i v e r o s , S 7 S á n c h e z - A r m á s s y F . T5rre 
g o . D e p t o . F i s i o l o g l a y B i o f í s i c a , F a c u l t a d 
d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

Un g r a n n ú m e r o d e a m i n o a c i d o s á c i d o s s o n 
p o d e r o s o s e x c i t a d o r e s n e u r o n a l e s . A l i n d u c i r 
e l l o s u n a e x c i t a c i c m i n t e n s a y p r o l o n g a d a , s o n 
t a m b i é n c a p a c e s d e p r o d u c i r d e s t r u c c i à n n e u r o 
n a l , f e n ô m e n o l l a m a d o " e x c i t o t ó x i c o " . No s e 
c o n o c e c u á l e s e l m e c a n i s m o p r e c i s o p o r e l 
c u a l e s t a s s u s t a n c i a s i n d u c e n e x c i t a c i ó n o 
d e s t r u c c i ó n . Hemos i n v e s t i g a d o q u é e f e c t o 
t i e n e n l o s a m i n o á c i d o s e x c i t a t o r i o s L - g l u t a m a 
t o , k a i n a t o , N - m e t i l - D L - a s p a r t a t o y D L - h o m o -
e i s t e a t o s o b r e l a c i n é t i c a d e e n t r a d a d e ^ C a 
a l e s p a c i o i n t r a c e l u l a r d e r e b a n a d a s f i n a s d e 
c o r t e z a c e r e b r a l d e r a t a i n c u b a d a s i n v i t r o . 
H e m o s e n c o n t r a d o q u e t o d a s e s t a s s u s t a n c i a s , 
d e n t r o d e u n d e t e r m i n a d o r a n g o d e c o n c e n t r a 
c i o n e s , s o n c a p a c e s d e a u m e n t a r m a r c a d a m e n t e 
l a v e l o c i d a d i n i c i a l d e i n f l u j o d e ^^Ca a l e s 
p a c i o c e l u l a r , p r e s u n t a m e n t e n e u r o n a l . T a m 
b i é n h e m o s h a l l a d o a l g o s i m i l a r c o n e l e f e c t o 
d e k a i n a t o s o b r e l a e n t r a d a d e 2 2 N a a I a s c é 
l u l a s . 

A C T I V I D A D P R O T E O L I T I C A E N G L Â N D U L A M A 
M A R I A D E R A T A E N I N V O L U C I Ó N . ( P r o t e o l y t i c 
a c t i v i t y i n i n v o l u t i n g r a t m a m a r y g l a n d . B r a v o , P . , 
P u e n t e , J . y S a p a g - H a g a r , M . - D e p a r t a m e n t o d e 
B i o q u í m i c a , f a c u l t a d d e C i ê n c i a s B á s i c a s y F a r m a 
c é u t i c a s . U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

I n m e d i a t a m e n t e d e s p u é s d e l d e s t e t e , l a g l â n d u l a 
m a m a r i a e n t r a e n l a e t a p a de i n v o l u c í ó n t i s u l a r . E n 
e s t e p e r í o d o (3-5 d i a s ) , l a g l â n d u l a v u e i v e a un e s 
t a d o s i m i l a r a l d e l a r a t a v í r g e n c o n u n a d i s m i n u -
c i ó n d e s u p e s o h a s t a l l e g a r a s ó l o 1/5 d e i d e l a 
g l â n d u l a e n l a c t a n c i a . 

P a r a a n a l i z a r e s t e f e n ô m e n o s e i n i c i o e l e s t ú d i o 
d e e n z i m a s p r o t e o l í t i c a s , p a r t i c u l a r m e n t e d e I a s 
i m p l i c a d a s e n l a r e a b s o r c i õ n d e t e j i d o c o n j u n t i v o . 

Se u t i l i z a r o n e n z i m a p u r i f i c a d a ( S e p h a d e x G-1 50, 
D E A E c e l u l o s a ) y s u s t r a t o g e n e r a l d e p r o t e a s a s 
( a z o c o l l ^ e n c o n t r á n d o s e l a m á x i m a a c t i v i d a d p r o t e o -
l i t i c a a pH 9, 6 c o n l a s c a r a c t e r í s t i c a s d e s e r a c t i v a 
da p o r t r i p s i n a e i n h i b i d a p o r a n t i p r o t e a s a s ( a p r o t i -
n i n a , a n t i p r o t e a s a s v e g e t a l e s , e t c . ^ y E D T A . L a 
a c t i v i d a d n o s e a l t e r o c o n r e a c t i v o s m o d i f i c a d o r e s 
de g r u p o s - S H y O H . E l m a y o r n i v e l d e a c t i v i d a d c o 
r r e s p o n d i ó a l t e r c e r d i a d e i n v o l u c i ó n . 

D e a c u e r d o c o n e s t o s r e s u l t a d o s s e t r a t a r i a de u 
na e n z i m a p r o t e o l i t i c a e n e s t a d o l a t e n t e y s u s c e p t i 
b l e d e a c t i v a c i ó n a l i n i c i a r s e l a i n v o l u c i ó n , pos ib le_ 
m e n t e p o r f a c t o r e s r e g u l a t o r i o s e n d o c r i n o s . S u s 
c a r a c t e r í s t i c a s l a s e f í a l a n c o m o una a c t i v i d a d p r o -
t e ó l í t i c a d i f e r e n t e a l a d e c o l a g e n a s a d e ú t e r o e n i n 
v o l u c i ó n . ( P r o y e c t o B I 138-8223, U n i v . d e C h i l e ) . 

FOSFOFRUCTOQUINASAS TIPO 2 DE MUTANTES DE E. coli DI-
FIEREN EN SU MECANISMO CINETICO. (Type 2 phosphofruc-
tokinases from E coli mutants differ in their kinetic 
mechanism). 

Campos, G., Guixé, V. y Babul, J. Departamento de Bio 
logía y Departamento de Química, Facultad de Ciências 
Básicas y Farmacêuticas, Universidad de Chile. 

La mutaciõn pfkBl aumenta la cantidad de PFK 2, mien 
tras que la mutaciõn pfkBlO modifica su estructura re 
sultando una enzima de mayor labilidad (PFK 2*). PFK 2 
y PFK 2* difieren en el tipo de inhibición por fructo 
sa bisfosfato (FDP), lo que implica diferencias estruc 
turales entre los sitios activos de las enzimas, las 
que se pueden establecer mediante estúdios del mecanis 
mo cinético. 

La velocidad de la reacciõn se determino espectrofo 
tométricamente midiendo la formaciôn de produeto en en 
sayos acoplados. El anãlisis de los resultados se efec 
tuõ mediante Ias transformaciones de Lineweaver-Burk, 
Dixon y Coraish-Bowden. 

Estúdios en velocidad inicial indican que ambas enzi 
mas presentan un mecanismo en secuencia. Experimentos 
de inhibición por produeto sugieren el siguiente orden 
de interacción de sustratos y produetos con las enzimas 

F6P ATP ADP FDP ATP F6P FDP ADP 
PFK 2 + + t t , PFK 2* * * t t 

Estos mecanismos en secuencia ordenada se pudieron con 
firmar mediante el uso de ribosa-5-P, sorbitol-6-P y a-
denilil imidodifosfato como inhibidores de pun to muerto. 
Estúdios estructurales de ambas enzimas darán informa 
ciôn acerca dei cambio producido por la mutaciõn pfkBlO. 
Financiado por Universidad de Chile, PNUD-UNESCO y OEA 
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CONSERVACION DE LA COOPERAT I V I DAD CINETICA DE LA GLU-
COQUINASA DE HI GADO DE RATA EN PRESENCIA DE AGENTES 
DtSNATURALIZAUORES.(Preservation of kinetic coop-
erativity of rat liver glucokinase in the presence of 
denaturating agents). Cardenas, H.L., Rabajille, E. y 
Niemeyer, H•Depto.BiolooTa•Fac•Cs•Bás•Farm. U. Chile. 

La glucoquinasa (GK) es una enzima monomérica que 
presenta cooperatividad positiva con glucosa. Se in
tento alterar esta cooperatividad mediante agentes 
desnaturalizadores, como la urea y el Triton X - 1 0 0 . 

En presencia de urea disminuTa ia actividad enzim| 
tica; la inhibicion era dependiente de la concentra-
cion de urea y de glucosa y podTa 1 legar a ser comple 
ta. La determinación de los parâmetros cinéticos dela 
GK indico disminución de V M A X » aumento de K Q ^ y con-
servaciôn del n^. AsT, con urea 1 M V M A X disminuTa en 
50%, K o . 5 aumentaba de 8 , 7 a 17,*t mM y el n^ no varia 
ba significativamente ( 1 , 5 8 sin urea; 1 , ^ 7 con ureal. 
La inhibicion por urea era inmediata (dentro de las 
posibi1 idades de su estimación) y tambien era reverti 
da en forma instantânea al disminuir la urea. La pre-
incubación hasta 6 0 min de la GK con urea en presencia 
de sustratos no cambiaba las propiedades del sistema. 
La actividad en presencia de urea y de glucosa se man 
tenia constante por al menos 8 0 min. Los efectos dei 
Triton X - 1 0 0 diferían en que a] aumentar su concentra 
ciõn no se lograba una inhibicion completa. El Tritón 
no modificaba V M A X ni el nu, pero aumentaba K Q ^ . 

Se concluye que los agentes desnaturaIizadores pro 
ducen modificaciones conformaciona1 es de GK, con re-
tención parcial de actividad, pero sin câmbios en la 
cooperatividad, Io que permite postular que en la me 
dida en que hay catálisis hay cooperatividad. 
Financiado por SDCACI (U. de Chile) y OEA. 

FORMACIÓN DE UN AOUCTO GLUTATION-ACETALDEHIDO COMO 1.1 N 
PRODUCTO DE LA INT0XICACI0N AGUDA CON ETANOL.Formation 
of an acetaldehyde-plutathione adduct as a product of 
the acute intoxication with ethanol. Fluxá H*. 
Valenzuela A., Videla L.A. + *Laboratorio de Bioouimi-
ca Division de Ciências Básicas. 1NTA. Universidad de 
Chile. +Unidad de Bioauimica Division Ciências "édicas 
iccidente. Fac. Medicina. Universidad de Chile. 

La intoxicación aguda con etanol (5gr/ko) produce 
en el higado de la rata una disminución del contenido 
de glutatiõn reducido (GSH) que se correlaciona con un 
aumento del dano 1ipoperoxidativo. La transformacifin de 
OSH a su forma oxidada (GSSG) solo da cuenta de un 20% 
de la disminución del trinéotido y si bien, las condi
ciones de intoxicación producer! un aumento del contend 
do plasmático de GSH y GSSG, este aumento no dá cuenta 
de la perdida henática. La secreción biliar de GSH y 
GSSG disminuye en condiciones de intoxicación. Se pos
tula que el GSH formaria con el acetaldehido, producto 
de la metabolización del etanol, un aducto que nodria 
ser excretado al olasma o a la bilis como un producto 
de desintoxicación y que daria cuenta de la disminu
ción de la conceritraciõn intraheoática de GSH. En este 
trabajo se demuestra, mediante experimentos in vitro, 
que la reacción de GSH con acetaldehido conduce a la 
formación de vários productos de sustitución, dependien^ 
do del pH del medio, aue son caracterizados mediante 
cromatografía en cana fina y fraccionamiento de colum-
nas de silica gel. Se intenta, además, la caracteriza-
ción de estos nroductos "in vivo" en la secreción bi
liar,nlasma v homogenizado heoático de ratas sometidas 
a intoxicación con etanol y/acetaldehido. Trabajo fi
nanciado oor el Servicio dejDesarrollo Científico. 
Proyecto N° B 1162. 

EFECTO DE METILACION EN LA EXPRESIÓN DE GENES 
VIRALES ( E f f e c t o f m e t h y l a t i o n i n t h e e x p r e s 
s i o n o f v i r a l g e n e s ) . G a l a n t i , N . , W a e c h t e r , 
D. y B a s e r g a , R. D e p t o . P a t o l o g i a , u . T e m p l e , 
F i l a d é l f i a , U S A . 

En DNA d e m a m í f e r o , e n t r e 2-7% d e c i t o s i n a 
y 0 . 0 2 % d e a d e n i n a s e e n c u e n t r a n m e t i l a d a s . 
S e h a s u g e r i d o q u e l a m e t i l a c i ó n d e b a s e s e s 
t á i n v o l u c r a d a e n l a r e g u l a c i ó n d e l a e x p r e -
s i ó n g é n i c a . 

S c m i c r o i n y e c t ó e n c é l u l a s t s l 3 T K - l o s s i -
g u i e n t e s g e n e s , m e t i l a d o s (ECoR-| m e t i l a s a ) o 
n o m e t i l a d o s : a ) E l g e n t e m p r a n o d e S V 4 0 ; b ) E l 
g e n d e H e r p e s p a r a t i m i d i n a q u i n a s a , y c ) A m 
b o s g e n e s i n s e r t o s e n P B R 3 2 2 . L a e x p r e s i ó n d e 
S V 4 0 s e d e t e r m i n o p o r d e t e c c i ó n d e i a n t í g e n o 
T ( i n m u n c f l u o r e s c e n c i a ) . L a e x p r e s i ó n d e l g e n 
p a r a t i m i d i n a q u i n a s a s e c u a n t i f i c ó p o r i n c o r 
p o r a c i ó n d e t i m i d i n a - H 3 ( a u t o r a d i o g r a f í a ) . ~ 

L a m e t i l a c i ó n d e i g e n t e m p r a n o d e S V 4 0 n o a 
f e c t ô e l n ú m e r o d e c é l u l a s T p o s i t i v a s . L a me 
t i l a c . i ó n d e i g e n p a r a t i m i d i n a q u i n a s a d i s m i -
n u y ó e l n ú m e r o d e c é l u l a s c o n m a r c a a u t o r a d i o 
g r á f i c a . 

S e c o n c l u y e q u e l a m e t i l a c i ó n t i e n e e f e c t o s 
d i f e r e n t e s e n g e n e s d i s t i n t o s . P o r o t r a p a r t e 
l a m e t i l a c i ó n d i r e c t a d e g e n e s v i r a l e s y s u 
m i c r o i n y e c c i ó n m a n u a l a c é l u l a s d e m a m í f e r o s 
c o n s t i t u y e u n a h e r r a m i e n t a i m p o r t a n t e p a r a d i 
l u c i d a r e l r o l d e l a m e t i l a c i ó n d e i DNA. 

M O D I F I C A C I O N D E L A F U N C I O N P L A Q U E T A R I A 
P O R U N N U E V O A C T I V A D O R D E LA A D E N I L C I C L A 
S A . ( M o d i f i c a t i o n of p l a t e l e t by a n e w a d e n i l a t e 
c y c l a s e a c t i v a t o r ) . A . G o n z a l e z , E . A r a n d a , M . 
S a p a g , D . M e z z a n o y J . G a r r i d o . D e p t o . B i o l o g i a . 
C e l u l a r y D e p t o . H e m a t o l o g i a , P . U . C a t ó l i c a de Ch i 
l e . F a c . C s . B á s i c a s y F a r m . D e p t o . B i o q u f m i c a 
U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 
L a s p l a q u e t a s c o n t r i b u y e n a l a f o r m a c i ó n d e l c o á g u l o 
h e m o s t á t i c o r e a c c i o n a n d o a e s t í m u l o s f i s i o l ó g i c o s c o 
m o r o l á g e n o y t r o m b i n a c o n d o s r e s p u e s t a s c a r a c t e 
r í s t i c a s : a g r e g á n d o s e y s e c r e t a n d o e l c o n t e n i d o de 
s u s g r á n u l o s . E s t a s r e s p u e s t a s p a r e c e n e s t a r r e g u l a 
d a s p o r A M P c , y a q u e s o n i n h i b i d a s p o r a c t i v a d o r e s 
de la a d e n i l c i c l a s a p l a q u e t a r i a t a l e s c o m o P G E l y 
p r o s t a c i c l i n a . E n c a m b i o A D P , un a g e n t e a g r e g a n t e , 
i n h i b e e s t a e n z i m a e n p l a q u e t a s . 
F o r s k o l i n e s un d i t e r p e n o a c t i v a d o r d e l a s u b u n i d a d 
c a t a l í t i c a d e la a d e n i l c i c l a s a q u e a c t ú a e n m e m b r a 
n a s y c é l u l a s i n t a c t a s de d i v e r s o o r i g e n . I n h i b i ó i n 
v i t r o (10-100 ;uM) la a g r e g a c i ó n i n d u c i d a e n p l a q u e 
t a s h u m a n a s p o r A D P , c o l á g e n o , e p i n e f r í n a , i o n ó f o -
r o de c á l c i o A-23187 y a c . a r a q u i d ó n i c o . I n h i b i ó t a m 
b i é n la s e c r e c i ó n m e d i d a p o r e l e f l u j o d e s e r o t o n i n a 
^ C . A d e m á s , l a i n y e c c i ó n E . V . d e f o r s k o l i n (2, 5-5 
m g / k g ) a r a t a s i m p i d e r á p i d a y r e v e r s i b l e m e n t e la 
a g r e g a c i ó n i n d u c i d a p o r A D P , e f e c t o q u e e v i d e n c i a 
s u p o t e n c i a l c o m o d r o g a a n t i t r o m b ó t i c a . 
E s t o s e f e c t o s s e p u e d e n c o r r e l a c i o n a r c o n un a u m e n 
t o r á p i d o e n l o s n i v e l e s de A M P c i n t r a p l a q u e t a r i o s . 
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ESTÚDIOS DE FLUORESCENCIA EN PEROXIDASA DE RABANO. 
( F l u o r e s c e n c e s t u d i e s i n h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e ) . 
G o n z a l e z , G . , B r u n e t , J . y Sotomayor , C. I n s t i t u t o de 
Química, U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de V a l p a r a i s o . 

La p e r o x i d a s a d e l rábano e s una enzima g l o b u l a r de 
40.000 d a l t o n s que c o n t i e n e un grupo heme como grupo 
p r o s t ê t i c o y una s e c u e n c i a c o n o c i d a de a m i n o á c i d o s . 
En e s t e t r a b a j o s e r e a l i z o un e s t ú d i o de s u f l u o r e s -
c e n c i a para o b t e n e r i n f o r m a c i õ n a c e r c a de l a d i s t a n 
c i a e n t r e su ú n i c o r e s i d u o t r i p t o f a n i l y e l grupo hem, 
l a p o l a r i d a d d e l e n t o r n o d e l t r i p t ô f a n o y l a a c c e s i b i -
l i d a d de a g e n t e s c o l i s i o n a l e s d e s d e e l medio e x t e r n o a l 
l u g a r en que s e e n c u e n t r a e s t e aminoãc ido d e n t r o de l a 
e s t r u c t u r a t r i d i m e n s i o n a l de p e r o x i d a s a . 

Los e s p e c t r o s de f l u o r e s c e n c i a s e o b t u v i e r o n i r r a 
d iando a 295 mm para e x c i t a r s e l e c t i v a m e n t e a l t r i p t ô 
f a n o . La a b s o r b a n c i a de l a s s o l u c i o n e s fue de 0,05 y 
l o s a p a g a d o r e s a c r i l a m i d a , CsCl y Nal s e u t i l i z a r o n en 
e l rango de c o n c e n t r a c i o n e s de 0,05 a 0.5 M. La apoper 
o x i d a s a s e preparo e x t r a y e n d o e l grupo hem con b u t a n o -
n a . 

La d i s t a n c i a e n t r e e l r e s i d u o t r i p t o f a n i l y e l gru
po heme s e o b t u v o a p a r t i r de l o s e s p e c t r o s de f lúores^ 
c e n c i a de p e r o x i d a s a y l a a p o p e r o x i d a s a , u t i l i z a n d o e l 
mecanismo de t r a n s f e r e n c i a de e n e r g i a t i p o FÍSrster , 
dando un v a l o r de 19 A, Los e s p e c t r o s muestran tambien 
que e l r e s i d u o t r i p t o f a n i l s e e n c u e n t r a en l a p r o t e í n a 
en un e n t o r n o moderadamente a p o i a r y que e s t e no cam
b i a con l a e x t r a c c i ô n d e l heme. El e s t ú d i o d e l a p a g a -
m i e n t o de l a f l u o r e s c e n c i a d e l grupo t r i p t o f a n i l por 
a c r i l a m i d a y yoduro i n d i c a que s e e n c u e n t r a r e l a t i v a 
mente p r o t e g i d o de c o l i s i o n e s con e s p é c i e s en s o l u c i ó n 
y que e l yoduro p r e s e n t a menor a c c e s i b i l i d a d que l a a -
c r i l a m i d a a l r e s i d u o de t r i p t ô f a n o t a n t o en l a p e r o x i 
dasa como en l a a p o p e r o x i d a s a . 

ESTÚDIOS CINETICOS EN CRISTALES DE ASPARTATO AMINO-
TRANSFERASA ( K i n e t i c s s t u d i e s o f c r y s t a l l i n e a s p a r t a 
t e a m i n o t r a n s f e r a s e ) . H u b e r t , E . y M a r t i n e z - C a r r i o n , M • 
I n s t . B i o q u í m . , F a c . C i ê n c i a s , UACH, y D e p t . B i o c h e m . , 
M e d . C o l l . o f VA, VA Comm.Univers i ty .Richmond,VA,U-S.A • 

A s p a r t a t o a m i n o t r a n s f e r a s a (AAT) c a t a l i z a l a r e a c -
c i ó n de t r a n s a m i n a c i ó n e n t r e l o s s u s t r a t o s a s p a r t a t o 
y ° C - c e t o g l u t a r a t o . La enzima ha s i d o c r i s t a l i z a d a 
por e l método de d i f u s i ó n de v a p o r . 

Para e f e c t u a r e s t ú d i o s c i n é t i c o s s e incuba e l 
c r i s t a l en una s o l u c i ó n que c o n t i e n e PEG 20% y s u s -

t r a t o o p s e u d o s u s t r a t o . T r a n s c u r r i d a l a r e a c c i ó n e l 
c r i s t a l s e monta en un tubo c a p i l a r y s e r e g i s t r a 
e l e s p e c t r o de a b s o r c i ó n . Al t r a t a r l a enzima c r i s t a 
l i n a en su forma de p i r i d o x a l f o s f a t o (máximo de a b 
s o r c i ó n a 360 nm) con ã c . c i s t e i n s u l f í n i c o , s e o b s e r 
va que e s t e máximo s e d e s p l a z a a 325 nm, c a r a c t e r í s 
t i c o de l a enzima en su forma de p i r i d o x a m i n a f o s f a t o . 
T i t u l a c i ó n de l o s c r i s t a l e s a d i s t i n t o s pH, p e r m i t i ó 
c a l c u l a r un pK de 7 . 1 5 . También fue p o s i b l e d e t e c t a r 
l o s c o m p l e j o s enzima s u s t r a t o formados a l h a c e r r e a c -
c i o n a r e l c r i s t a l de ATT con g l u t a m a t o y o C - c e t o g l u t a -
r a t o , o b t e n i é n d o s e una c o n s t a n t e de d i s o c i a c i ó n apa
r e n t e para g l u t a m a t o de 1 mM, que e s i g u a l a l v a l o r 
para l a enzima en s o l u c i ó n . o(_-cetoglutarato forma 
un comple jo a b o r t i v o con l a enzima en forma de PLP; 
Se obtuvo una c o n s t a n t e de d i s o c i a c i ó n i g u a l a 2 mM 
t a n t o para l a enzima en c r i s t a l como en s o l u c i ó n . 

Se puede c o n c l u i r que c r i s t a l e s de AAT c a t a i i z a n 
l a t r a n s a m i n a c i ó n y que l a a f i n i d a d para l o s s u s t r a 
t o s y a l g u n o s i n h i b i d o r e s no ha s i d o a f e c t a d a por 
l a c r i s t a l i z a c i ó n . 

Grant HL-22265 de U . S . P u b l i c H e a l t h S e r v i c e . 

INACTIVÀCION DB LA DBSCARBOXILASÀ PIROFOSFOMBVALOKI 
CA FOR FENILGLIOXAL. (Inact1vatIon of pyrophosphome-
valonate decarboxilaee by phenylglyoxal). Jabalquln-
to, À . H., Eyzagulrre, J * y Cardeal1, E. Dpto Quí
mica, Fac, Ciência» Universidad de Santiago de Chile 
ft Laboratório de Bioquíaica, Universidad Católica de 
Chile, 

Estúdios de sodlfleación qufslca han establecido 
que los resíduos de arginina tienen un papel esencl-
al en enslaas euros sustratos son anldnlcoa. Este 
hecho nos llevo* a estudlar la aodifleación de la des 
earboxilasa pirofoafo»evaló*nlca de hígado de pollo 
con fenilglioxal. 

Se uso* enzima 80% pura y la actividad eruBlmática 
se determino* mediante un ensayo espectrofotoaé*trico. 
La enzima se inactiva con fenilglioxal en tampon tri 
etanolamina pH 8,15 con una clnrftica de pseudo pri-
aer orden, Indicando una reaccio*n irreversible entre 
la ensima y el nodlflcador. Tanto HVAFP como ATP pro 
te jen de la inactivaciòn y en ambos casos se observa 
que la protección ejerclda por la presencia combina-
da de sustrato y Mg es menor. La encima parclalmen 
te modificada no presenta variación en las Km aparen 
tes para los dos sustratos. El hecho que el efecto 
protector de los sustratos sea funcidn de su concen-
traclón, peraitió* determinar Ias constantes de diso
ciación de los complejos ensima-sustrato, encontrán-
dose valores de 5,5 x 10*5 M para E-ATP y de 1 ,7 x 
I O " 6 M para B-MVAPP. 

Estos resultados sug leren la presencia de resí
duos de arginina en o cerca dei sitio activo de la 
descarboxllasa pirofosfoaevald*nlca. 

CÉLULAS INTESTINALES AISLADAS: UN MODELO IN VITR0ADE 
CUADO PARA CARACTERIZAR TRANSPORTE ACTIVO A NÍVEL DE 
INTESTINO. Isolated intestinal cells: Ami table model 
for studyng active transport by the intestine. 
L6pez del Pino. V., Hepoty, E., y Schwenk,M. Instituto 
de Toxicologia, Universidad de Tubingen, RFA. 

Hepatoci tos ais lados se han mostrado como un modelo 
in vitro odecuado para caracterizar la trahslocación 
de ácidos biliares. En este estúdio demostramos la 
aplicabilidad de células intestinales aisladas para 
caracterizar el transporte de ácido taurocólico. 

El intestino delgado de un cuye se disecó y posterior
mente incubo con citrato y ditiotreitol. Los células 
obtenidas son polares, excluyen azul de tripan (>9D%), 
respiran (8nmoles Ü2xmgprot x min) y sintetizan ATP 
(35 nmoles,x mg prot x m^n). Estas células fueron incu
badas con H-uridina y H-taurocolato a 3 7 2 C , bajoro-
tación y separadas a tiempos determinados dei fluído 
circundante por medio de centrifugación a través de 
una fase de acite de silicona. 

Al cabo de 20 min de incubación, el ácido taurocóli
co acumulo x 30 al interior de Ias células intestina
les. La captación cejular fye saturable (Km=23?uM, 
V= 7 nmolesx mg prot x min ). Tanto el ácido eólico 
como el tauroquenodeoxicólico inhibieron en forma com
petitiva su captación. Colesterol inhibió escasamente 
y taurina no ofectó lo captación de ácido taurocólico. 
Además la captación fue dependiente de energia metabó-
lica y concentración de Na , requiriendo de una ener
gia de activación de óóK I/md. Se concluye que célu
las aisladas de intestino constituyen un modelo in vi-
tro apropiado para la caracterización bioquímica dei 
transporte intestinal de ácidos biliares y probable-
mente otras substancias endógenas y exógenas. 
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DETECCIC5 OS POLIFEPTIDOS RELACIONADOS A SSCRS-
CIOH, SIHTBSIS I B OTA B HIPERTROFIA EN GLÂNDULAS 
PAROTIDAS DE RATON. ( D e t a o t i o n o f p o l y p e p t i d e s 
r e l a t e d t o s e c r e t i o n , DBA s y n t h e s i s and h y p e r t h r o -
phy i n mouse p a r o t i d g l a n d s ) . Lopez S o l í s . R . O . . 
G o n z a l e z , M . J . , A l l l e n d e , C. y Miranda , D . , D p t o . 
de B i o l o g i a C e l u l a r y O e n é t i c a , F a o 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 . 

Las o é l u l a s de l a s g l â n d u l a s p a r ó t i d a s p u e d e n 
s e r e s t i m u l a d a s a s e o r e t a r , s i n t e t i z a r DNA e h i 
p e r t r o f i a r - s e m e d i a n t e i s o p r o t e r e n o l , s e g ú n s e a 
e l di3eno e x p e r i m e n t a l u t i l i z a d o . Sn e s t a s g l â n 
d u l a s , t o d a s e s t a s r e s p u e s t a s c e l u l a r e s e s t á n a s o -
c i a d a s a l m e t a b o l i s m o p r o t e i o o . P o r e s t a r a z ó n , 
s e e v a l u ó m e d i a n t e s e p a r a c i ó n e n a c r i l a m i d a - S D S 
y d e t e c o i ó n c o n C o o m a s s i e B l u e R-250 l a m o d i f i o a -
o i ó n e n e l c o n t e n i d o de p o l i p é p t i d o s p a r t i c u l a r e s , 
e n r e l a c i ó n a c a d a uno de e s t o s o v e n t o s i n d u o i d o s . 

Se d e t e c t o l a e x i s t ê n c i a de t r e s p o l i p é p t i d o s 
que s e a e o r e t a n y r e a p a r e c e n s i n c r o n i c a m e n t e e n 
l a g l â n d u l a , á s i m i s m o s e e n c o n t r o l a a p a r i c i ó m de 
un p o l i p e p t i d o d i f e r e n t e e n e l p e r í o d o p r e r o p l i c a — 
t i v o t a r d i o de I a s g l â n d u l a s e s t i r a u l a d a s a s i n t e 
t i z a r DNA. F i n a l m e n t e s e h a e s t a b l e c i d o una c o n -
c e p t u a l i z a o i ó n d e i f enômeno de h i p e r t r o f i a e n 
g l â n d u l a p a r ó t i d a e n r a l a o i ô n a l a n i o d i f i c a o i ó n 
de o o m p o n e n t e s p r o t e i c o s p a r t i c u l a r e s de I a s a á -
l u l a s . 

P r o y e o t o s B 1 2 4 5 - 8 2 2 2 , U n i v e r s i d a d Ia C h i l a 
y 1 / 8 2 PNUD/UIO300 RLA 73 -024 

MECANISMO DE TRANSPORTE DE SACAROSA POR. C O T I -
LEDONES DE A r a u c á r i a a r a u c a n a ( M O L . ) KOCU. 
( M e c h a n i s m o f S u c r o s e T r a n s p o r t b y A r a u c á r i a 
a r a u c a n a C o t y l e d o n s ) . L o z a d a , R . y C a r d e m i l , L . 
F a c . d e C s . B á s . y F a r m s . U. d e C h i l e - S a n t i a g o . 

L a s a c a r o s a p r o v e n i e n t e d e l t e j i d o d e r e 
s e r v a d e s e m i l l a s d e a l g u n a s a n g i o s p e r m a s , e s 
a b s o r b i d a a t r a v é s d e l o s c o t i l e d o n e s . En n u -
e s t r o l a b o r a t ó r i o s e h a i d e n t i f i c a d o a l a s a 
c a r o s a c o m o l a p r i n c i p a l a z t i c a r q u e s e m o v i l i 
z a d e s d e e l g a m e t o f i t o a l e m b r i ó n v i a c o t i l e 
d o n e s e n s e m i l l a s e n g e r m i n a c i d n e n e l g ê n e r o 
A r a u c á r i a . C o t i l e d o n e s d e p l á n t u l a s clê  A. a r a u 
c a n a d e 1 6 0 - 1 8 0 h d e e d a d , a b s o r b e n C - S a c a -
r o s a s i g u i e n d o u n a c i n é t i c a n o - m i c a e l i a n a . -
G r á f i c o s d e E a d i e - S c a t c h a r d i n d i c a n q u e e l -
p r o c e s o d e a b s o r c i ó n s e l l e v a a c a b o a t r a v é s 
d e u n m e c a n i s m o d e t r a n s p o r t e b i f á s i c o . E x p e 
r i m e n t o s d e i n h i b i c i o n c o n 2 , 4 - D i n i t r o f e n o l y 
A z i d a d e s ó d i o a p o y a n u n t r a n s p o r t e a c t i v o p a 
r a l a a b s o r c i ó n d e s a c a r o s a . L o s c o t i l e d o n e s 
t r a n s p o r t a n a d e m á s C - G l u c o s a y C - F r u c t o s a ; 

i n c l u s o a m a y o r v e l o c i d a d . E x p e r i m e n t o s d e -
c o m p e t ê n c i a c o n g l u c o s a y f r u c t o s a p e r m i t e n -
p o s t u l a r q u e e l p r o c e s o d e a b s o r c i ó n d e e s t o s 
a z ú c a r e s p o r l o s c o t i l e d o n e s e s m e d i a d o p o r -
d o s s i s t e m a s d i f e r e n t e s d e t r a n s p o r t a d o r e s , -
u n o p a r a s a c a r o s a y o t r o p a r a g l u c o s a . 

E S T Ú D I O D E I A E S T R U C T Ü R A D E IS O A PIRASAS D E S. 
t u b e r o s u m ( S t r u c t u r a l s t u d y o f i s o a p y r a s e s 
f r o m S . t u b e r o s u m ) M . M a n c i l l a , A . M . K e t t l u n , M . 
A . V a l e n z u e l a , A . T r a v e r s o - C o r i . D e p t o . d e Bio
q u í m i c a . F a c . 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 . 

Se h a r e a l i z a d o u n e s t ú d i o e s t r u c t u r a l 
c o m p a r a t i v o e n t r e d o s i s o e n z i m a s a i s l a d a s d a l 
t u b é r c u l o d e S . t u b e r o s u m q u e p r e s e n t a n d i s t i n 
t o c u o c i e n t e A T P a s i c o / A D P S s i c o : a p i r a s a v a r . ~ 
P i m p e r n e l (cuociente-10) y v a r . D e s i r ê e (cuo-
c i e n t e - 1 ) . S e establecifi p o r e l e c t r o e n f o q u e 
e l pi d e a m b a s i s o a p l r a s a s y se e n c o n t r e u n a 
d i f e r e n c i a d e d o s u n i d a d e s d e p H . L a cuantifl^ 
c a c i S n d e a m i n o S c i d o s p o r e l m é t o d o d e S p a d e 
m a n y c o l s , m o s t r o q u e e l p o r c e n t a j e d e a m i n o 
á c i d o s á c i d o s y b á s i c o s e s e l m i s m o , l o q u e ~ 
n o d i 6 c u e n t a d e l a d i f e r e n c i a d e p i . S i n e m 
b a r g o , e l d i s t i n t o g r a d o d e a m i d a c i S n d e g l u -
t â m i c o y a s p á r t i c o p o d r í a e x p l i c a r l a d i f e r e n 
c i a d e e s t a s d o s u n i d a d e s d e p H . P o r m é t o d o s -

e n z i m á t i c o s y e l e c t r o e n f o q u e se d e t e r m i n o c u a 
l i t a t i v ã m e n t e g l u t a m i n a y a s p a r a g i n a . ~ 

A d e m á s , s e c u a n t i f i c ô p o r m é t o d o s e s p e c 
tro f o t o m e t r i c ô s e l c o n t e n i d o d e t r i p t o f a n o s y 
c i s t e l n a s . 

S e i d e n t i f i e s e l r e s í d u o d e i e x t r e m o N H 2 
t e r m i n a l p o r m o d i f i c a c i ô n c o n D N S - C l y c o r r e £ 
p o n d i â a l e u c i n a e n a m b a s i s o a p i r a s a s . ~ 

E s t e t r a b a j o h a s i d o f i n a n c i a d o p o r e l D e 
p a r t a m e n t o d e D e s a r r o l l o de la I n v e s t i g a c i o n -

p o r e l p r o y e c t o B - 0 0 8 - 8 0 3 y B - 1 1 4 4 - 8 1 1 3 . 

CARACTERÍSTICAS DEL CRECIMIENTO DE FIBROBLASTS DE ME
DULA OSEA LEUCET1ICA.- Growth pattern of leukemic bone 
marrow fibroblasts. Martinez j . y ilinguell J.J. Divi
sion de Ciências Básicas, INTA. íniversidad de Chile. 

En la diferenciación de células basales de nédula 
ósea, además de factores hornonales, particinan fibro-
blastos los que junto a otras células constituyen un 
microanbiente celular. En el presente trabajo se cara£ 
teriza el crecimiento de fibroblasts de medula ósea 
de ninos leucênicos sin tratamiento (FL) v se compara 
con el de fibroblastos normales (FN). Cultivos adhe-
rentes de aspirados de medula ósea son mantenidos en 
un medio que contiene 15 % suero fetal. Desde el nun-
to de vista morfolfigico Ias células nresentan difere^ 
cias significativas, nresentando los FN la típica fo£ 
na fusiforme, alargada con vários nucleolos v gran cajx 
tidad de nrocesos, en cambio los FL tienen menos nroce 
sos y probablenente un citoolasma inas extendido. Cultx 
vos de FN norrales tienen una fase de creciriento lona 
rítmico de alrededor de 6 dias y las de FL una de 8 a 
f) dias. El tiemno de dunlicación de la noblación es 
de 40 horas y 4 dias, respectivamente. En 
cultivos sincronizados de arbos tipos de células se es^ 
tudiõ el estímulo en la síntesis de DNA, nor adición 
de suero y de hidrocortisona (HC) 10-°M. La síntesis 
de DNA. en FN es estimulada 30 veces por adición de sue 
ro y es inhibida en un 40-50 % por hidrocortisona. FL 
muestran un estíraulo menor (7 veces) y no son inhibi-
das por HC. Se discute el significado diferencial de 
la acción hormonal desde el punto de vista de la pre
sencia de receptores específicos para la hormona. 

Proyecto financiado por el Depto. de Desarrollo de la 
Investigacion. U. de Chile. B 1328-8112. 
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C A R A C T E R Í S T I C A S DE L A I N H I B I C I Ó N DE A D E N I L A T O C I C L A S A 

DE 00CIT0 DE ANFÍBIO POR PROGESTERONA. {Characteris
tics of the progesterone inhibition of amphibian 
oocyte adenylate cyclase). 01 ate,J., Jordana.X. y 
Allende,J.- Depto. Bioquímica, Fac. de Medicina (Di
vision Norte), Universidad de Chile. 

Progesterona inhibe en un 50-60% la actividad 
de adenilato ciclasa (AC) presente en membranas de 
oocitos de estado VI de Xenopus laevis. La inhibición 
de AC requiere las mismas concentraciones de hormona 
(0.1-lxiM) que se utilizan en la inducción de la ma-
duracion meiotica de estas células. Este efecto de 
progesterona sobre la actividad AC requiere la pre
sencia de nucleõtidos de guanosina y no se observa 
con la enzima activada ya sea por 5 mM NaF o 5 mM 
MnCl2- La progesterona aumenta la concentracion de 
guanil-5'-il-imido-difosfato[Gpp(NH)p] necesaria para 
activar a la AC de membranas de oocitos y este efecto 
se debe, al menos en parte, a un aumento en la laten-
cia inicial de esta reacción. La AC presente en los 
oocitos de estados tempranos de la oogenesis (cuya 
maduraciõn no puede ser induci'da por hormona) es 1n-
hibida por progesterona en menor grado (25-30%) que 
la enzima de oocitos de estado VI. Por otro lado la 
AC de células foiiculares del mismo ovario no es 
afectada por progesterona 10/4 M. Se ha observado 
también que la AC de oocitos es inhibida en un 60-80% 
por inhibidores de la acción de la calmodulina. Estã 
en estúdio la posible participaciõn de esta proteína 
en el proceso de maduraciõn. 

Financiado por la Fundaciõn Ford, Organización de 
Estados Americanos, UNOP/Unesco proyecto CHI/81/001 y 
la Universidad de Chile. 

ROL DE SULFATIDOS EN EL MECANISMO ENZIMATICO 
DEL TRANSPORTE ACTIVO DE C A + + EN GLÓBULOS RO
JOS ( R o l e o f s u l p h a t i d e i n C a + + pump o f human 
r e d b l o o d c e l l s ) . O l i v a , C. y Z a m b r a n o , F . 
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 e n -
c i a s B á s i c a s y F a r m a c é u t i c a s , U n i v e r s i d a d d e 
C h i l e . 

Es b i e n c o n o c i d o q u e e n g l ó b u l o s r o j o s l a 
b a j a c o n c e n t r a c i ó n d e c a l c i o e s m a n t e n ! d a p o r 
u n m e c a n i s m o de t r a n s p o r t e a c t i v o , c u y a e n e r 
g i a p a r a l a t r a s l o c a c i ó n p r o v i e n e d e l a h i d r ó 
l i s i s d e A T P , p r o c e s o q u e o c u r r e e n e l l a d o 
i n t e r n o d e l a m e m b r a n a . S i n e m b a r g o , a ú n n o 
ha s i d o d i l u c i d a d o e l r e q u e r i m i e n t o l i p i d i c o 
e n l a s a c t i v i d a d e s e n z i m ã t i c a s i n v o l u c r a d a s 
e n e l t r a n s p o r t e a c t i v o . 

En m e m b r a n a s d e g l ó b u l o s r o j o s o b t e n i d a s 
p o r c e n t r i f u g a c i ó n d i f e r e n c i a l , d e s p u e s d e 
u n a h e m õ l i s i s g r a d u a l , s e e s t ú d i o l a a c t i v i 
d a d C a + + A T P ã s i c a y K + f o s f a t ã s i c a e n p r e s e n 
c i a y a u s ê n c i a d e a r i l s u l f a t a s a , e n z i m a q u e 
h i d r o l i z a c é r e b r o s i d o - 3 - s u l f a t o ( s u l f ã t i d o ) 
a c é r e b r o s i d o y s u l f a t o l i b r e . 

S e o b s e r v a q u e t a n t o l a C a + + A T P a s a c o m o l a 
K + f o s f a t a s a s o n i n a c t i v a d a s e n u n 1 0 0% c u a n 
d o l o s s u l f ã t i d o s s o n h i d r o l i z a d o s e n un 60% . 

E s t o d e m o s t r a r i a q u e s u l f ã t i d o s e s t ã n invo^ 
l u c r a d o s e n e l t r a n s p o r t e a c t i v o d e Ca + + e n 
g l ó b u l o s r o j o s y a l i g u a l q u e e n t r a n s p o r t e 
a c t i v o d e s ó d i o , e l s u l f ã t i d o c o n s t i t u i r i a e l 
s i t i o d e u n i õ n a i K + y l a a u s ê n c i a d e e s t e 
i m p l i c a r i a q u e t a n t o l a K + f o s f a t a s a c o m o l a 
h i d r õ l i s i s d e i e s t a d o f o s f o r i l a d o d e l a e n z i 
m a , n o c u r s a r í a n . 

TH1PSIW ACTIVA IA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTI0OS CÍCLICOS, SENSI 
BLE A CALMODULIN, DE OVARIO DE XENOPUS LAEVIS. (Trypsin act ivates 
the CaM sensi t ive c y c l i c nucleotide phosphodiesterase from Xenopus 
laevis ovary ) . Orel lana,0. y A t l e n d e , J . E . - Departamento de Bioquí
mica, Facultad de Medici na (Di v . Norte), Un ivers idad de Ch i l e . 

Durante el proceso de maduraciõn meiotica de oocitos de 
Xenopus laevis se produce un aumento rápido y temporal de I t* 
niveles de ión cá lc io ( C a 2 + ) l ibre y una posterior di srolnucio'n de 
los niveles de nucleótidos c í c l i c o s . La separaclo'n crcmatografice 
de la act iv idad fosfodiesterásica (FDE) de un extracto de ovario 
en columnas de DEAE-ceIuIosa ha permitido dist inguir dos formas 
enzlmáticas; una de e l tas (FDE I) hidrol iza cAMP y cGMP y es e s t i 
mulada 6 a 10 veces por calmodulina <CaM) y C a 2 + ; la otra enzima 
(FDE I I ) solo hidrol iza cAMP y es Insensible a estos efectores. 

Se ha observado que la digestlo'n parcial de la FDE I con 
t r lps ina provoca un aumento de la actividad basal de la enzima y 
una perdida de la capacldad de ser estimulada por CaM y C a 2 + , al 
medir Ia act ividad con cAMP y cGMP como sustra-tos. La presencia 
de CaM y C a 2 + en el medio de incubacio'n protege a la FDE I de la 
acción de la t r l p s i n a . 

Estúdios de saturac ión de la enzima con cGMP como sustralo 
indican que la actividad basal de la reacción enzimática posee una 
Vmax de 1 nmol/mln/mg proteína, en cambio la act ividad estimulada 
por tratamlento con t r lps ina de la FDE I o Incubacio'n con CaM y 
C a 2 + provocan un aumento de la Vmax da la reacción a 15 y 28 
nmoles/mln/mg proteína respectivamente. No se observaron câmbios 
s i g n i f i c a t i v o s en la Km de la reacción enzimática (2-5 U M ) . 

El tratamlento de la FDE I con t r ips!na provoca una dlsmlnu-
cion dei tamano de la enzima, al anal lzar lo por f i l t r a c l ó n en 
geles de Sephadex. 

Estos experimentos sugleren que la FDE I posee una o mas 
regiones reguladoras de la actividad enzimática en su estruetura. 
Financiado por Fundación Ford y Universidad de Ch i l e . 

A METHOD FOR PREPARING ANTISERA SPECIFIC FOR THE FOUR 
HUMAN IgG SUBCLASSES. 
I .M. Outschoorn, Departamento de Medicina Preventiva, 
Facultad de Medicina, Universidad Autônoma de Madrid. 

Several methods have been described in the literatu
re for the preparation of antisera against the human 
IgG subclasses in various animal species. Most of 
these methods have used either myeloma proteins or 
Staph. Protein A binding fractions as antigens and to 
date the rabbit has not been considered an ideal ani
mal. In this study, rabbits were immunized with puri
fied human antibodies to microbial polysaccharide. 
These antibodies were of the IgG2 subclass, mostly 
kappa light chain type and of defined specif icity and 
allotype, in the hope that the anti-antibodies elicited 
would be both subclass and donor specific. Theantise
ra obtained however were not only donor specific but 
with some absorption using purified myeloma proteins, 
could be rendered both subclass specific and capable 
of distinguishing light chain types differentially. 
The method is particularly useful for making potent 
IgG2 and IgG4 kappo and lambda specif ic antisera as 
well as sera that can react with combinations of two or 
three subclasses in incompletely absorbed preparations. 
The sera specific for single subclasses were more po
tent than the commercial subclass specific antisera 
that are routinely available. 

Immunochemical studies also showed them to be more 
sensitive for the characterization of Ab subpopula-
t ions. 
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F R A C C I O N A M I E N T O S U B C E L U L A R D E F L A V E D O D E N A -
RAN J A . ( S u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n o f o r a n g e 
f l a v e d o ) . P é r e z , L . H . ( D e p . B i o q u í m i c a , F a c . C s . B á 
s i c a s y F a r m . U . d e Chile) y G a r r i d o , J . ( L a b . H i s 
t o l o g l a , I n s t . C s . B i o l ó g i c a s , U n i v . C a t ó l i c a d e — 

C h i l e ) . 

Se e l a b o r a u n a m e t ó d i c a d e f r a c c i o n a m i e n t o 
d e l f l a v e d o d e n a r a n j a , c o n el f i n de d e t e r m i 
n a r l a ubicacifin s u b c e l u l a r de las e n z i m a s 
r e s p o n s a b l e s de l a b i o s l n t e s i s de s e s q u i t e r p e 
n o s e n e s t e t e j i d o . — 

U n h o m o g e n i z a d o d e l f l a v e d o de n a r a n j a s e 
f r a c c i o n ô m e d i a n t e c e n t r i f u g a c i ô n d i f e r e n c i a l 
a 1085 x g, 4 3 4 0 x g,9750 x g y 39100 x g . E n 
c a d a u n a d e e s t a s c u a t r o f r a c c i o n e s y e n e l 
s o b r e n a d a n t e , s e e n s a y a r o n Ias a c t i v i d a d e s m a r 
c a d o r a s de A T P a s a - K (memb.plasmfitica),citocrÕ 
m o o x i d a s a ( m i t o c o n d r i a ) , N A D P H c i t . c r e d u c t a s ã 
( r e t . e n d o p l S s m i c o ) , c a t a l a s a ( p e r o x . y g l i o x i s o -
m a s ) . A d e m á s » c a d a f r a c c i ô n se o b s e r v o al m i 
c r o s c ó p i o e l e c t r ô n i c o d e s p u é s de f i j a r c o n 
g l u t a r a l d e h i d o y O s O , , I n c l u i r e n E p o n y teflir 
c o n a c e t a t o d e u r a n i l o y c i t r a t o de p l o m o . S e 
a p r o v e c h ô d e c a r a c t e r i z a r los d i s t i n t o s t i p o s 
de m e m b r a n a s p r e s e n t e s e n la f r a c c i ô n q u e s e 
d i m e n t o a 39100 x g . 

L a s a c t i v i d a d e s de C , . p r e n i l t r a n s f e r a s a e 
IPP i s o m e r a s a , s e e n c o n t r a r o n e n e l s o b r e n a d a n 
te de 39100 x g , q u e c o r r e s p o n d e a u n a f r a c - — 

c i ó n s o l u b l e . 
P r o y e c t o B 1 1 2 7 , U n i v . de C h i l e y P r o y e c t o 

C H I 8 1/01 P N U D / U N E S C O . 

CONTROL HORMONAL DE LA SÍNTESIS Y PR0CESAMIENT0 DE DI
VERSOS TIPOS DE RNA. EFECTO DE ERITROP0YETINA. Y TEST0S 
TER0NA.(Hormonal control of the synthesis and nro-
cessing of diverse RNA types. Effect of erythronoietin 
and testosterone). Perretta H..Chevesich.J.,Parrido,F., 
Garrido.A.y Rojas,P. Division de Ciências Básicas.INTA 
Universidad de Chile. 

Eritronoyetina (Epo) y testosterona (Ta) repulan la 
síntesis de RNA.Mientras,Epo induce la de RNA m, Ta 
aumenta la de RNA r. Otros tipos de RNA narecen ser e£ 
timulados,también. Se estúdio el efecto de ambas hormo 
nas en la síntesis de diferentes espécies de RNA de mé 
dula ósea de ratas castradas-policitémicas (CP), que 
presentan concentraciones muy bajas de hormonas circu
lantes. La síntesis de los RNA se efectuó en núcleos 
aislados de medula ósea de ratas, tratadas IN VIVO con 
las hormonas, a alta (FIA) y baja (FIB) fuerza iónica. 
Los RNAs se separaron por electroforesis en geles de 
poliacrilamida. Los resultados senalan que Epo induce 
la formación de RNA 30 S en ratas CP, en cambio, Ta 
activa la producción de RNA r 26, 18 y 5-6 S y los 
RNA t 4 S. La acción conjunta de Eoo y Ta provoca la 
apariciõn de RNAs 9, 22 y 15 S, nosibles precursores 
dei 30 S. El estímulo de la síntesis de RNAs 5-6 S 
oor Ta o la acción conjunta de ambas hormonas supiere 
oue estos RNAs Dodrían corresnonderse con los RNA U 
(UI al 116), que como ribonucleooroteínas oarticipan en 
el procesamiento de pre-RNAs (splicino). Como Ta au
menta la actividad de ribonucleasas nucleares, su 
participación en este proceso narece muy nrobable. 

Se oostula que Eno induce la síntesis de nre-RNA m 
30 S, el cual es procesado Dor RNP estimuladas oor Ta, 
para dar oripen al PNA m funcional 9 S. 
Financiado por Dep.Des.Inv.U. de Chile. N°B1242 - 8223 

TRYPANOSOMA CRUZI. ACT1VWAV ESTERASA "IN VIVO". (T. 
CAUZI. "In vivo" eiiíKoií activity). Repetto, V.,Alch.-
natí, J. ,Sitva, I. ,UoKetlo, A. Vpto. de BA.oqaAjrU.da. 
facultad dí Me.cU.cAna.. UnA.veAiA.dad de Chile. 

Ttujpanoioma ouizl ei it paníiito cauiantí dí la e n -
híKmídad de Chagai. Lai dnogai en uio ion poco í^íctl 
vai, poilblemíntí debldo a ilitemai de dctoxthlcacÁún 
muy actlvoi en et paKdiito. 

T.cjw.zi.jCA.pa. TulahuCn, [epimaitigote.6) ie cultiva en 
medio líquido. {Vixmond' & míi SI de iueAo {etat bovino}. 
La actividad íitexaia ie mídió mando como iuitKato et 
p-nitn.oie.nit acetato. El paKa-nitKoíínol (oKmado iíde-
teKmlnó en un cipíctno(,ot6metno de doblí haz a 420 nm 
y pH 7.5 (AOC m M " W = «,33). 

La actividad ínzimátíca iuí'' dUiectamíntc pKopoKclo-
nat at tiempo y al . númíKo de T.CKUZI poK ml de Incuba-
ción. La vítocldad dí la Keacclón aumenta a medida que 
aumento la concenfiactõn de iuitKato, Itegando a un mí 
ximo a 2mU. La actividad lue*de 2,22 n mola dípKoduc 
to ionmado poi minuto y poK ml dí incubaciân a 25° C, 
pH 7.5 y p-nifwf,enit acítato 2,SmU y T. tymz-c 4,3x1 0 ° 
poh. ml dí incubaciân. 

Vaiuwxon lO'^M inhibió iAKívíKiiblcjnentí la. activi
dad (505 en 30 minutai) indicando que pantídí la acti 
vidad A Í díbí a íitíAaiai díl tipo ienlna. 

Expenimíntoi "in vitKo" Indlcanon que laactividad 
ií encuentKa localizada ín la lK.acci.6n mlcAoiomal y AO 
lublí ín apKoxiinadamente la miima pn.opoKci.6n. 

LOA Kíiultadoi pneiíntadoi iucieAin quílai liteAa-
iai podnXan tíníK un Kol in la neàiitíncta a dnogai det 
•oaKãiitc. 
financiado pon aKant S10174 RE de la. OMS y B-930-8234 
dí la ünivèfiAldad dí Chilí. 

P A P E L D E M E T A L E S E N E L M E C A N I S M O D E L A C A R B O 
C I C L A S A D E C I T R U S L I M O N U M . ( R o l e o f m e t a l i o n s 
i n the m e c h a n i s m o f c a r b o c y c l a s e f r o m C i t r u s 
l i m o n u m ) . Rojas,II.C., C h a y e t , L . y C o r i , O . -
D e p a r t a m e n t o de B i o q u í m i c a , F a c . 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 

L a c a r b o c i c l a s a do f l a v e d o de l i m ô n , t r a n s 
f o r m a los p i r o f o s f a t o s a l í l i c o s , n e r i l y g e r a 
n i l p i r o f o s f a t o (NPP y GPP) e n h i d r o c a r b u r o s ~ 
m o n o t e r p S n i c o s c í c l i c o s . L a r e a c c i ô n r e q u i e r e 
u n i ó n m e t á l i c o b i v a l e n t e . 

M n 2 + e s el m e t a l m á s e f e c t i v o c o n a m b o s 
s u s t r a t o s , f } g 2 + y C o 2 + p r e s e n t a n m e n o s de u n 
13 % d e e f e c t i v i d a d . L a e n z i m a e s i n a c t i v a c o n 
Z n 2 + , H i 2 + y Ç u 2 + . liemos d e m o s t r a d o q u e G P P 
f o r m a c o n M n los c o m p l e l o s d e e s t e q u i o m e -
t r í a G P P - t M n 2 * ) ! G P P - ( M n 2 + ) 2 . L o s v a l o r e s de 
K m p a r a la e s p é c i e G P P M n 2 o b t e n i d o s v a r i a n d o 
M n e n p r e s e n c i a d e G P P c o n s t a n t e y v a r i a n d o 
e s t e u l t i m o c o n e x c e s c d e M n f u e r o n i g u a l e s 
(0,67 y 0,70 u M ) . E s t o i n d i c a n q u e G P P - ( M n 2 + ) . 
e s e l s u s t r a t o d e la e n z i m a y q u e l a s c o n c e n 
t r a c i o n e s d e G P P - ( M n 2 + ) . y M n 2 * n o i n f l u y e n 
e n la v e l o c i d a d o b s e r v a d a . 

D e l a m i s m a m a n e r a se d e m o s t r o q u e N P P -
( M g 2 + ) 2 y G P P - ( M g 2 + ) 2 s o n los c o m p l e j o s u t i l i 
z a d o s p o r l a e n z i m a . — 

El p a p e l d e l m e t a l e n l a r e a c c i S n d e la 
c a r b o c i c l a s a s e r i a e l d e f o r m a r u n c o m p l e j o 
c o n e l s u b s t r a t o y d e e s t e m o d o n e u t r a l i z a r 
l a s c a r g a s n e g a t i v a s d e l g r u p o s a l i e n t e . E s t a 
i n t e r p r e t a c i d n c o i n c i d e c o n los d a t o s o b t e n i 
d o s p a r a la solvfilisis n o enziraítica d e G P P . 

http://BA.oqaAjrU.da
http://Me.cU.cAna
http://UnA.veAiA.dad
http://cjw.zi.jCA.pa
http://p-nitn.oie.nit
http://lK.acci.6n
http://pn.opoKci.6n
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Efecto de Benzopireno(BP) sobre la sintesis de DNA y 
lo DNA polimeraso mitocondrial. (Effect of BP onmito-
chondrial DNA Synthesis and DNA polymerase). 
I.Salazar, L.Tarrago-Litvak,L.Gil y S.Litvak. Depto. 
Bioquimica, Fac. Medicina, Universidad de Chile. 

Hemos estudiado el efecto de un agente cancerogéni-
co como el Benzopireno(BP}, sobre la sintesis de DNA 
en mitocondrias aisladas de hígado de ratas normales 
y trotadas con BP, así como los niveles y propiedades 
de la DNA pol imerasa jp. solubi 1 izada de ambos tipos de 
organelo. Nuestros resultados muestran que: 
1) Las mitocondrias de animales inyectados con BP tie-
nen menor capacidad para sintetizar DNA que los orga-
nelos controles. 2) La actividad DNApolimerasa^-solu-
bilizada de mitocondrias de animales tratados es mucho 
mayor que la actividad de las mitocondrias controles. 
3) La sintesis de DNA en mitocondrias normales esfuer-
temente inhibida por ddTTp, mientras que en mitocon
drias tratadas la extension 'de esta inhibición es mu
cho menor. 4) La permeabilidod para ddTTP no está afec-
tada en los organelos de los animales tratados. 
5) Aphidicolina no tiene efecto sobre la sintesis de 
DNA mitocondrial en ambos tipos de animales, 6) Los 
efectos inhibitorios de ddTTP, aphidicolina ybromuro 
de etidio son muy similares para ambos tipos de poli-
merasa solubilizada, así como Ias concentraciones 6nti-
mas de Mn y KC1.-

Proyecto: B-l407.821.3. 
Financiado por SDCACI, Universidad de Chile. 

P U R I F I C A C I O N POR C R O M A T O G R A F I A DE A F I N I D A D Y 
P R O P I E D A D E S DE UNA PROT E A S A A C I D I C A DE HUEVO 
DE ERIZO DE MAR. ( P u r i f i c a t i o n by a f f i n i t y 
c h r o m a t o g r a p h y and p r o p e r t i e s of an acidic 
p r o t e a s e from u n f e r t i l i z e d sea u r c h i n e g g ) . 
S a n c h e z , I.; L a n d s b e r g e r , E . ; P o n c e , 0. and 
E n r f q u e z , S. D e p t o . B i o l o g i a M o l e c u l a r , Uni
v e r s i d a d de C o n c e p c i ô n , C h i l e . 

E s t ú d i o s prévios han d e m o s t r a d o la p u r i f i -
c a c i ó n parcial de una a c t i v i d a d p r o t e o l f t i c a 
a c f d i c a con c a r a c t e r í s t i c a s de c a t e p s i n a 0 
en el huevo no f e c u n d a d o de erizo de m a r . 

En esta c o m u n i c a c i ó n se informa sobre la 
p u r i f I c a c i â n de esta a c t i v i d a d m e d i a n t e el u -
so de h e m o g l o b i n a a g a r o s a y de a l g u n a s de sus 
p r o p i e d a d e s . 

La a c t i v i d a d p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d a o b t e -
nida por c r o m a t o g r a f i a en Sep h a d e x G - 2 0 0 , fue 
r e c r o m a t o g r a f i a d a en una c o l u m n a de hemoglo -
bina a g a r o s a . La a c t i v i d a d e n z i m á t i c a se de_ 
terminfi por el m é t o d o de A n s o n m o d i f i c a d o . 

Una f r a c c i ó n de la a c t i v i d a d fue r e t e n i d a 
y e l u í d a con au m e n t o de pH y fuerza i ó n i c a . 

La f r a c c i ó n asf p u r i f i c a d a p r e s e n t a un pH 
óptimo de 3,9; es inhib i d a por exceso de he
m o g l o b i n a ; p r e s e n t a una Km a p p = 5 , 2 x I O - 6 M 
y es inhibida t o t a l m e n t e por p e p s t a t i n . Con 
esta a c t i v i d a d se realizo también e s t ú d i o s 
de t e r m o e s t a b i 1 i d a d a 37 y 50 ° C . 

En c o n c l u s i o n , solo una parte de la a c t i 
vidad p r o t e o l f t i c a a c f d i c a p a r c i a l m e n t e puri^ 
ficada en Sep h a d e x G-200 es r e t e n i d a por he
m o g l o b i n a a g a r o s a y c o r r e s p o n d e r i a a una pro 
teasa tipo c a t e p s i n a D. 

AISLACION DE LA CÉLULAS MESOFILAS Y DE LA VAINA DE 
ATRIPLEX REPANDA Y CARACTERIZACION DE LOS FOTOSISTEMAS 
PRESENTES. {Isolation of both mesophyll and bundle 
sheath cells of Atriplex repanda and characterization 
of the present photosystems). 
Silva, E.,*Risi, S_. y Dose, K. Departamento de Macromo-
leculas, Facultad de Química, Universidad CatSlica de 
Chile(*Universi£at Mainz, W-Germany). 

El Atriplex repanda es un arbusto C-4 chileno utiliza
do en la reforestación de zonas áridas. Se plantea el 
estúdio de los fotosistetnas presentes en esta espécie 
C-A. 
Se separaron Ias células mesõfilas de Ias de la vaina 
mediante el empleo dei sistema enzimãtico macerozima y 
celulasa, acompanado de la acciõn mecânica de un homo-
geneizador y de un mortero. Las fracciones celulares 
se aislaron con el uso de tamices de nylon y posterior 
centrifugaciõn. Los cloroplastos de Ias células mesõ
filas poseen un fotosistema II activo el cual a través 
del fotosistema I sirve para la formaciõn de NADPH. 
Los cloroplastos de Ias células de la vaina carecen dei 
fotosistema II, y su fotosistema I está acoplado a la 
fotofosforilaciSn cíclica. 

Los cloroplastos de Ias células de la vaina muestran 
una fotofosforilaoiõn y un transporte de electrones ma 
yor, cuando Ias hojas de Atriplex son iluminadas adi
cionalmente prévio a la separaciãn de Ias células. Es
to es una indicaciõn de que Ias células de la vaina d ^ 
penden en gran medida de los sustratos provenientes de 
Ias células mesõfilas. 
Nota: E.Silva agradece la colaboración prestada por la 
FundaciSn Alexander von Humboldt. 

A K À L I S I S DE LA C O M P O S I C I O K Q U Í M I C A D E LA FRACCIOH I 

DL LA PARED CELULAR EN C E P A S D E N E U R O S P O R A C R A S S A . 

(Chemical composition of the fraction I from cell 
wall of dlfferents strains of NeuroBpora crassa) 
Silva. M . y Pincheira, 0. Departamento de Ramos 
Básicos, Division Ciências Médicas Oriente, Facul
tad de Medicina y Facultad de Ciências Básicas y 
Farmacêuticas de la Universidad de Chile. 

El propósito de este traoajjo es correlacionar la 
composiciòn química de azúcares dei principal cons-
tituyente de la fracción I de la pared celular de B< 
crassa con la morfogénesis dei hongo. Para ello se 
trabaja con simples y dobles mutantes de genes se-
leccionados, en busca de alguna posible interacción 
génlca a nível dei análisis cualitatiyo y cuantlta-
tivo de los componentes químicos de la fracción I . 
El análisis por cromatografta de gases de los de
rivados de aldltoles acetilados que constituyen el 
heteropollmero muestran gluoosa, manosa, y galacto
sa como principales constituyentes. Los derivados 
de aldltoles acetilados parcialmente metilados evi
denciar que la fracción I ee un gluoano 1-3 que 
presenta manosa lineal y ramificada con galactosa, 
como azucar terminal. 
Ias mutantes musetran un incremento de manosa ra

mificada 2,6 y de 4-glucosa en desmedro de 3- glu-
cosa, variaoion que al parecer está correlacionada 
con la morfologfa dei hongo. 
£1 análisis de Ias dobles mutantes sugieren posi-
bles efectos de complementaclón y adición genica,a 
r.ivel de la composiciòn química. 
Se propone además la existência de otro polisacá-

rido oonstituyente de la fracción I de la pared ce
lular de M . crassa. 
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ESTÚDIO ESTRUCTURAL DE LA REGION INVOLUCRADA EN 
LA COOPERATIVIDAD HACIA AMP DE LA FRUCTOSA 1 , 6 - B I -
FOSFATASA ( S t r u c t u r a l s t u d y o f t h e r e g i o n i n v o l v e d 
i n t h e A M P - c o o p e r a t i v i t y o f F r u c t o s e 1 , 6 - b i s p h o s -
p h a t a s e ) . S l e b e , J . C . , H e r r e r a , R . , H u b e r t , E . , P e t e r 
s o n ^ , y M a r t í n e z - C a r r i ó n t M . - I n s t i t u t o B i o q u í m i c a , 
F a c u l t a d C i ê n c i a s , U n i v e r s i d a d A u s t r a l de C h i l e 
y V i r g i n i a Commonwealth U n i v e r s i t y , U . S . A . 

Hemos demostrado que l a c a r b a m i l a c i ó n de l a 
F r u c t o s a 1 , 6 - b i f o s f a t a s a , en p r e s e n c i a de F r u c t o s a 
1 , 6 - b i f o s f a t o (25 mM), conduce a l a o b t e n c i ó n de 
una enzima que aún e s s e n s i b l e a l i n h i b i d o r AMP 
(Ki - 30 uM), pero l a c u a l no mues tra i n t e r a c c i ó n 
e n t r e l o s s i t i o s d e l n u c l e ó t i d o {n H = 1 . 0 ) . La 
c i n é t i c a de p e r d i d a de c o o p e r a t i v i d a d mostro s e r 
de pr imer orden y f u e c a u s a d a por l a m o d i f i c a c i ó n 
de un grupo ê . -amino de l i s i n a por subunidad (Arch . 
B i o l . M e d . E x p . 1 3 . 468 ( 1 9 8 0 ) ; 1 4 , 200 ( 1 9 8 1 ) . 

Se han usado e s t a s c o n d i c i o n e s para marcar l a 
p r o t e í n a con l i f C - c i a n a t o y , a i s l a r y c a r a c t e r i z a r 
e l f ragmento i n v o l u c r a d o en l a c o o p e r a t i v i d a d de 
l a enzima h a c i a AMP. 

La h i d r ó l i s i s t r í p t i c a de l a enzima c a r b a m i l a d a 
r i n õ i ó un p é p t i d o r a d i o a c t i v o que fue p u r i f i c a d o 
med iante c r o m a t o g r a f í a l í q u i d a de a l t a p r e s i ó n 
(hPLC). La c o m p o s i c i ó n de a m i n o á c i d o s de e s t e 
f ragmento mues tra que c o n t i e n e aproximadamente 21 
r e s í d u o s . Su s e c u e n c i a p a r c i a l r e v e l o que l a u s i 
na m o d i f i c a d a c o r r e s p o n d e a l amino t e r m i n a l de e s t e 
p é p t i d o y e s e l r e s í d u o 50 de l a F r u c t o s a 1 , 6 - b i 
f o s f a t a s a . 

F i n a n c i a d o por D. I . U n i v e r s i d a d A u s t r a l de C h i l e , 
PNUD/UNESCO y NIH. 

ENDONUCLEASAS ESPECIFICAS DE EXTREMO 3' EN 00CIT0S DE 
XENOPUS LAEVIS. (3 l end specific endonucleases in 
Xenopus laevis oocytes). Solari,A. y Deutscher,M.-
Department of Biochemistry^ University of Connec-
ticut, Connecticut, U.S.A. 

En Tos organismos eucariontes los genes de tRNA 
no codifican la secuencia 3' terminal CCA comün a 
todos ellos, de modo que se transcriben precursores 
de tRNA con largo y secuencias variables en dicho 
extremo. Existen etapas post-transcripcionales me
diadas por a) endonucleasa(s) y b) tRNA nucleotidil 
transferasa capaces de remover las secuencias anor
mal es asf como la posterior síntesis del extremo CCA 
respectivamente. 

Como un intento de caracterizar a la(s) nu-
cleasas involucradas en el procesamiento dei extremo 
3' de los tRNAs, hemos desarrollado un ensayo simple 
que i nvol uc ra hi dról i si s de un precursor arti fi c i al 
como sería tRNA-C [ 1 4CJ UC. Utilizando otros ensayos 
para nucleasas asf como fraccionamiento por croma-
tografias en DEAE cel , hidroxiapatita y A-A 44, hemos 
podido purificar parcialmente desde ovario de Xenopus 
laevis una endonucleasa que hidroliza a los tRNAs en 
su extremo 3 1 . 

Posteriores intentos hechos para estudiar la 
distribución subcelular de la nucleasa nos indica que 
en núcleo se encuentran 2 formas de endonucleasa 
mientras que en citoplasma existen varias actividades 
principalmente de tipo exonucleasas. 

Estúdios preliminares sobre la caracterización 
de Ias endonucleasas nucleares indican que la especi-
fici dad de hi dróli si s depende de 1 a presenci a de 
Mg+2 . 

ESTÚDIOS DE LA ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA DURANTE LA OOGENESIS Y 
LA MADURACION MEIOTICA DE 00CIT0S DE XENOPUS LAEVIS. (Studies on 
DNA polymerase a c t i v i t y during oogenesis and meiotic maturation in 
Xenopus laevis oocytes) . Solar I , A . , Zourghi ,L . , C a r v a l l o , P . y 
Tarrago'-Ll tvak,L. - Dapto. Bioquímica, Facultad de Medicina, Uni
versidad da Ch i le ; IBCN-CNRS, Bordeaux, Francia . 

Los oocitos de Xenopus laevis poseen sólo dos J l p o s de DNA 
pol I merasa-DNA dependlentes (01 y y ) . Durante la oogenesis se ha 
estudiado el per f i l cromatograf(code las actividades pol I meras i -
cas y se ha observado un aumento importante en la hetercgeneidad 
de la DNA pollmerasa a. 

La DNA polimerasa a de células animates es un complejo de 
a l to peso molecular que posee una subunidad c a t a l i t i c a y otros 
proteínas accesorias como la tr lptofanl l - tRNA slntetasa y una pro-
taína capaz de unirse a la dfadenosine te t ra fos fa to , un actlvador 
de ia s ín tes is de DNA. En el caso de los oocitos estádio VI la 
act iv idad DNA pollmerasa a esta confinada en el compartimiento 
nuclear y la tr iptofanf l - tRNA slntetasa en la frocclon soluble del 
citoplasma. Al estudiar el comportam! ento cromatograf Ico de un 
extracto total de oocitos durante la oogenesis se observa la 
aparlclon de un segundo pico de act iv idad s lntetéslca a par t i r del 
estádio IV. Este segundo pico coincide con una de Ias formas de la 
DNA pollmerasa. Al gun as evidencias inmunolcglcas dei ,complejo 
sIntetasa-polImerasa asf como las impIIcaclones f is io lóg icas da 
t a l complejo seran discut idas. 

La maduraclón mel ót ica del ooci to de Xenopus laevis t rae 
como consecuencia la ruptura de la veslcula germinal (núcleo) y la 
aparlción de una capacidad de sfntesfs de DNA que no existe hasta 
e l estádio V I . Dada la alt isima cantldad de DNA pollmerasa a en 
oocitos de estádio VI es muy poslble que esta act lvaclón de la 
s ín tes is de DNA sea mediada por un factor diferente a la DNA p o l l 
merasa ot. En nuestro laboratório hemos puesto en evidencia un fac 
tor proteico capaz de estimular la DNA pollmerasa q in v l t r o . Este 
factor se encuentra a bojo nível en oocitos de eSTaaios v y VI 
pero su nivel se encuentra muy aumentado por efecto de Ias hor
monas progesterone y HCG. Los propledodes de este activador seran 
descri tas y d iscut idas. 

Este trabajo ha sido financiado por la Universidad de Chile 
(Proyecto B,1444-8213), por el Ins t l tu t Nationale de la Sante e t 
Recherche Medical* (Francia) y por el C . N . R . S . (F ranc ia ) . 

PRESENCIA DE UNA PROTEÍNA SIMILAR A CALMODULINA EN PRO-
CARIONTES (Presence of a calmodulin-1ike protein in pro-
karyotes). Toledo,H. y Jerez,C.A.- Departamento de Bio
química, Facultad de Medicina,Div. Ciências Med. Norte, 
Universidad de Chile. 

Calmodulina es una proteína metilada que une C a + ^ 
y que desempena un importante papel en la regulación 
de diversos procesos en la célula eucarionte. Estudian-
do la metilación de proteínas en bactérias,encontra
mos una proteína con propiedades similares a calmodu
lina. 

La proteína se purifico parcialmente a partir de 
Escherichia coli D-10(RNAaseI ,met ,rel A) mediante 
electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida 
y cromatografia de exclusion. Su metilación in vivo 
se determino ^después de someter las bactérias a la 
presenciade H-metil-metionina y cloramfenicol por un 
corto período. 

Encontramos que la proteína en estúdio es metiladq 
posee un peso molecular de 17,000 y co-migra con cal
modulina de cérebro en geles de poliacrilamida.La pro
teína era además altamente acídica(pH~4 ) y termoesta-
ble(5min en bano hirviente). Experimentos prelimina-
res rhostraron que la proteína parcialmente purificada 
tiene actividad estimulatoria de fosfodiesterasa de 
nucleótidos cíclicos de cérebro en presencia decalcio. 
Por otro lado, detectamos también la presencia de pro
teínas acldicas de bajo P .M. y termoestables en varias 
espec ies de bacter ias. 

Nuestros resultados sugieren la existência de un 
modulador enzimático tipo colmodulina en procariontes. 

Financiado por Univ. de Chile. Proyecto B. 1065.8234 
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MODtFICACION QUÍMICA DE ARGININAS ESENCIALES EN LA FOS 
FOMEVALONATO QUINASA DE HIGADO DE CERDO. (Chemical 
modification of essential arginines in pig liver 
phosphornevalonate kinase). Vergara,M*. Alvear.M*, Car-
demil,ET, Jabalquinto.A. y Eyzaguirre,J.* Laboratório 
de Bioquímica, Universidad Católica de Chile* y Facul
tad de Medicina, Universidad de Chile. 

La fosfomevalonato quinasa, cataliza la transfe -
rencia de fosfato del ATP al fosfomevalonato con forma 
ción de pirofosfomevalonato y ADP. Dicha enzima, mono 
mero de PM 20.000, posee un grupo sulfhidrilo esencial. 

Utilizando una preparación parcialmente purifica
da, se ha estudiado la participación de residuos de ar 
ginina en el sitio activo mediante butanodiona y feniX 
gl ioxal. 

Ambos reactivos inactivan la enzima con una ciné-
tica compleja, sugiriendo así que reaccionan con más 
de una arginina, directa o indirectamente asociadas al 
sitio activo. Ambos sustratos, fosfomevalonato y ATP-
Mg 2 , protegen de la inactivación, aunqu| en distinto 
grado. Frente a butanodiona, el ATP-Mg 2 es capaz de 
proteger en forma total, mientras que el MVAP lo hace 
parcialmente. La inactivación por fenilglioxal es pro 
tegida parcialmente por ambos sustratos en Ias condi -
ciones empleadas. Con fenilglioxal, la cinética de 
inactivación es irreversible, mientras que el mecanis
mo cinético seguido por butanodiona es reversible. 

En conclusion, la fosfomevalonato quinasa utiliza^ 
dos o más residuos de arginina en su sitio activo, uno 
de los cuales está asociado al sitio de union del ATP-
Mg y otro residuo estaria posiblemente vecino al sitio 
de union del MVAP. 
Proyecto DIUC 69/81. 

CONDICIONES QUE AFECTAN LA RUPTURA DEL DNA POR LA EN-
DONUCLEADA Tthl EN SÍTIOS MODIFICADOS POR LA METILASA 
dam. (Conditions affecting DNA cleavage by Tthl at a 
Tthl endonuclease-dam methylase overlapping sequence). 
Vicuna,R., Vásquez,C., Yudelevich.A. y Venegas,A.-Labo 
ratorio de Bioquímica, Universidad Católica de Chile. 

Previamente nos hemos referido a la purificación y 
algunas propiedades de la endonucleasa de restricciõn 
Tthl, presente en la cepa bacteriana termofilica Ther-
mus thermophilus HB8. La secuencia que reconoce esta 
enzima es TCGA. El análisis de los productos de dlges 
tión obtenidos con diversos DNAs, revelo que en algu -
nos casos la enzima Tthl corta esta secuencia en forma 
muy ineficiente. 

Con el fin de hacer estos sitios más sensibles a 
la acción enzimática, se realizaron digestiones en di
versas condiciones, observándose que la ruptura dei 
DNA aumenta cuando se usan concentraciones altas de en 
zima y también a pH alcalino. Deleciones de secuen -
cias cercanas a estos sitios demostraron no tener nin-
quna influencia en la velocidad de corte. 

Debido a que solo DNAs provenientas de Escherichia 
coli muestran esta propiedad, pensamos en algún tioo 
de modificación química específica. E. coli posee una 
metilasa de DNA constitutiva llamada dam, la que meti-
la adenina en la secuencia GATC. Una revision de Ias 
secuencias inmediatamente vecinas a los sitios refrac-
torios a la digestion, mostro que la inhibición dei 
corte se produce solo cuando se sobreponen Ias secuen
cias de reconocimiento de la metilasa dam y la endonu
cleasa Tthl, esto es en la secuencia TCGATC. Esto fue 
corroborado preparando DNA de cepas de E. coli con ge-
notipo dam", el que es digerido completamente en condj[ 
ciones normales. 

Los resúmenes de Ias páginas R-63 a R-71 fueron preparados por los autores y luego impresos por el sistema foto-off set, sin 
correccionesni revision editorial. La exactitud de lo allí expresado, así como la nomenclatura empleada, referencias 
bibliográficas, etc., son de exclusiva responsabilidad de los autores. Nótese que la aparición de un resumen en este 
fasci'culo de Archives no necesariamente implica la futura publicación de un articulo cientifico formal. Tampoco debe 
considerarse que esos resúmenes reemplazan la publicación normal de los resultados. Por ello, si un resumen es citado en 
un articulo formal o en un curriculum vitae debiera explicitamente sen alar se que se trata de un resumen. 


