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C O N F E R E N C I A  I N A U G U R A L

Pufes de DNA em Rhynchosciara: Estado Atual
do Problema

(DNA puffs in Rhynchosciara: present knowledge of the problem)
FRANCISCO J. S. LARA

Departamento de Bioquímica, Instituto de Química, Universidad de Sao Paulo, 01000. Sao Paulo, Brasil

Ao final do 4° estádio do desenvolvimento larval 
do díptero R h y n c h o s c ia r a  a m e r ic a n a  a glándula 
salivar sofre modificapóes dramáticas. A variapáo 
do padráo de pufes nos cromossomos politéni- 
cos pode ser observada citologicamente e o apa
ree imento dos pufes de DNA é um acontecimento 
marcante desta época. Métodos bioquímicos 
permiten acompanhar a variapáo na síntese de 
ácidos nucleicos e proteínas que ocorre nesta 
mesma época.

Durante os últimos 15 anos meu laboratorio 
tem se dedicado ao estudo destes problemas. Em 
essencia foi descoberto que os pufes de DNA 
estáo envolvidos na síntese de RNAs mensagei- 
ros e que as proteínas codificadas por estes 
acham-se relacionadas á formapáo do casulo 
coletivo na época da pupapáo.

As principáis observapóes feitas durante 
este estudo seguem-se abaixo:

1. E s t u d o  da  s í n t e s e  d e  RNA

Glándulas salivares de R h y n c h o s c ia r a  de dois 
períodos distintos do desenvolvimento larval, 
um caracterizado pela ausencia e outro pela 
presenpa do pufe 2B, foram usadas na obten- 
pao de RNAs isotópicamente marcados. A 
análise eletroforética destes RNAs revelou que 
o aparecimento da espécie RNA poliA+14S está 
diretamente relacionado á abertura do pufe 2B 
Okretic e cois., 1977). A hibridizapáo “in 

situ” da espécie de RNA poliA+14S com o DNA 
da regiáo 2B e a predominancia desta espécie 
nos perfis electroforéticos de RNA extraído 
de pufes 2B obtidos por microdissetpáo, con- 
ftrmaram as primeiras observapóes (Bonal- 
do e cois., 1979). Estes mesmos autores demons- 
traram que a poliadenilapáo ocorre ao nivel 
cromossómico e que o suco nuclear ñao é um 
compartimento celular importante no trans
porte do RNA poliadenilado para o citoplasma.

O estudo da cinética de migrapáo para o cito
plasma da espécie de RNA poliA+14S revelou, 
ainda, que este é um processo rápido e que esta 
espécie é urna molécula instável.

2. E s t u d o  d a  s í n t e s e  d e  p r o t e í n a s

Verificou-se que a secrepáo produzida pela 
glándula salivar durante o 4° estádio do desen
volvimento larval é composto por un pequeño 
número de polipeptídeos, com pesos moleculares 
variando entre 20300 e 152000. Observou-se, 
também, que a composipáo protéica desta 
secrepáo modifica-se a medida que as larvas 
progridem no curso do desenvolvimento e que 
há um decréscimo no tamanho dos polipeptídeos 
constituintes (Winter ecols., 1979). Estes autores 
observaram ainda, um aumento exponencial na 
produpáo de secrepáo concomitante ao 
inicio da fiapáo do casulo coletivo. Este au
mento ocorre até a secrepáo representar 75% 
da síntese proteica da glándula.

Um estudo paralelo entre a síntese de poli
peptídeos e a abertura e fechamento dos vários 
pufes ao longo do Final do 4° estádio larval per- 
mitiu correlacionar o polipeptídeo chamado P8 
ao aparecimento do pufe 3C e o chamado P9 
ao pufe 2B (Winter e cois., 1977a). Estes poli
peptídeos sao componentes da secrepáo 
salivar e provavelmente sáo usados na constru- 
páo do casulo coletivo (Winter e cois., 1977b).

A tradupáo “in vitro” da espécie RNA 
poliA+14S resultou na síntese de un polipeptí
deo com peso molecular semelhante ao de P9, 
confirmando parcialmente a correlapáo acima 
mencionada (de Toledo e cois., 1978).

3. E s t u d o  da  a m p l i f i c a £ á o  g é n i c a

A técnica de micromanipulapáo foi usada 
para a obtenpáo de DNA radioactivo das re-
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gióes cromossómicas 2B e 3C. Estes mate- 
tiais foram usados como repórter em cinéti
cas de reassociapáo, ñas quais DNAs, extraí
dos de glándulas salivares de larvas em períodos 
distintos, antes (3° periodo) e após (6° período) 
o aparecimento dos pufes, dirigiam as reapóes. 
Estas cinéticas mostraram que as sequéncias do 
DNA da regiáo 2B bem como as sequéncias do 
DNA da regiáo 3C sofrem amplificando de 
cerca de tres vezes, durante o 6° período (Floe- 
ter e cois., em preparapáo).

Por outro lado determinou-se que a veloci- 
dade de hibridizapáo da espécie RNA poliA+ 
14S com excesso de DNA extraido de glándulas 
salivares de larvas em 6° período (após o apare
cimento dos pufes de DNA) é tres vezes maior 
que a velocidade de hibridizapáo da mesma 
espécie de RNA com excesso de DNA extraído de 
glándulas de 3° período (antes do aparecimento 
dos pufes). Desse modo foi possível estabelecer 
que o RNA mensageiro 14S é transcrito de se
quéncias que sofrem amplificando (Floeter e 
Lara, 1977).

Será discutida a importáncia destes dados 
junto aos recentes progressos obtidos na biología

molecular. Procurar-se-á também analisar a 
importáncia que a formapáo de un grupo para 
a realizapáo desses estudos teve, ou poderia 
ter tido, para o desenvolvimento de um segmento 
das Ciéncias Biológicas no Brasil. A partir da 
vivéncia com os problemas oriundos da realiza- 
pao desse projeto tentaremos também extrair 
os ensinamentos sobre o desenvolvimento cien
tífico na América Latina.
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C O L O Q U I O :

Efecto de metales en reacciones enzimáticas

EFECTO DE Mn2+ SOBRE LAS FOR
MAS MOLECULARES DE LA ARGI- 
NASA DE HIGADO HUMANO. (Effect 
of Mn2 + on the molecular forms of 
human liver arginase)
N e l so n  C a r v a j a l . (Instituto de Nutrición 
y Tecnología de los Alimentos, Universidad 
de Chile, Santiago, Chile).

La cromatografía de intercambio iónico de pre
paraciones semipurificadas de arginasa de hí
gado humano resuelve la actividad enzimàtica en 
dos especies, identificadas como enzima I y II 
de acuerdo al orden en que eluyen de una colum
na de CM-celulosa. Ambas especies requieren 
en forma absoluta de Manganeso para su activi
dad catalítica pero, aparte de su carga eléctrica, 
difieren en forma importante en sus característi
cas estructurales y cinéticas.

La enzima II corresponde a una proteina 
tetramérica de peso molecular 118.000, y se 
disocia en subunidades inactivas cuando se le re
mueve el metal activador. Tanto la actividad cata
lítica como la estructura cuaternaria de la enzi
ma se recuperan cuando se agrega Mn2 * a las 
subunidades. Inmovilizando la enzima nativa a 
través de una sola subunidad, ha sido posible ob
tener subunidades aisladas que se activan con 
Mn2 + sin reasociarse. Se han obtenido tam
bién dímeros aislados de la enzima. Al compa
rar las propiedades enzimáticas al pH óptimo 
'9.5) no se encuentran diferencias entre los te
trámeros, dímeros y monómeros. Sin embargo, a 
pH 7,5 los monómeros y dímeros presentan una 
cinética michaeliana, mientras que una de tipo 
alostérico se observa para la enzima tetramérica.

La enzima I presenta un peso molecular con
siderablemente mayor que la enzima II, y una 
emética michaeliana tanto a pH 9,5 como 7,5. Sin 
embargo, también se disocia en subunidades 
inactivas cuando se remueve el metal activador. 
Si estas subunidades son purificadas por filtra
ción en Sephadex y luego se las reactiva con 
Mn2 +, se forma una especie que tiene todas 
las características de la enzima II. En cambio, 
cuando la reactivación se realiza en presencia de

las proteínas no arginasa que la acompañan, se 
regenera la enzima I original.

En la preparación de enzima I se encontró 
una importante actividad de arginosuccinasa. La 
interacción entre esta última enzima y la arginasa 
se demostró al incubarla en presencia de Mn2 + 
con subunidades obtenidas de la enzima II. Al 
omitir el ion metálico activador, no se observó 
esta interacción.

Los resultados obtenidos sugieren que la unión 
de Mn2 + en las subunidades de arginasa se 
acompaña de un cambio conformacional que 
favorece la formación de la enzima tetramérica 
libre o de un complejo enzimàtico.

INTERCONVERSION DE ENERGIA POR 
LA ADENOSINTRIFOSFAT ASA Ca2+- 
DEPENDIENTE DEL RETICULO SAR- 
COPLASMATICO. (Energy interconver- 
sion by adenosinetriphosphatase Ca2 +- 
dependent from sarcoplasmic reticulum). 
L e o p o l d o  D e M e i s . (Universidade Fedéra
le do Rio de Janeiro, Departamento de Bio- 
quimica, Instituto de Ciencias Biomedicas, 
Bloco H, Cidade Universitaria, Ilha do Fundao, 
Rio de Janeiro 21.910-RJ, Brasil.

En condiciones apropiadas, la ATPasa Ca2 + 
dependiente del retículo sarcoplasmático es 
capaz de catalizar tanto la síntesis como la hidró
lisis de ATP. La actividad de la enzima es modu
lada por la unión del Ca2 + en los dos lados 
de la membrana. La síntesis de ATP comienza 
con la fosforilación de la enzima por P¡ formando 
una acilfosfoproteína. Esta reacción se ob
serva tanto en presencia como en ausencia de un 
gradiente de concentración de Ca2 + entre un 
lado y otro de la membrana, y es inhibida por la 
unión del Ca2 + en el sitio de alta afinidad (Km 
1-3 /íM a pH 7,0), localizado en la superficie 
externa de la membrana. Estudios de cinética rá
pida indican que tanto en la presencia como en la 
ausencia de gradiente de concentración de Ca2 +,
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la fosforilación por P¡ transcurre a través 
de un conjunto de reacciones comunes involu
crando formas enzimáticas intermediarias co
munes. Una vez formada, la fosfoenzima sola
mente es capaz de transferir su fosfato al ADP 
cuando el Ca2 + está unido al sitio de baja 
afinidad (Km 1-3 mM a pH 7,0) localizado en 
la superficie interna de la membrana. El ATP 
puede ser sintetizado en ausencia de un gra
diente de concentración de Ca2 +. Esto pue
de ser conseguido de dos maneras: a) D o s  e q u i l i 
br ios: La ATPasa era inicialmente fosforilada 
por P¡ en ausencia de Ca2 +. Después que 
el equilibrio de esta reacción era alcanzado, se 
agregaba al medio ADP y un exceso de Ca2 + 
(salto de Ca2 *). Cuando el segundo equili
brio era alcanzado, el fosfato de la enzima era 
transferido al ADP formando ATP. Resulta
dos similares fueron obtenidos en presencia de 
una concentración constante de Ca2 +, va
riando la afinidad por el Ca2 + de los sitios 
de unión de Ca2 + de la enzima mediante una 
súbita variación del pH del medio (salto de pH). 
b) E q u i l ib r io  s im p le :  Pudo observarse un tran
siente de fosforilación por P¿ cuando la enzima 
fue preincubada en ausencia de Ca2+ y luego 
agregada a un medio que contenía P¡, Mg2+ y 
un exceso de Ca2+. La ATPasa fue fosforilada du
rante los 100 milisegundos iniciales, siendo hi- 
drolizada en los siguientes i hiérvalos de tiempo. 
Una pequeña pero significativa cantidad de ATP 
era sintetizada si se incluía ADP en el medio de 
incubación conteniendo P¡, Mg2 + y Ca2+. 
Esto no se observaba cuando la enzima era prein
cubada en presencia de Ca2 +. Estos datos su
gieren que la energía necesaria para la síntesis 
de ATP provendría de la remoción del Ca2 * 
del sitio de unión de alta afinidad de la ATPasa.

ROL DE METALES EN LA ACTIVIDAD 
DE LA DESOXIRIBONUCLEASA PAN
CREATICA. (The role of metals on the 
activity of pancreatic deoxyribonuclease). 
E r n e s t o  M e l g a r , B e a t r i z  L i z á r r a g a , 
A u r a  G i l , C a r l o s  B u s t a m a n t e , D o r i s  S ó n - 

c h e z - R o m e r o . (Instituto de Bioquímica y 

Nutrición, Universidad Nacional Mayor de 
San Marcos, Lima, Perú).

La desoxiribonucleasa pancreática, DNasa I, 
es una enzima que tiene un requerimiento abso-

luto de cationes divalentes para su actividad. 
Mg+ +, Mn++, Co++, Ca++, Ba+ *
Sr+ + y Zn+ + son activadores de la hidró
lisis del DNA; sin embargo, difieren en su efecto 
sobre la velocidad de reacción, la capacidad de 
la enzima para romper una sola cadena del DNA 
o ambas cadenas simultáneamente, los produc
tos finales de hidrólisis, y, por último, se observa 
que la combinación de algunos pares de cationes, 
tales como Ca+ + y Mg+ +, tienen un efec
to sinergístico sobre la actividad enzimàtica.

Se ha demostrado que tanto el DNA como la 
DNasa tienen sitios específicos de unión con di
versos metales. El DNA liga cationes en sus gru
pos fosfato, pero además forma enlace coor
dinados con el Mn+ + por intermedio de sus 
bases. La DNasa tiene varios sitios con afini
dad para Ca+ +, Mg+ + y Mn+ +, ha
biendo sitios específicos y sitios que son comu
nes en que se observa competición entre cationes.

Existe suficiente evidencia experimental 
para afirmar que la actividad de la DNasa de
pende de un plegamiento adecuado de la cadena 
polipeptídica: la enzima a pH alcalino, baja 
fuerza iónica o por efecto de la urea, sufre un 
desenrrollamiento molecular que se manifiesta 
por un incremento del radio de stokes, observa
ble por filtración en gel, y que está acompañado 
de pérdida de la actividad. Este fenómeno es com
pletamente reversible en presencia de Ca+ +, 
lo que sugiere un rol del catión en la preservación 
e inducción del plegamiento correcto de la mo
lécula proteica, principalmente cuando la DNasa 
se encuentra en condiciones que tienden a desor
ganizar la estructura terciaria.

Por otro lado, se ha observado que el Ca+ * 
es un activador muy débil de la enzima, en cambio 
otros iones como el Mg+ +, Mn+ + o Co+ 
presentan velocidades altas de hidrólisis a pH 
neutro o ácido. Este hecho sugiere que cuando la 
enzima tiene una conformación correcta reco
noce al DNA substrato unido a estos metales. 
El efecto sinergístico del Ca+ + en la reac
ción activada por Mg+ + confirma esta hipó
tesis: A pH ácido, cuando la enzima está plegada 
adecuadamente, el sinergismo no se observa; 
por el contrario a pH mayor de 7.0 el sinergismo 
es evidente siendo mayor a pHs alcalinos.

En conclusión podemos afirmar que el rol 
de los cationes en la reacción hidrolítica de la 
DNasa pancreática es doble: a) formación de 
un complejo DNA-metal reconocible por la
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enzima y b) preservación de la estructura nativa 
cuando la enzima está en condiciones adversas 
para su actividad óptima.

INTERACCION ENTRE PIROFOSFOHI- 
DROLASAS VEGETALES Y META
LES BIVALENTES. (Interaction of plant 
pyrophosphohydrolases with bivalent me
táis).
M. A n t o n ie t a  V a l e n z u e l a  P. (Laboratorio 
de Bioquímica General, Departamento de 
Química Biológica, Facultad de Ciencias 
Químicas, Universidad de Chile, Santiago).

La apirasa o pirofosfohidrolasa de S. tuberosum 
cataliza la hidrólisis de enlaces pirofosfóricos 
tanto de polifosfatos orgánicos como de inorgá
nicos en presencia de un metal bivalente, princi
palmente Ca2 +.

La determinación de los parámetros cinéti
cos del sustrato y del metal permite sugerir que 
el verdadero sustrato de la apirasa es el comple
jo pirofosfato-metal en relación 1:1.

Los complejos de CrIII con nucleótidos de 
adenina han sido de gran utilidad para estudiar 
las interacciones entre un sustrato-metal y en
zima. Por su lenta velocidad de intercambio de 
ligandos son excelentes inhibidores de “ fon
do de saco” de enzimas que transfieren grupos 
fosforilos. El CrATP resultó ser un buen inhi
bidor competitivo con respecto a CaATP y 
CaADP. La fuerte unión de estos complejos de

CrIII con la enzima a pesar de la inercia química 
del Cr+' sugiere que la interacción con el sitio 
activo se efectuaría principalmente a través 
de la cadena pirofosfórica y no del ion metálico.

La espectroscopia de resonancia paramag
nética electrónica permite confirmar la interac
ción de metales con proteínas. El espectro de 
EPR del M nll es muy sensible al medio ambien
te electrónico. Por lo tanto el espectro puede 
cambiar con substituciones de ligandos o distor
siones geométricas que ocurran en la primera es
fera de coordinación del metal. El espectro de 
EPR del M nll en presencia de la apirasa mues
tra además del típico sexteto del Mn(HaO)f2 
una transición a campo bajo que puede atribuirse 
a una distorsión de la geometría del campo cris
talino del M nll a una fuerte interacción con la 
enzima.

La unión de metales bivalentes a la apirasa 
en ausencia de sustrato, altera sus propiedades 
cinéticas transformándose en una enzima histe- 
rética. Este efecto puede interpretarse como una 
lenta transición entre dos formas enzimáticas 
con diferente actividad catalítica.

En conclusión, el complejo nucleótido- 
metal interactuando a través de la cadena fos
fórica sería el verdadero sustrato y que la unión 
de metales bivalentes a la enzima produce un 
cambio conformación al desfavorable para la 
catálisis enzimàtica. Estas características 
histeréticas de la apirasa podrían describir 
un mecanismo de regulación metabòlica. (Fi
nanciado por subvención B-008-792 del Ser
vicio de Desarrollo Científico y Creación Artís
tica, Universidad de Chile).
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C O L O Q U I O :

Bioquímica de lípidos e isoprenoides

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS EN 
TRYPANOSOMA CRUZI (Fatty acid 
biosynthesis in Trypanosoma cruzi)
E.E. A e b e r h a r d , M.G. L e m a , M.V. D o 
m ín g u e z  y D.I.H. B r o n ia  (Departamento 
de Biología Molecular, Universidad Nacio
nal de Río Cuarto, Río Cuarto, Argentina).

Hemos demostrado anteriormente incorpora
ción activa de ( l- l4C) acetato en ácidos grasos 
por epimastigotes de Trypanosoma cruzi cepa 
Tulahuén (XIV Reunión Soc. Argentina Inv. 
Bioquímica, Argentina, 1978).

Se ha estudiado ahora los ácidos grasos sinte
tizados a partir de acetato, por cromatografía 
en capa fina con nitrato de plata, combinada 
con cromatografía de gases y recolección indi
vidual de los ácidos grasos. Se ha comprobado 
síntesis de ácidos grasos saturados, mono y di- 
insaturados, principalmente ácidos palmítico 
(8%), esteárico (14%), oleico (16%) y lino- 
leico (50%). Además se ha determinado la in
corporación y metabolismo ulterior de (1- 
l4C)-ácidos grasos (palmítico, esteárico, oleico, 
linoleico y linolénico) en T. cruzi con igual 
metodología. Los ácidos palmítico y esteárico 
fueron metabolizados hasta ácidos mono (16- 
17%) y diinsaturados (52-59%). El ácido 
oleico fue convertido principalmente en ácidos 
diinsaturados (39%) mientras que los ácidos 
linoleico y linolénico no experimentaron meta- 
bol ización apreciable.

Estos resultados ratifican nuestras obser
vaciones previas con respecto a la presencia en 
T. cruzi de mecanismos de síntesis de ácidos 
grasos y activa desaturación de los mismos.

MECANISMOS ENZIMATICOS DE LA 
BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN 
PLANTAS (Enzyme mechanism in the 
biosynthesis of isoprenoids in plants).
L il ia n a  C h a y e t  (Laboratorio de Bioquími
ca, Facultad de Ciencias Químicas y Far
macológicas, Universidad de Chile, Santia
go).

Los isoprenoides constituyen una amplia gama 
de compuestos lipidíeos de características hi- 
drofóbicas que cumplen muy variadas funcio
nes. Cabe señalar esteróles (componentes de 
membrana), carotenos (fotorreceptor), polipre- 
noles fosforilados (transportadores de azúcares), 
parte de coenzimas respiratorias, feromonas 
y hormonas y muchos de función desconocida.

Es natural entonces que la estructura esté de
terminada genéticamente por la presencia y es
pecificidad de diversos grupos de enzimas.

Los isoprenoides se sintetizan a partir de uni
dades isoprénicas (Cs) que pueden ser usa
das para construir el esqueleto completo de una 
molécula o pueden ser unidas a una molécula no 
terpénica. Biológicamente el proceso de unión 
de un terpeno a un aceptor es una reacción de 
premiación, siendo más común la condensación 
1-4 o paralela, del isopentenilpirofosfato (IPP) 
y su isómero el Dimetilalilpirofosfato (DMAPP), 
generando un nuevo pirofosfato alílico de confor
mación E o Z y liberación de pirofosfato. Otra 
reacción importante de prenilación es la con
densación reductiva 1-1 en que dos moléculas 
de famesilpirofosfato o geranil geranilpirofos- 
fato se unen para dar a través de un intermediario 
ciclopropil carbinilo productos como escualeno 
y fitoeno. Finalmente están las reacciones de 
transferencia de la parte orgánica de un pirofos
fato alílico a un aceptor no terpénico, como 
sucede en la síntesis de ubiquinona y ciertos 
alcaloides.

Nuestro interés se ha centrado primordial
mente en la biosíntesis de mono y sesquiterpe- 
nos catalizada por sistemas enzimáticos de Pi- 
nus y Citrus. En el proceso de alargamiento de 
la cadena isoprénica hemos identificado a los 2 
isómeros de Cío Nerilpirofosfato (NPP) y 
Geranilpirofosfato (GPP) y 2 isómeros de C 15 

el 2E-farnesilpirofosfato (FPP) y el 2Z-farne- 
silpirofosfato. Se estableció que independien
temente de la conformación del doble enlace, se 
elimina estereoselectivamente el protón 2-pro 
R del IPP. Es la configuración del sitio activo de 
la enzima y no el proceso químico de salida de 
protones la que determina la estructura final del
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compuesto. Los diferentes isómeros son sinteti
zados independientemente y no provienen de un 
proceso de isomerización E-Z. Hemos encon
trado además un sistema de isomerización —re- 
dox dependiente de NAD que daría cuenta de 
la isomerización E-Z de alcoholes, y que tiene 
a los aldehidos como intermediarios. Este siste
ma redox no es responsable de la formación de 
los diasterómeros E y Z de los pirofosfatos alí- 
licos. Suponemos la existencia de prenil trans- 
ferasas diferentes para la biosíntesis de los 
distintos confórmeros. Es posible obtener prepa
rados enzimáticos que tienen sólo la actividad 
formadora de productos E, en el curso de la puri
ficación de las prenilsintetasas de naranja el 
cuociente de producto Z /E  aumenta y en experi
mentos de desnaturación térmica se pierde 
completamente la actividad Z protegiéndose la 
E con GPP-Mg. Ogura y Popjak han demos
trado que las prenilsintetasas requieren abso
lutamente del pirofosfato en la molécula, y que 
deben tener estructura alilica aunque el largo 
de la cadena hidrofóbica no es crucial.

La prenilsintetasa de Citrus y Pinus reconoce 
la geometría del doble enlace tanto en el 
sustrato como del producto. Requieren absoluta
mente de metal divalente para la catálisis. Poul- 
ter y Rilling han demostrado que el mecanismo 
de condensación 1-4 es un mecanismo de SNi 
(ionización-condensación-eliminación). El car- 
bocatión resultante se estabiliza por la salida de 
protón, pero se ha puntualizado aquí que si bien 
ésta es estereoselectiva no hay mecanismo quí
mico que predetermine la conformación del 
doble enlace del producto.

Las prenilsintetasas a que nos hemos referido 
catalizan la transferencia 1-4 de un pirofosfato 
alílico de 5 ó 10 G a IPP. Sin embargo bajo cir
cunstancias en que el aceptor IPP se encuentra 
ausente del sitio activo de la enzima la prenilsin
tetasa de ave es capaz de transferir el pirofos
fato alílico a otro nucleófilo: el H2O, provo
cando asi la hidrólisis del sustrato.

Poco se conoce desde el punto de vista meca- 
nístico las reacciones de prenilación de molécu
las no terpénicas. La DMAPP-triptófano trans- 
ferasa cataliza la transferencia de DMAPP a su 
aceptor triptófano en el C4, formando un com
puesto intermediario de la biosíntesis de alcaloi
des clavínicos. Esta enzima es específica tanto 
para el sustrato alílico de 5 C (DMAPP) como 
para su aceptador. Es posible visualizar todas

las reacciones de prenilación como reacciones 
mecanísticamente similares que involucrarían 
la ionización del sustrato alílico con generación 
de un carbocatión y eliminación de Pirofosfato, 
el que luego sufre un ataque nucleofílico ya sea 
por el doble enlace en C4 del IPP o en circuns
tancias particulares por H2O, o por un C de 
mayor nucleofilia de un anillo aromático lo que 
no ocurre en el ejemplo citado por lo que plantea 
nuevamente problemas tanto estéricos, como 
mecanísticos.

Los compuestos de 10 C se ciclan con elimi
nación de pirofosfato y adición intramolecular 
de un doble enlace generando hidrocarburos 
terpénicos monocíclicos y bicíclicos como el 
limoneno y los a o ó pineno, en una reacción 
que podría considerarse como una “ prenila
ción intramolecular” .

Las carbociclasas de Pinus son estereoselecti- 
vas para el sustrato Z (NPP) en cambio las de li
món forman los hidrocarburos a partir de ambos 
diasterómeros NPP y GPP lo que plantea un pro
blema estérico en la ciclación del compuesto E. 
Se ha descartado una isomerización E-Z del 
sustrato. Se puede pensar en una ionización con 
eliminación de Pirofosfato, generando un carbo
catión alílico. Este, estabilizado por la enzima, 
rota y adquiere la conformación syn necesaria 
para la ciclación en la cual el producto final es 
determinado por la salida estereoselectiva de 
determinados protones por la enzima. Las carbo
ciclasas son estereoselectivas tanto para el sus
trato, como para los productos. Esto se ha 
comprobado indirectamente puesto que hay 
preparados que pierden la capacidad de utilizar 
NPP como sustrato. Además las relaciones de los 
hidrocarburos formados cambia tanto en el curso 
de la purificación, como frente a distintos meta
les divalentes.

El requerimiento absoluto de una concentra
ción bastante elevada de metal divalente por 
ambos tipos de enzima, la prenilsintetasa y la car- 
bociclasa, sugiere un papel fundamental de éste 
en el proceso catalítico. Se ha determinado que 
la condensación ocurre por un mecanismo de 
carbocatión en que el metal ayuda a la eliminación 
del pirofosfato. Es posible postular un rol aná
logo del metal en la reacción de ciclación, lo que 
se ha explorado en un estudio de solvólisis no en
zimàtica de pirofosfatos alílicos catalizada por 
metal divalente. Se observa que se forman produc
tos cíclicos a partir del conformero E (GPP) y
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que además se obtienen hidrocarburos cíclicos 
como es el limoneno. La especificidad de metal 
de esta reacción no enzimàtica tiene un estrecho 
paralelo en la reacción enzimàtica lo que no sólo 
confirma el papel del metal sino que corrobora 
la validez del modelo.

Finalmente se podría visualizar que el alar
gamiento de cadena por las-prenilsintetasas y 
la ciclación por carbociclasas son prdcesos me- 
canísticamente similares. En ambos casos ocurre 
una ionización del sustrato alílico ayudado pro
bablemente por metal. Se forma un carbocatión 
intermediario que por ataque intermolecular 
de un nucleófilo alarga la cadena o lo transfiere a 
otra molécula, o ifttramolecular de doble enlace 
para ciclar.

(Este trabajo ha sido financiado parcialmente por el Servicio 
de Desarrollo Científico, Creación Artística y Coopera
ción Internacional de la Universidad de Chile (B-005-781) 
por PNUD-UNESCO (79-19), por National Science Foun- 
dation-coNicYT y por la Fundación Henrique Otero Vizca- 
rrondo. El señor Gonzalo Pérez ha donado gentilmente fru
tos de Citrus de árboles seleccionados de “Huertos de Befa
nia” , Mallarauco Chile).

INTERM EDIARIOS POLIPRENOLICOS 
EN LA SINTESIS DE GLICANOS Y 
DE GLICOPROTEINAS (Polyprenolic 
intermediates in glycan and glycoprotein 
synthesis).
M. D a n k e r t , R. G a r c ía , R. C o u s o , L. I e l p i ,

N. ISÓN d e  I a n n in o  (Instituto de Investi
gaciones Bioquímicas Fundación Campo- 
mar y Facultad de Ciencias Exactas y Natu
rales, u n b a , Buenos Aires, Argentina).

La función que los poliisoprenol-fosfato-azúca- 
res desempeñan en la síntesis de polisacáridos, 
en procariotes, y de glicoproteínas, en eucario- 
tes, ha sido objeto de intenso estudio en los últimos 
años.

En nuestro laboratorio se ha investigado prin
cipalmente la participación de estos compues
tos en la síntesis de polisacáridos en Acetobac- 
ter xylvnum, una bacteria gram negativa que se 
caracteriza por producir celulosa. La biosínte- 
sis de este polisacárido a partir de UDP-glu- 
cosa fue descripta hace varios años por Glaser.

Utilizando este nucleótido-azúcar’ radiac
tivo se observó, en nuestro laboratorio, que pre
parados enzimáticos de esta bacteria permitían 
obtener, además de celulosa, un glucano y tres

prenilfosfo-azúcares. De estos últimos, uno fue 
caracterizado como prenol-difosfato-a-glu
cosa, y parece participar en la biosíntesis del 
glucano. Otro se identificó como prenol mono- 
fosfato- /3-galactosa, y el tercero como prenol- 
-difosfato- df-celobiosa. Si bien hasta el mo
mento no se ha podido demostrar la participación 
de este último en la síntesis de celulosa, ha resul
tado capaz de aceptar, in vitro, la adición secuen- 
cial de mañosa, ácido glucurónico, dos glucosas 
y ramnosa, para formar un prenol-difosfato-hep- 
tasacárido. Los dadores de azúcares son, res
pectivamente, GDP-manosa, UDP-glucurónico, 
UDP-glucosa y dTDP-ramnosa, y al lipido-oli- 
gosacárido formado se le ha asignado la siguien
te estructura:
ramnosa-glucosa- /3-1,6-glucosa-glucurónico- /3-1,6-

manosa- /3-1,3-glucosa- /S-l ,4-glucosa-PP-prenol

Se pudo demostrar también que A. xyhnum  
sintetiza otros polisacáridos y uno de ellos, al que 
se denominó polisacárido y, produce por hidró
lisis: glucosa, mañosa, ramnosa, ácido glucoró- 
nico y ácido galacturónico. Se piensa que el pre- 
nol-difosfato-heptasacárido mencionado es un 
precursor de este polisacárido y.

Por otra parte, en la síntesis de glicoproteí
nas en eucariotes, se ha descrito la participación 
de prenol fosfo-azúcares derivados de glucosa, 
mañosa y N-acetil glucosamina. Estos lípido- 
azúcares, juntamente con GDP-manosa y 
UDP-Acetil-glucosamina, dan lugar a la for
mación de un derivado con la estructura: dolicol- 
difosfato - (N - acetil - glucosamina)2 - (manosajg - 
glucosas (Dol-PP-oligosacárido-glucosa). Una vez 
incorporada la glucosa el resto carbohidrato 
es transferido a un grupo asparagina del péptido 
naciente que dará lugar a la glicoproteína. El 
oligosacárido ya ligado a la proteína, sufre un 
procesamiento durante el cual pierde algunos 
azúcares (glucosa-mañosa) pero puede luego 
recibir otros (N-acetil glucosamina, galactosa, 
fucosa, ácido siálico), directamente donados por 
los nucleótidos respectivos sin mediación de 
prenol-fosfatos.

Los preparados de A. xylinum  ofrecieron la 
posibilidad de obtener un prenol-fosfato-galac
tosa e investigar si participaban en alguna de 
las etapas mencionadas. Se encontró, utilizando 
enzimas de hígado, cerebro y páncreas de rata, 
que se transfería galactosa a un compuesto con 
las propiedades de un Dol-PP-oligosacárido- 
galactosa. Resultados preliminares parecen in



REUNION REGIONAL PAABS CONO SUR 241

dicar que también hay transferencia de Dol- 
PP-oligosacárido-galactosa a proteínas. Se 
piensa que, tal vez la transferencia de galactosa 
además de, o en lugar de, glucosa podría indicar 
una vía alternativa en el procesamiento arriba 
mencionado.

ORGANIZACION DEL SISTEMA DE 
OXIDACION DE ACIDOS GRASOS EN 
PEROXISOMAS. PROPOSICION DE 
UN MODELO. (Organization of the Fatty 
Oxidation System in Peroxisomes. Proposai 
of a Model).
F e d e r ic o  L e ig h t o n , M ig u e l  B r o n f m a n  y 
N ib a l d o  C. I n e s t r o s a . Departamento de 
Biología Celular, Universidad Católica de 
Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

En peroxisomas de hígado de rata se ha detec
tado el complemento enzimàtico necesario para 
realizar ^-oxidación de ácidos grasos en un 
proceso insensible a cianuro. La primera enzima 
de la secuencia ha sido caracterizada en nuestro 
laboratorio, tanto para hígado de rata como 
para hígado humano (Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 88: 1030-1036 (1979); Biochem. J. 
182: 779-788 (1979); Life Sciences 25: 1127- 
1136 (1979)). Esta enzima, ácido graso-CoA 
oxidasa (OAG), es específica para peroxisomas 
y aparece como etapa limitante de la reacción. 
Es específica para ácidos grasos saturados de 
cadena larga C12-C18 y muy poco activa para 
Ce-Cs. La OAG es una flavoproteína con FAD 
unido no covalentemente y con muy baja afini
dad, lo que sugiere un posible rol regulador.

La detección específica en peroxisomas, junto 
con la OAG, de crotonasa, (i-hidroxiacil-GoA 
deshidrogenasa y tiolasa, indica que el sistema 
peroxisomal debería producir ácidos grasos de 
cadena mediana (Ce-Cg), acetil-CoA y NADH 
como resultado de la oxidación de un ácido de 
cadena larga. La detección de carnitina-acetil 
transferasa y de carnitina-octanoil transferasa 
en peroxisomas sugiere que estas enzimas serían

responsables de la translocación de residuos 
C2 y C¡6 -Ce. Dado que las transferasas se 
comportan como enzimas solubles —de la matriz 
peroxisomal— su rol sería la obtención de un 
residuo capaz de atravesar la membrana pero
xisomal sugiriendo a la vez la existencia de un 
pool intraperoxisomal de HS-CoA potencial
mente regulador del sistema. La actividad de 
palmitoil-carnitina transferasa, en contraste, 
es muy baja sugiriendo que los ácidos grasos 
de cadena larga podrían cruzar la membrana 
peroxisomal por difusión; este mecanismo su
giere un rol regulador fundamental para la pro
teina citosólica que transporta ácidos grasos 
con mayor afinidad por los CoA-derivados. El 
mecanismo postulado requeriría de la activa
ción peroxisomal de los ácidos grasos; de hecho, 
hemos detectado también actividad tioquinasa 
peroxisomal, planteándose la necesidad de una 
fuente de ATP.

El NADH resultante de la /3-hidroxiacil- 
CoA deshidrogenasa peroxisomal podría ser 
reoxidado en el organelo o difundir al citoplas
ma. En peroxisomas existen mecanismos que 
permitirían su reoxidación in situ: Se ha detec
tado láctico deshidrogenasa peroxisomal, ade
más de la L-a-hidroxiácido oxidasa (HAO) 
peroxisomal que es activa sobre lactato. Podría 
así reoxidarse NADH mediante reducción de 
piruvato, al que la membrana peroxisomal es 
permeable, y el lactato resultante sea difundir 
al citoplasma o alternativamente, ser oxidado 
fútilmente por la HAO. La presencia en la 
membrana peroxisomal de citocromo bs y 
NADH citocromo bs reductasa, detectada en 
otros laboratorios, ha sido considerada como la 
base de un sistema translocador de equivalentes 
reducidos; sin embargo su localización en la 
cara externa de la membrana plantea un pro
blema topològico.

Finalmente, resta considerar el destino del 
acetato producido en peroxisomas que sería 
liberado al citosol como acetil-carnitina. En la 
actualidad, estamos evaluando su posible rol 
cetogénico. (Financiado por proyecto DIUC 
50/79).
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C O L O Q U I O :

Receptores hormonales. Mecanismos moleculares
de acción

RECEPTORES PARA SOMATOTROFI- 
NAS EN HIGADO DE RATA (Somatotro- 
phin receptors in rat liver)
J u a n  M. D e l l a c h a , A.C. P a l a d in i y J.A. 
S a n t o m é  (Departamento de Química Bio
lógica, Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires y Centro para 
el Estudio de las Hormonas Hipofisarias, 
Junín 956, Buenos Aires 1113, Argentina)

Los estudios de distribución in vivo de somato- 
trofinas marcados con radiactivos demuestran 
que el hígado es uno de los órganos que capta la 
hormona. Esta unión presenta alta afinidad, es 
específica y el proceso es saturable.

Estudios de competición in vivo señalan que 
en el hígado de animales normales las somato- 
trofinas bovina, equina y humana compiten con 
la hormona de origen bovino marcada con 1251; 
no así con la prolactina ovina. Cuando se utiliza 
somatotrofina humana marcada con 1251, la 
prolactina y la somatotrofina bovina compiten 
por los sitios de unión de la hormona humana. 
Estos hechos sugieren la presencia en el hígado 
de por lo menos dos tipos de receptores distintos: 
uno de crecimiento o somatogénico y otro lacto- 
génico. Cuando las experiencias se realizan con 
animales hipofisoprivos sólo se detectan recepto
res de crecimiento.

Para caracterizar estos últimos, se trabajó 
con hepatocitos provenientes de ratas hipofiso- 
privas. Se demostró la presencia de dos grupos 
de receptores somatogénicos. Uno de ellos, en nú
mero próximo a los 10.000 por célula, presenta 
una constante aparente de disociación de 4.2 X 
10_8M; el otro grupo cuenta con 6000 recep
tores por célula, con un valor para su constante 
de 1.7 x 10"7M.

En lo que respecta al receptor lactogénico ca
be mencionar que ha sido posible solubilizar, a 
partir de microsomas de hígado de rata hem
bra, una fracción proteica que presenta la par
ticularidad de interaccionar específicamente 
con somatotrofina humana marcada con 1251. 
La constante de disociación del complejo hor

mona-receptor soluble es de 8 X 10-1OM; 
valor muy similar al informado por otros autores 
para el receptor particulado.

RECEPTORES HORMONALES EN REP
TILES (Hormonal receptors in reptiles). 
M a r I a  M a r q u e s , R o se l is  S.M. D a  S il v a , 
D a n ie l  T u r y n  y  J u a n  M. D e l l a c h a  (De
partamento de Fisiología, Farmacología e 
Biofísica, Instituto de Biociencias, Universi
dad Federal do Rio Grande do Sul, 90.000 
Porto Alegre, Brasil, y Departamento de 
Química Biológica, Facultad de Farmacia y 
Bioquímica, Universidad de Buenos Aires, y 
Centro para el Estudio de las Hormonas H i
pofisarias, Junín 956, Buenos Aires 1113, 
Argentina).

Muchas evidencias experimentales indican que 
la primera etapa de la acción hormonal es la liga
ción de la hormona a sitios específicos de las mem
branas de las células “blanco” . Estos estudios 
han sido realizados principalmente en mamífe
ros, in vivo e in vitro, pero muy pocos datos exister 
con relación a otros vertebrados. Así, hemos de
cidido extender a un reptil, la tortuga, los es
tudios sobre distribución y ligación in vivo 
realizados previamente en ratas (Retegui-Sar- 
dou et al., 1977; Turyn y Dellacha, 1978) para 
verificar la presencia de receptores a las hormo
nas de crecimiento de mamíferos. La tortuga, 
que es un animal heterotérmico, constituye un 
modelo biológico adecuado para estudiar la in
fluencia de la temperatura sobre la ligación de 
la hormona in vivo. Ha sido ya demonstrado que 
temperaturas elevadas reducen el tiempo de 
ligación in vitro.

Hormonas de crecimiento bovina (bGH) y 
humana (hGH) marcadas con I125 fueron in
yectadas en la tortuga Chrysemys d’orbigni para 
estudiar su distribución en los tejidos. La radi
actividad fue básicamente concentrada por el 
hígado y el riñón, con un máximo de captación



REUNION REGIONAL PAABS CONO SUR 243

a las 4 horas de la inyección de la hormona mar
cada. Cuando la hormona de crecimiento fue in
yectada juntamente con un exceso de la hormona 
no marcada, solamente el hígado mostró una 
reducción significativa de la captación de la ra
diactividad. Esta reducción fue dependiente de 
la dosis. La inyección de [I125 ] iodo-hGH pro
dujo mayor captación de la radiactividad por el 
hígado que la inyección de [I125 ] iodo-bGH. 
Estos resultados sugieren: 1) captación especí
fica de hGH o de bGH por el hígado, y 2) la pre
sencia en el hígado de sitios de ligación con 
características de sitios lactogénicos y somatogé- 
nicos.

Experimentos similares fueron realizados si
multáneamente en tortugas mantenidas a 30°, 
23° ó 14°C de temperatura ambiente. La tempe
ratura corporal (medida en la cloaca) se mante
nía cercana a la del ambiente. La máxima cap
tación de la radiactividad por el hígado fue 
alcanzada 2, 4 y 8 horas después de la inyección 
del [1125 ] iodo-hGH en tortugas a 30°, 23° y 
14°C, respectivamente.

RECEPTORES DE ESTRADIOL: REGU
LACION DE SUS NIVELES EN UTERO 
DE RATA (Estradiol receptors: Regulation 
of its levels in rat uterus).
W a l t e r  S ie r r a l t a  (Laboratorio de Bioquí
mica, Instituto de Nutrición y Tecnología 
de Alimentos. Universidad de Chile, Santia
go)-

Al analizar las concentraciones de receptores de 
estradiol en útero de rata tras la administración 
de estradiol, se evidencian cambios dramáticos 
en la distribución intracelular de ellos. Estas mo
dificaciones son consecuencia principalmente

de la traslocación de citoplasma a núcleo y de pos
terior síntesis de novo de los receptores. Las 
fases de depleción inicial y de la consiguiente re
posición han sido analizadas con bastante énfasis 
por diversos grupos, disponiéndose de abundan
te información experimental al respecto.

Cuando se ha analizado la vida media de los re
ceptores citosólicos para estradiol en útero de 
ratas ovariectomizadas o inmaduras, se ha detec
tado que ella es una magnitud superior a los cinco 
días. En cambio en animales normales y durante 
el ciclo estral de cuatro días, hay cambios dra
máticos de hasta 300% en los niveles de recep
tores citoplasmáticos y/o totales, lo cual im
plica seguramente un cambio en la vida media 
de dichos receptores como consecuencia del am
biente hormonal normal en el animal. Estas mo
dificaciones en la vida media de los receptores de 
estradiol durante el ciclo estral podrían estar 
relacionados con las variaciones en la distribu
ción de los receptores dentro de las células uteri
nas tras la administración de estradiol.

Actualmente disponemos de resultados expe
rimentales que indican una activa participación 
de estradiol y de progesterona en la regulación de 
los niveles de receptores de estradiol en útero 
de rata. Dichas hormonas esteroidales actuarían 
tanto sobre los procesos de reposición de recep
tores como a nivel de la inactivación de los mis
mos. Se discute la posible participación en estos 
procesos de algunos organelos celulares y se 
plantea un modelo que intenta explicar la(s) re
lacionas) entre dichos organelos, los recepto
res y las hormonas esteroidales en los animales 
sometidos a las condiciones experimentales 
empleadas.

(Financiado en parte por plamirh (Proyecto 129-228- 
278) y por Servicio de Desarrollo Científico, de Creación 
Artística y Cooperación Internacional (B 309-792), Uni
versidad de Chile).
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C O L O Q U I O :

Bioquímica de la neurotransmisión central

ACOPLAMIENTO ENTRE DEPOLARI- 
ZACION NEURONAL Y SINTESIS DE 
CATECOLAMINAS EN EL SISTEMA 
NERVIOSO CENTRAL (Coupling between 
neuronal depolarization and catecholamine 
synthesis in the central nervous System). 
G o n z a l o  B u st o s  (Laboratorio de Farmacolo
gía Bioquímica, Instituto de Ciencias Bio
lógicas, Universidad Católica de Chile).

Hallazgos recientes han demostrado la existen
cia, en terminales nerviosos catecolaminérgi- 
cos. de mecanismos muy finos que regulan la sín
tesis del transmisor, permitiendo así una con
centración constante del mismo en el terminal 
cualquiera sea el tráfico de impulsos en la neuro
na. La anterior regulación se ejerce a través de 
una activación de la tirosina hidroxilasa (TH), 
enzima limitante en la síntesis de catecolaminas. 
Los resultados obtenidos apoyan la hipótesis de 
que aumentos de la frecuencia de impulsos en 
neuronas catecolaminérgicas producen cam
bios alostéricos en la enzima T H , lo que se tradu
ce finalmente en un aumento en la síntesis de 
neurotransmisor en el terminal nervioso. Se ha 
postulado que el aumento de AMPc, que se pro
duce durante la depolarización del terminal, es 
un paso necesario y previo para la activación de 
la TH , y para el aumento de síntesis del transmi
sor monoaminérgico. Apoyando esto último hay 
hallazgos que indican que la incubación de pre
paraciones solubles de TH  estriatal e hipocám- 
pica en presencia de ATP, Mg2 + y AMPc 
producen cambios cinéticos en la TH  similares 
a los que se producen luego de la depolarización 
neuronal. Sin enjbargo, existe evidencia experi
mental que no apoya este modelo en forma con
cluyente. Drogas como el haloperidol o la reser- 
pina producen in vivo una activación de la TH sin 
producir cambios en los niveles de AMPc. Por 
otra parte, el agregado de Mg2 +, ATP y 
AMPc, a TH  activada previamente, por condi
ciones óptimas de depolarización con K + re
sulta en una activación aún mayor de la enzima. 
Tales observaciones argumentan en contra de 
la conclusión de que la depolarización neuronal

produce una activación de la TH  primariamente 
a través de una fosforilación dependiente de 
AMPc. En el último tiempo han aparecido eviden
cias que argumentan en favor de un rol primario 
para el ion Ca2 + en la activación de la TH 
inducida por depolarización. El agregado de 
Ca2 + activa T H  soluble en una forma similar 
a la que resulta luego de la depolarización. Por 
otra parte, en cortes cerebrales manipulados 
experimentalmente para producir un aumento 
del Ca2 + intraneuronal, también se produ
ce una activación cinética de la TH . Los anterio
res efectos no aparecen estar mediados por 
AMPc o por una fosforilación dependiente de 
AMPc. Sin embargo, no se puede descartar que 
durante la depolarización, el AMPc y el Ca2 + 
actúen paralela e independientemente para acti
var la T H  o que el AMPc actúe a través de despla
zamientos de Ca+2 desde compartimientos in- 
traneuronales.

EFEITOS DE TOXINAS SOBRE A LIBERA
T O  DE NEUROTRANSMISORES
(Effects of toxins on neurotransmitters 
release).
C.R. D in iz  (Departamento de Bioquímica 
e Imunología, Universidade Federal de M i
nas Gerais, Minas Gerais, Brasil).

Informapáo sobre as propriedades dos com
ponentes macromoleculares involvidos no pro- 
cesso de liberapáo de neurotransmissores é 
ainda relativamente escassa. A verificapáo de 
que urna proteína tóxica obtida do veneno da 
serpente asiática Bungarus multitinctus, a 

t bungarotoxina, é útil como “ probe” para o 
receptor nicotínico da acetilcolina permitiu 
considerável avanpo no conhecimento sobre 
iocaüzapáo, propriedades ultraestruturais e 
quantificapáo deste receptor de músculo e de 
outros tecidos excitáveis. De outro lado, certo 
número de neurotoxinas que interferem especi- 
ficamente con processo de liberapáo de media
dores químicos tem sido identificadas. Elas po-
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deráo igualmente se tornarem úteis para o estu- 
do de neurotransmissáo. Certas toxinas do 
veneno de escorpióes causam despolarizado 
de membranas e indiretamente aumentam a libe
ra d o  de neurotransmissores. /? bungaro- 
toxina, taipotoxina, notexina e crotoxina isola
das de venenos de serpentes parecem atuar em 
sinapses colinergicas. Toxinas de venenos de 
aranhas afetam diversas sinapses equanto a to
xina botulínica bloqueia específicamente a libe- 
rapao de acetilcolina.

O conhecimento preciso da especificidade e 
do sitio de apáo destas toxinas em relapao ás 
diferentes sinapses nao está aínda estabelecido. 
Mesmo assim elas poderáo ser úteis ao estudo 
de aspectos particulares da atividade do sistema 
nervoso central.

NATURALEZA Y MECANISMOS DE SE
CRECION DE NEUROTRANSMISORES 
CENTRALES. (Nature and release mecha
nisms of central transmitters).

F. ORREGO (Departamento de Fisiología y 
Biofísica, Facultad de Medicina, Universidad 
de Chile).

Se analizará en qué medida los neurotransmiso- 
res centrales, reales o supuestos, como acetilco
lina, noradrenalina, dopamina, serotonina, subs
tancia P, somatostatina, VIP, neurotensina, en- 
dorfinas, GABA, glutamato y otros, cumplen 
con los criterios primarios y secundarios pro
puestos para aceptar una función neurotransmi- 
sora real (Neuro Science 4, 1037-1057, 1979).

Se analizarán los mecanismos de liberación 
de noradrenalina en sinapsis centrales, y su 
dependencia de los parámetros de estimulación 
y del calcio extracelular, y de qué modo este para
digma es aplicable a la liberación de otras aminas 
centrales. Se analizarán los mecanismos de libe
ración de sustancias no transmisoras presentes 
en el citoplasma soluble de las neuronas y en cé
lulas gliales.
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C O L O Q U I O :

Transducción de energía y fotofosforilación 
en cloroplastos

THE ROLES OF A MEMBRANE POTEN
TIAL AND A PROTON CONCENTRA
TION GRADIENT AS DRIVING FOR
CES FOR ATP FORMATION IN 
CHLOROPLASTS
M o r d h a y  A v r o n  (Biochemistry Department, 
Weizmann Institute of Science, Rehovot, Is
rael).

It can be said to be well established today that 
the major observable intermediary energy stora
ge device in the steady state in chloroplasts, is the 
transmembrane proton concentration gradient. 
This conclusion is supported by a large variety 
of experimental observations such as: 1. Measur
ed transmembrane electrical potential gra
dientes are energetically insignificant. 2. The 
rate of ATP formation is a function (albeit a non
linear function) of the magnitude of the trans
membrane ApH in both continuous and post 
illumination ATP formation'. 3. In post-illumi
nation ATP formation the amount of ATP form
ed at constant ApH is a function of the buffer 
capacity, and can be markedly increased by 
introducing appropriate buffers. 4. The amount 
of ATP formed in the dark on Acid-Base-Tran
sition is a function of both ApH and the buffer 
capacity of the chloroplasts. 5. ATP induced 
reserve electron flow is dependent upon the in
termediate creation of a transmembrane PH 
gradient.

However, It was shown that under appropriate 
experimental conditions steady state ATP 
formation can be driven also by an artificially 
imposed transmembrane electrical gradient. 
Such conditions were realized, for example, 
when an artificial transmembrane electrical 
gradient —was superimposed on a suboptimal 
pH gradient.

Recently evidence has been accumulating 
indicating that this conclusion is insufficient to 
explain the mechanism of ATP formation during 
the first few  seconds following a dark-light

transition. Experiments will be presented which 
support the suggestion that during this period 
the transmembrane electrical gradiente provides 
a major part of the energy needed to drive ATP 
formation. The evidence includes: 1. Rapid 
kinetics of ATP formation following a dark- 
light transition indicate that early ATP synthe
sis is insensitive to nigericin but sensitive to 
valinomycin. The opposite is true for steady 
state phosphorylation. 2. ATP induced reverse- 
electron-fiow-luminescence is relatively insen
sitive to either nigericin of valinomycin but 
sensitive to the combination of both. 3. Artificially 
induced transmembrane electrical gradients 
increase or decrease the ApH induced re- 
verse-electron-flow-luminescence, depending on 
the polarity of the imposed gradient.

These observations lead to the hypothesis 
that following a dark-light transition, large 
transmembrane electrical gradients are rapidly 
formed which are slowly replaced by energetica
lly equivalent transmembrane proton concen
tration gradients. Either or both can be used as 
the driving force for ATP formation.

UNCOUPLING AND ENERGY TRANS
FER INHIBITION OF PHOTOPHOS
PHORYLATION BY MALEIMIDES
R ic h a r d  E. M cC a r t y  and J a m e s  V. M o r o - 

n ey  (Section of Biochemistry, Cornell Uni
versity, Ithaca, N.Y. 14850 u sa ).

Illumination of chloroplast thylakoids in the 
presence of either mono-1 or bi-functional2 
maleimides causes a partial inhibition of photo
phosphorylation and a modification of a group 
within the y  subunit of coupling factor 1 
(CFi)3. Bifunctional maleimides are much 
more effective inhibitors than monofunctional 
ones. Moreover, phosphorylation is largely 
uncoupled in thylakoids illuminated in the pre
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sence of a bifunctional maleimide and the proton 
permeability of the membrane is enhanced. In 
contrast, monofunctional maleimides are energy 
transfer inhibitors.

Bifunctional maleimides appear to cros- 
link two groups within the 7 subunit of C F i. 
To test whether this cross-linking is the cause of 
the enhanced proton permeability of thylakoids 
treated in the light with bifunctional maleimides, 
a bifunctional maleimide with a cleavable bridge 
was synthesized. This compound, dithiobisethyl- 
maleimide (DTEM) inhibits phosphorylation 
and proton uptake like other bifunctional malei
mides. However, low proton permeability is 
restored to DTEM - and light-treated thylakoids 
by incubation with either /3-mercaptoethanol 
or dithiotreitol (10-50 mM). The disulfide bond 
of the DTEM  is cleaved under these conditions. 
Thus, cross-liking within the 7 subunit of CFi 
makes thylakoids leaky to protons. This find
ing suggests a role for the 7 component in the 
proton translocating function of the ATPase 
complex.

'McCarty, R.E., Pittman, P.R. and Tsuchiya, Y. (1972) 
J. Biol. Chem. 247, 3048.

2Weiss, M.A. and McCarty, R.E. (1977) J. Biol. Chem. 
252,8007.

3McCarty, R.E. and Fagan, J. (1973) Biochemistry 
12, 1503.

MODIFICACION QUIMICA DE ENZI
MAS FOT OSINTETIC AS UNIDAS A 
LA MEMBRANA TILACOIDE
R.H., V a l l e jo s . Centro de Estudios Foto- 
sintéticos y Bioquímicos, Suipacha 531, 
2000 Rosario, Argentina.

La fijación fotosintética de CQ2 requiere ATP 
y NADPH que son generados en cloroplastos

por el complejo ATPásico (CF0-CF1) y por la 
ferredoxina (F<¡ )-NADP reductasa. La síntesis 
de ATP es inhibida en cloroplastos iluminados 
en presencia de o-iodosobenzoato. El efecto se 
debe a la formación de dos nuevos puentes disul
furo en C F i: uno en la subunidad /3 y otro en 
la 7. CFi tiene 8 tioles libres distribuidos 
4:2:0:0:2 en las subunidades a, (3, 7, 5, y c, 
respectivamente. Después de. la activación tér
mica se produce un intercambio de disulfuros 
entre las subunidades a y 7 quedando la dis
tribución en 2:2:2:0:2. Presumiblemente un 
intercambio similar ocurre in vivo cuando la en
zima es activada por luz.

CFi al igual que otras H +-ATPasas (R Fi, 
TFi y Fi) tiene una arginina y un carboxilo 
esenciales en el sitio catalítico. La modificación 
de ellos es prevenida por adeninnucleótidos y 
la modificación de la arginina es más rápida en 
la luz.

La actividad de diaforasa de la Fd-NADP 
reductasa unida a membrana es insensible al 
cloruro de dansilo mientras que la fotorreduc- 
ción del NADP es inhibida igual que por fenil- 
glioxal, un reactivo de arginina. La velocidad de 
modificación es mucho mayor en luz con ambos 
reactivos y este efecto es prevenido por desaco
plantes. La inhibición de la fotorreducción de 
NADP por fenilglioxal fue protegida por NADP 
más en la luz que en la oscuridad. El Kd apa
rente para esta protección varió de 0,1 a 0,9 mM, 
respectivamente, lo que sugiere que la energiza- 
ción de la enzima por luz aumenta la afinidad 
por NADP. Ferredoxina protege completamente 
a la enzima contra el cloruro de dansilo. Este 
efecto es revertido por DTE lo que sugiere que 
hay un tiol expuesto en el sitio de unión de la 
ferredoxina.

Los resultados presentados sugieren que los 
modificadores químicos pueden servir para de
tectar cambios conformacionales inducidos por 
energización en enzimas unidas a membranas.
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C O L O Q U I O :

Estructura de genes y replication de DNA

STRUCTURE OF MAMMALIAN INSULIN 
GENES. (Estructura de genes insulina de 
mamíferos).
B e l l , G.I., P ic t e t , R .,  C o r d e l l , B., G o o d 
m a n , H.M., R u t t e r , W.J. Department of 
Biochemistry and Biophysics, University of 
California, San Francisco, CA 94143, u s a .

A double-stranded cDNA prepared from mRNA 
encoding human preproinsulin has been cloned 
in bacteria and its sequence determined and 
compared with that of rat insulin mRNA. This 
sequence comparison between human and rat 
insulins at the nucleotide level confirmed the 
high degree of sequence homology in the regions 
DNA encoding the B and A chains of the insulin 
molecule. Furthermore, it also revealed a region 
of extensive homology in the 5’-end of the prepep
tide portion of the molecule and near the polyA 
addition site.

This human insulin cDNA has been used as 
a probe to isolate a genomic DNA fragment 
containing insulin gene sequences. The structure 
of this cloned molecule is being determined in 
order to assess the role of gene organization in 
regulation of insulin expression.

PROTEINAS QUE PARTICIPAN EN LA 
REPLICACION DEL DNA DE ESCHE
RICHIA COLI (Proteins involved in DNA 
replication in Escherichia coli).
J o s é  R a f a e l  V ic u ñ a  (Laboratorio de Bio
química, Instituto de Ciencias Biológicas, 
Universidad Católica de Chile).

Los estudios de replicación del DNA en Escheri
chia coli se han visto facilitados con la identifi
cación genética de algunas funciones esencia
les para este proceso. Estas han sido definidas 
mediante el aislamiento de mutantes termosen-

sibles en replicación, las que a temperatura no 
permisiva pueden bloquear, ya sea la iniciación, 
o bien el alargamiento de cadenas de DNA. En
tre las primeras se encuentran las mutantes dnaA, 
dnaB, dnaC(D), dnal y dnaP, además de la 
RNA poümerasa. Los mutantes de elongación, 
es decir, aquellos que detienen de inmediato la 
síntesis de DNA cuando se hace un cambio a tem
peratura no permisiva, incluyen dnaB, dnaC(D), 
dnaE, dnaG, dnaZ, ligasa y PolAex (exonuclea- 
sa 5’-3’). Estudios con ácido nalidíxico y 
novobiocina, inhibidores de la DNA girasa, 
han también involucrado a esta enzima en la elon
gación del DNA.

Para estudiar replicación in vitro, se han 
desarrollado modelos que utilizan el pequeño 
cromosoma de algunos fagos cuyo DNA es 
circular y de una sola hebra, entre ellos fd, a3, 
y <j>X 174. El modelo resulta apropiado ya que 
prácticamente todas las proteínas usadas para 
la multiplicación de estos fagos están codifica
das por el huésped.

Además de los productos de los genes men
cionados anteriormente, experimentos in vitro 
han evidenciado el requerimiento de otras pro
teínas para las cuales no existe todavía identifi
cación genética. Entre ellas se encuentran los 
factores de discriminación a y (S, RNasa H, 
factores de replicación X, Y y Z, factores de 
elongación I y III y proteína ligante de DNA. 
(Para esta última se acaba de descubrir una mu
íante).

Reacciones de reconstitución con estas pro
teínas purificadas demuestran que la replica
ción de DNA requiere previamente de la síntesis 
de un oligonucleótido partidor (primer). Con el 
DNA del fago fd, esta reacción la lleva a cabo la 
RNA polimerasa en presencia de proteína li
gante de DNA, los factores de discriminación 
a y 0, y RNasa H. Con DNA del fago a3, 
el partidor es sintetizado por la proteína dnaG 
en presencia de proteína ligante de DNA. Con 
0X 174, además de dnaG y proteína ligante 
de DNA, se necesitan los productos de dnaB, 
dnaC (D) y los factores de replicación X, Y y Z.
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Aunque existen múltiples mecanismos de 
iniciación, se usa un solo sistema para alargar 
la cadena de DNA. Este incluye la DNA polime- 
rasa III (dnaE), dnaZ y los factores de elonga
ción I y III.

Se discutirán las interacciones de estas pro
teínas entre sí, con el DNA y con los nucleótidos.

USE OF MAMMALIAN SOMATIC 
MUTANT IN STUDIES OF HORMO
NAL CONTROL OF DNA SYNTHESIS 
INITIATION AN CELL PROLIFER
ATION
H u g o  A. A r m e l in  &  M a r i C.S. A r m e l in . 

Instituto de Química, Universidade de Sao 
Paulo, C.P. 20780. Sao Paulo, Brasil.

Resting (Go OR Gi) fibroblasts are stimulated 
to enter DNA synthesis by novel growth factors 
and classical hormones (Armelin, H.A. (1973) 
PNAS 70, 2702). Studies on the mechanisms 
of action of these factors would be facilitated 
by the availability of growth regulatory mutants. 
Recently we isolated (Armelin, M.C.S. & Ar
melin, H.A. (1977) Nature 265, 148) from Swiss 
3T3 fibroblasts, the mutant ST1 which qualifies 
as a useful growth regulatory mutant.

ST1 cells are transformed fibroblasts which 
generate malignant invasive fibrosarcoma in 
nude mice. The steroid hormone hydrocortisone

induces reversible transition of these cells to a 
“ normal” phenotype (Armelin, M.C.S. & Ar
melin, H.A. (1978) PNAS 75, 2805). The hormone 
acts at physiological concentrations and affects 
ceil cycle traversing exclusively at the Gi phase.

The possibility was raised that hydrocortisone 
changes the control of DNA synthesis initiation 
in ST1 cells by provoking alterations at the level 
of membrane, cell surface and cytoskeleton (Ar
melin, H.A. et al. (1979) CSH Conferences on 
Cell Proliferation vol. 6).

A striking alteration was observed on cell 
surface composition: fibronectin (LETS protein) 
which appears as a meshwork of fibers in the 
parental “normal” 3T3 line, is absent in ST1 
cells. Under the action of hydrocortisone, however, 
fibronectin appears as fluorescent fibers dis
tributed throughout the surface of ST1 cells. No 
major change was detected in the cytoskeleton: 
contrary to the parental line, no actin cables 
were found in ST1 cells, irrespective of the 
presence or absence of the hormone; the same 
being true for intermediate (100 A) filaments. 
Minor alterations on microtubules arrangement 
were found, but their significance is still unclear. 
The available data indicate that hydrocortisone 
action on ST1 cells is restricted to a limited 
number of target sites. Attempts to identify 
the hormone’s primary target sites in this 
system, could lead to a better understanding 
of the role cell surface and cytoskeleton compo
nents play in the control of cell proliferation. 
(Supported by FAPESP).
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ACTIVIDADES DE POSTGRADO EN BIO
QUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
EN CHILE*. (Postgraduate Studies in
Biochemistry and Molecular Biology in
Chile).
J o r g e  B a b u l ** , Departamento de Química,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Existen las siguientes actividades de postgrado 
en Bioquímica y Biología Molecular en nuestro 
país:

Programa de Magister en Ciencias Biológicas 
con mención en áreas de la Bioquímica y Bio
logía Molecular de la Facultad de Ciencias de la 
Universidad de Chile.

Programa de Magister en Bioquímica de la 
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacológi
cas de la Universidad de Chile.

Programa de Magister en Ciencias, mención 
en Biología Molecular, de la Facultad de Cien
cias de la Universidad Austral de Chile.

Programa de Magister en Ciencias con men
ción en Bioquímica del Instituto de Ciencias 
Médico-Biológicas de la Universidad de Con
cepción.

Programa de Doctorado en Ciencias con men
ción en Biología, Programa de Bioquímica, de 
la Facultad de Ciencias de la Universidad de 
Chile.

Programa de Doctorado en Bioquímica de 
la Facultad de Ciencias Químicas y Famacoló- 
gicas de la Universidad de Chile.

*La información que aqui aparece está basada en los 
documentos entregados por cada programa al Presidente 
del Comité Nacional del Programa Regional de Entrenamien
to de Postgrado en Ciencias Biológicas Básicas, pnud /  
UNESCO, RLA 7 8 - 0 2 4 .

‘ ‘ Presidente del Comité de Estudio sobre Programa de 
Doctorado en Bioquímica y Biología Molecular, Programa 
Regional de Entrenamiento de Postgrado en Ciencias Bio
lógicas Básicas, pnud / u n esco , rla  78-024 y Secretario del 
Comité de Bioquímica, Programa de Bioquímica, Doctora
do en Ciencias, Facultad de Ciencias y Facultad de Medicina 
Norte, Universidad de Chile.

I. PROGRAMAS DE MAGISTER

Objetivos

En general, el propósito fundamental de todos 
los Programas de Magister es el de otorgar a 
graduados y profesionales universitarios la 
oportunidad de obtener una formación a nivel 
avanzado en el campo de la Bioquímica y Bio
logía Molecular. Los diferentes programas se 
diferencian en el nivel que se desea que el can
didato logre y no está claro, en los reglamentos 
de algunos programas, cuál debe ser ese nivel. 
Así, en la Facultad de Ciencias Químicas y Far
macológicas el énfasis es en la “ formación aca
démica de alto nivel para un desempeño eficiente 
y creativo en la docencia universitaria, en la 
investigación científica y en las actividades prác
ticas y tecnológicas propias del campo de la 
Bioquímica” . Por otro lado, en la Facultad de 
Ciencias de la Universidad de Chile el énfasis 
es en la formación de especialistas en un área 
determinada y no en una enseñanza global de 
la Bioquímica a un nivel inferior al de un Doc
torado-.

Mención

La mención que ofrecen los programas es er 
Bioquímica, salvo en el de la Universidad Aus
tral cuya mención es en Biología Molecular ) 
en el de la Facultad de Ciencias de la Universi
dad de Chile, donde se ofrece un Magister cor 
o sin mención dependiendo del plan de estudios 
que sigue el alumno y las menciones que so 
otorgan definen el nivel avanzado que el gradua
do ha obtenido en algún campo especializado 
específico (cinética enzimàtica, recambio de en
zimas, por ejemplo).

Requisitos de admisión

Todos los programas coinciden en requerir d( 
los postulantes un título profesional o grade
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universitario, aprobar un examen de evaluación 
y el conocimiento de uno o dos idiomas (de pre
ferencia inglés).

Plan de estudios

El plan de estudios de los distintos programas 
es de muy variada naturaleza. En la Facultad 
de Ciencias de la Universidad de Chile por ejem
plo el plan comprende asignaturas, seminarios 
y trabajo de laboratorio de acuerdo con la pre
paración previa del alumno, sin limitar las asig
naturas a las ofrecidas por la Facultad de Cien
cias. Todos los programas consideran planes 
en los cuales el alumno debe completar un mí
nimo de créditos; algunos programas contienen 
actividades de carácter obligatorio entre las 
cuales figuran asignaturas de carácter general 
o filosófico.

Tesis

Es la actividad que todos los programas consi
deran como la más importante y que debe ser 
una investigación original e individual que esté 
al nivel de los trabajos publicados en revistas 
de circulación internacional que disponen de 
comité editorial. El programa de la Universidad 
Austral considera que el alumno debe “ demos
trar en su trabajo de tesis habilidad para traba
jar y razonar independientemente en la percep
ción y solución de un problema científico” .

Tiempo empleado

El tiempo empleado en la tesis debe ser, según 
los distintos programas, de al menos un año. Se 
estima que el tiempo total de cada programa 
es de dos o tres años.

Examen de grado o examen final

En todos los programas este examen consiste 
fundamentalmente en la defensa de la tesis.

Estadísticas

El programa de la Facultad de Ciencias de la 
Universidad de Chile se inició en 1978 y tiene 
actualmente 7 alumnos; el de la Facultad de 
Ciencias Químicas y Farmacológicas se inició 
'en 1979 y tiene 5 alumnos; el de la Universidad

Austral se inició en 1978, tiene 7 alumnos y uno 
graduado y el de la Universidad de Concepción 
comenzó en 1978 y no tiene alumnos. Esta in
formación se incluye en la Tabla Programas de 
Postgrado en Bioquímica y Biología Molecular 
en Chile.

II. PROGRAMAS DE DOCTORADO

A. DOCTORADO EN C IEN C IA S, M ENCION EN

B IO LO G IA , PR O G RA M A  DE BIOQUIM ICA,

FACULTAD DE C IEN C IA S, U N IV ER SID A D  D E C H ILE

Consideraciones generales

Desde marzo de 1971 está funcionando el Pro
grama de Bioquímica del Doctorado en Ciencias, 
mención Biología. Este programa se originó a 
través de un acuerdo entre las Facultades de 
Ciencias y de Medicina Norte de la Universidad 
de Chile. Su creación respondió a la necesidad 
de elevar el nivel de los profesionales en el área 
de la Bioquímica, capacitándolos para escoger 
problemas originales de investigación y diseñar 
la búsqueda de sus soluciones y a la posibilidad 
de entregar esta educación de postgrado en el 
marco de las instituciones del país.

El programa de Bioquímica se ajusta al Re
glamento de Doctorado en Ciencias establecido 
por el Consejo Superior de la Universidad de 
Chile del 26 de marzo de 1968, Decreto N° 1.943.

Para cumplir con sus objetivos el Comité de 
Bioquímica del Doctorado en Ciencias cuenta 
con la colaboración de numerosos investigadores 
de otros departamentos, tanto de la Universidad 
de Chile como de diferentes universidades del 
país. Ellos participan en la enseñanza de cursos, 
en unidades de investigación y en la dirección 
de proyectos de tesis de los alumnos de la espe
cialidad. Conscientes de la escasez de recursos 
humanos para enfrentar solo la tarea de ofrecer 
un Programa de Doctorado, desde su inicio el 
Comité de Bioquímica consideró la necesidad de 
comprometer el esfuerzo de todos los bioquími
cos del país con preparación adecuada. Es con 
este espíritu que en las tareas preliminares de 
organización realizó una encuesta a los investi
gadores en Bioquímica y áreas afines consultán
dolos sobre la conveniencia de poner en marcha 
un Doctorado en Bioquímica y sobre cuál sería 
su participación en él.
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Requisitos de admisión

El Comité de Bioquímica considera a la Bioquí
mica como una ciencia multidisciplinaria en 
cuanto a la naturaleza de sus problemas y a los 
métodos de estudio. En consecuencia, estima que 
puede cultivarse con enfoques diversos y por 
investigadores de preparación básica diferente. 
Es por ello que tanto las normas que guían a la 
selección de los postulantes, como la estructura
ción del plan de estudios de los alumnos admiti
dos, permiten suficiente flexibilidad como para 
que personas de formación previa diferente 
puedan ser orientados a profundizar conocimien
tos en aquellas áreas de la Bioquímica en las 
cuales deseen especializarse.

Los requisitos de admisión son: poseer el 
grado de Licenciado en Ciencias o preparación 
académica equivalente, evaluada en un examen 
de admisión calificado por el Comité de Bioquí
mica. En la práctica, desde 1971, los postulantes 
aceptados han sido: 33 Bioquímicos, 5 Químicos 
Farmacéuticos, 5 Licenciados en Biología, 2 
Licenciados en Química y 3 Profesores de Bio
logía y Química.

Después del examen de admisión el Comité 
de Bioquímica recomienda al postulante, según 
su profesión o grado académico, actividades 
para completar su formación de modo que realice 
con éxito su programa de doctorado. Las reco
mendaciones más comunes han sido: Genética, 
Bioquímica Avanzada, Fisicoquímica y Química 
Orgánica. Una vez cumplidos estos requisitos 
el alumno puede matricularse en el programa.

Características del programa

Desde un comienzo el alumno realiza sus acti
vidades ciñiéndose a un plan de estudios indi
vidual, propuesto por el Comité de Bioquímica 
a la Comisión de Postgrado de la Facultad. El 
plan de estudios comprende principalmente 
cursos, seminarios, unidades de investigación 
y trabajo de tesis.

Cursos. El Comité de Bioquímica recomienda 
a la mayoría de sus alumnos la aprobación de 
algunos cursos avanzados sobre materias funda
mentales de la Bioquímica, como Estructura y 
Fisicoquímica de Macromoléculas, Enzimologia 
Avanzada, Biología Molecular y Regulación 
Metabòlica. Además puede recomendar un cier
to número de cursos especializados en relación 
al área de tesis de doctorado.

Seminarios. Existen tres tipos de seminarios: 
bibliográficos, de investigación y de avances de 
tesis. Cada alumno debe participar durante su 
residencia, una vez que haya aprobado los cursos 
fundamentales, en los seminarios bibliográficos 
que trimestralmente organiza el Comité de 
Bioquímica.

Unidades de investigación. Estas unidades 
tienen como objetivo: 1) aprender técnicas habi
tuales de investigación bioquímica y áreas afines 
y sus fundamentos teóricos, 2) tener contacto 
con diversos grupos de investigación del país. 
La unidad de investigación consiste en el trabajo 
del alumno durante 9 semanas en un laboratorio 
donde se realice investigación en Bioquímica y 
áreas afines bajo la tuición de un profesor guía. 
El Comité de Bioquímica recomienda la reali
zación de hasta 4 unidades de investigación.

Idiomas. Se requiere la comprensión adecua
da de dos idiomas extranjeros, indicados por el 
Comité de Bioquímica.

Examen de calificación. Como parte impor
tante de este examen el Programa de Bioquímica 
exige la presentación de un proyecto de investi
gación (tesilla) no relacionada con la tesis. El 
alumno debe demostrar su capacidad para esco
ger problemas, diseñar la búsqueda de su solu
ción y tener un conocimiento acabado de la lite
ratura directamente relacionada con su proyecto, 
así como de los métodos que empleará en su 
realización. Este examen se lleva a cabo aproxi
madamente un año y medio después que el 
alumno ha sido aceptado; una vez aprobados los 
cursos fundamentales recomendados por el 
Comité de Bioquímica.

Proyecto de tesis. Una vez que el alumno 
aprueba el examen de calificación debe presentar 
un proyecto de tesis original, bajo el patrocinio 
de algunos de los profesores del programa. Una 
vez aprobado finalmente por la Comisión de 
Postgrado el alumno pasa a ser candidato a 
doctor.

Tesis de doctorado. La realización de la tesis 
de doctorado es la actividad fundamental del 
plan de doctorado, en importancia y dedicación. 
El trabajo de tesis se evalúa anualmente median
te los Seminarios de Avance de Tesis.

Defensa de tesis y examen de grado. La de
fensa de tesis consiste en la presentación oral 
del problema de tesis ante una comisión ad hoc. 
El examen de grado es un acto público donde el 
candidato a doctor da a conocer su trabajo de
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tesis a la Comisión de Postgrado y a la comuni
dad académica.

Estadísticas

Desde 1971 han ingresado 48 alumnos al Pro
grama de Bioquímica. De ellos, 15 se han reti
rado por diversos motivos, 2 fueron reprobados, 
21 son actualmente alumnos y 10 se han gradua
do. El promedio de permanencia de los graduados 
es de 6 años. La causa principal del largo tiempo 
empleado se debe a que todos los alumnos par
ticipantes son académicos que deben cumplir 
con las obligaciones correspondientes a sus car
gos.

Tutores y líneas de investigación

El Comité de Bioquímica considera tutores de 
tesis a investigadores que dirigen líneas propias 
de investigación y que hayan demostrado produc
tividad reciente, avalada por publicaciones cien
tíficas en revistas de circulación internacional 
durante los últimos cinco años. Además, para 
guiar tesis doctorales, estos investigadores deben 
pertenecer a núcleos académicos que puedan 
aportar un medio rico en conocimientos teóricos 
y prácticos que complementen la formación que 
d  alumno recibirá de su tutor. Este núcleo aca
démico también debe contar con una infraestruc
tura de equipamiento y biblioteca adecuada para 
las necesidades de un doctorado y con los medios 
económicos para la realización de la tesis.

En la actualidad hay 12 investigadores en el 
país que están autorizados por el Comité de 
Bioquímica para dirigir tesis de doctorado. Sus 
líneas generales de investigación se resumen en 
¡a parte ni de este trabajo. Existen además, unos 
15 investigadores en el país que pueden partici- 
*ar en cursos avanzados, seminarios y unidades 
le investigación.

I. PROGRAM A D E D O CTO RA D O  EN BIOQUIM ICA 

DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y 

FARM ACOLOGICAS DE LA U N IV ER SID A D  DE C H ILE

Este programa es de creación reciente y comenzó 
 ̂ funcionar el presente año. Sus objetivos, los 

tequisitos de admisión, el trabajo de tesis y el 
íxamen de grado tienen características similares 
|l doctorado de la Facultad de Ciencias. Su pro

grama está organizado en un régimen de estudio 
semestral, con un sistema de currículo flexible. 
El plan de estudios comprende un conjunto de 
actividades curriculares regulares destinadas a 
proporcionar una formación sistemática de alto 
nivel en el área de la Bioquímica y una tesis 
de grado. El mínimo de actividades curriculares, 
incluyendo la tesis, corresponde a 255 créditos 
(1 crédito: trabajo del alumno en una hora se
manal en un semestre de 18 semanas). Se estima 
que el programa puede cumplirse en al menos 
seis semestres. El candidato debe cursar activi
dades curriculares sistemáticas regulares corres
pondientes a 70 créditos; una de las asignaturas 
debe ser de formación general. El tiempo estima
do para la realización del trabajo de tesis es de 
alrededor de cuatro semestres y está valorado en 
185 créditos. El programa tiene actualmente 
8 alumnos.

III. PRINCIPALES LINEAS DE 
INVESTIGACION DE LOS 
PROFESORES QUE PARTICIPAN 
EN LOS PROGRAMAS DE 
POSTGRADO

Programas de Magister y de Doctorado de la 
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile: 

Mecanismos regulatorios de la síntesis pro
teica
Estructura y función de proteínas 
Mecanismos de acción hormonal 
Farmacología molecular
Estructura y función de membranas bioló
gicas
Regulación metabòlica a nivel enzimàtico 
Cinética enzimàtica 
Biosíntesis de terpenoides 
Replicación viral.

Programas de Magister y de Doctorado de la 
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacológicas 
de la Universidad de Chile:

Regulación metabòlica.

Programa de Magister de la Facultad de Cien
cias de la Universidad Austral de Chile:

Regulación de la síntesis proteica 
Diferenciación celular 
Estructura y función de proteínas 
Genética molecular.
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Programa de Magister del Instituto de Ciencias 
Médico-Biológicas de la Universidad de Con
cepción:

Estructura y función de enzimas

Biologia molecular del desarrollo 
Regulación metabòlica 
Enzimas proteolíticas 
Estructura primaria de proteínas.

PROGRAMAS DE POSTGRADO EN BIOQUIMICA Y 
BIOLOGIA MOLECULAR EN CHILE

UNIVERSIDAD
D

AÑO
iniciación

O C T O R A D O
ALUMNOS

actuales graduados

M A G I S T E R  
AÑO ALUMNOS

iniciación actuales graduados

Universidad de Chile
Facultad de Ciencias 1971 21 10 1978 7 0
Facultad de Ciencias Químicas
y Farmacológicas 1979 8 0 1979 5 0
Universidad Austral — — — 1979 7 1
Universidad de Concepción — — - 1978 0 0

POSTGRADO DE BIOQUIMICA EN 
ARGENTINA
R ic a r d o  N. F a r I a s . (Instituto de Química 
Biológica, Facultad de Bioquímica, Química 
y Farmacia, Universidad Nacional de Tucu- 
mán, Argentina).

Las actividades de postgrado relacionadas con la 
Bioquímica tienen una organización distinta en 
las diferentes Universidades de la Argentina. 
La carrera de Bioquímica se desarrolla en dife
rentes ámbitos académicos según las universida
des: Facultad de Ciencias Bioquímicas (Uni
versidad Nacional de Rosario) o Facultad de 
Química (Universidad Nacional de Córdoba) 
o Facultad de Bioquímica, Química y Farmacia 
(Universidad Nacional de Tucumán) o Facultad 
de Ciencias Exactas (Universidad Nacional de 
La Plata), etc. Si bien esto nos indica que el 
currículum de pregrado sea totalmente distinto 
en las siete universidades nacionales en las 
cuales se otorgan el título de Bioquímico o 
Licenciado en Bioquímica, muestra que la or
ganización del sistema de postgrado es compar
tida por otras carreras que pueden influenciar 
el nivel de exigencia a que se ven sometidos los 
doctorados en las distintas universidades. Es

decir, que las exigencias para el doctorado ei 
Bioquímica deben compatibilizarse en alguno 
casos con los doctorados en Física, Geología 
etc. Como consecuencia los reglamentos par; 
acceder al título de doctor difieren de un 
universidad a otra.

De los reglamentos de doctorados existente 
se han seleccionado algunos que se presentirá] 
en este coloquio en los cuales podrán apreciars 
ciertas diferencias. La validez y las razones d 
las mismas son difíciles de apreciar, pues en de 
Unitiva la calidad y condiciones de los doctorado 
dependen de muchos otros factores como se 
bibliografía disponible, desarrollo del centro 
director de tesis, tema de trabajo, etc. Sin em 
bargo, señalaré y tomaré para su discusiói 
dos puntos de estos reglamentos y un tercer 
que,' si bien no integra sus artículos, tiene si 
influencia en los mismos.

a) Curso para doctorados

Algunos reglamentos prevén cursos para docto 
rados, otros no. Pienso que la realización d 
cursos por los doctorantes deben cumplir alter 
nativamente con dos objetivos. Uno es el de posi 
bilitar al candidato a doctor la adquisición d
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conocimientos especializados. Estos cursos ge
neralmente se desarrollan en los grupos de tra
bajos con gran experiencia en el tema en cuestión. 
Otros tipos de cursos son aquellos que tienen 
en vista el hecho que un determinado tema re
quiera de conocimientos que no son adquiridos 
previamente en el currículum de pregrado. Por 
ejemplo la realización de un curso de pregrado 
de otra carrera (Genética de la Licenciatura en 
Biología).

b) Designación del jurado

En la mayoría de los reglamentos que prevé la 
designación del jurado que aprueba y califica 
el trabajo de tesis una vez escrito. Una alterna
tiva interesante es la designación de una comisión 
de tesis para cada candidato, en el momento de 
su ingreso al doctorado. Esta comisión tiene 
la misión de ir discutiendo' los resultados a 
medida que se vayan produciendo. Es decir, este 
tipo de organización tiende a un contacto conti
nuado del tesista con el jurado que evita los 
problemas de calificación y asegura un control 
sobre la marcha del trabajo de tesis. El inconve
niente de este sistema es quizás que no se puede 
aplicar en centras pocos desarrollados. Estos 
últimos por lo general prefieren el primer sistema 
con el cuidado especial de colocar en el jurado 
a un especialista de alto nivel en el tema de la 
tesis de otro centr del país.

c) Otras actividades de postgrado

Un problema que se presenta sobre todo en 
las universidades poco desarrolladas o con poca 
experiencia en la actividad de postgrado son los 
conceptos con los cuales se manejan el otorga
miento del título de Doctor en las diferentes 
disciplinas de una misma universidad. Para al
gunas disciplinas, el cumplimiento con un currí
culum de materias especializadas, es suficiente 
para acceder a dicho título, para otras es condi
ción imprescindible la realización de un trabajo 
original. Estos diferentes conceptos originan 
un sinnúmero de trabas e inconvenientes en la 
reglamentación de las actividades de postgrado 
en una misma universidad. Paralelamente a 
esto, existe el celo de los colegios profesionales 
(Colegios de Bioquímicos) en preservar las 
incumbencias de los títulos profesionales. Ac
tualmente se tiende a resolver este problema

aclarando que el título de doctor es exclusiva
mente académico y que el mismo no modifica 
las incumbencias profesionales del título pre
doctoral y al mismo tiempo se trata de disociar 
el título doctoral de los cursos de actualización 
que realizan periódicamente las universidades 
para sus egresados. En este último caso un grupo 
de materias suficientes en número y con especia
lidades afines pueden dar lugar a un certificado 
de especialista en algún aspecto de la Bioquí
mica.

PROGRAMA DE PÓS-GRADUACÁO DO 
INSTITUTO DE BIOFISICA DA UNI- 
VERSIDADE FEDERAL DO RIO DE 
JANEIRO - UMA ABORDAGEM MUL
TIDISCIPLINAR
E d u a r d o  P e n n a  F r a n c a . Instituto de Bio
física, Universidad Federal do Rio de Janeiro.

O Instituto de Biofísica da UFRJ é, na área de 
Ciencias Fisiológicas o mais importante centro 
de investigapáo de pesquisadores.

Desenvolve um programa de pesquisa multi
disciplinar e diversificado que extrapola dos 
setores tradicionais de biofísica e fisiologia 
extendendo-se pela bioquímica, genética, imu- 
nologia, farmacología e ultraestrutura celular.

A partir de 1963, o Instituto de Biofísica 
mantém um Programa de Pós-Graduapáo senso 
estrito, concedendo graus de mestre e doutor em 
ciencia. Como consequéncia de suas atividades 
multidisciplinares de pesquisa o Curso de Pós- 
Graduapáo foi organizado de molde a formar 
pesquisadores na área de ciencias fisiológicas 
em geral, e setores afins, sendo a estrutura do 
curso extremamente flexível. Este Curso é 
apresentado como um modelo prático, de abor- 
dagem multidisciplinar, que poderia ser adotado 
por outras instituipóes que desejam iniciar um 
programa de pós-graduapáo.

O autor apresenta detalhes de estructurapáo 
do Curso, da estratégiá tutoral de ensino, dados 
do alunado e do processo de selqpáo de candida
tos, índices de desempenho e informapóes sobre 
o destino e atividades dos egressos do curso.
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PROGRAMAS DE POSTGRADO EN BIO
QUIMICA EN EL PERU
M a r in o  V i l l a v ic e n c io  Núñez. Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perú.

En el Perú hay dos programas de postgrado en 
Bioquímica que conducen al grado de Magister: 
uno en la Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos y otro en la Universidad Peruana Ca
yetano Heredia.

Programa de Magister en Bioquímica en la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Se inicia en 1971 gracias al apoyo financiero de 
la Fundación Kellogg que otorgó una subvención 
para equipos y becas para los estudiantes por 
un período de tres años. Posteriormente el pro
grama se sigue manteniendo con los aportes de 
la Universidad, que subvenciona a los becarios, 
y de la Organización de los Estados Americanos 
que contribuye con fondos para equipos y pro
fesores visitantes.

Requisitos para la admisión

Pueden ser admitidos al programa los graduados 
en Ciencias Biológicas, Medicina Humana, 
Medicina Veterinaria y Farmacia y Bioquímica. 
Ultimamente se está dando preferencia a los 
egresados del Programa de Ciencias Biológicas 
cuyo currículum de estudios ha sido notablemen
te mejorado con una adecuada preparación en 
Ciencias Básicas.

Los postulantes son sometidos a un concurso 
de méritos que consiste en una evaluación de 
sus antecedentes, una prueba de conocimientos 
y una entrevista personal. Para la evaluación de 
los antecedentes se tiene en cuenta fundamen
talmente los calificativos obtenidos en sus estu
dios universitarios. La prueba de conocimien
tos consiste en una exploración del estado y nivel 
de estos conocimientos en Química, Matemáticas 
y Ciencias Biológicas.

A los postulantes que han obtenido las me
jores notas, la Universidad les otorga becas 
integrales consistentes en la exoneración del 
pago de derechos de enseñanza y una subven
ción mensual que inicialmente era equivalente 
a $ 200. Esta suma se ha reducido posterior
mente. Las becas son adjudicadas por un perío
do de prueba. El estudiante debe obtener las 
más altas calificaciones para conservarla.

Estructura del programa

Los estudios duran dos años. El currículum del 
Primer Año depende de la preparación previa 
del estudiante. Generalmente se llevan los si
guientes cursos:

Matemáticas Superiores i (4,5 créditos), M a
temáticas Superiores h (4,5), Química i (5,0), 
Química n (5,0), Física (5,0), Biología Celular 
(5,0), Físico-Química (5,0), Análisis por Instru
mentación (5,5), Estadística (4,0) e idiomas.

En el segundo año se inicia el trabajo de tesis 
que debe ser un tema de investigación original y 
se llevan Tópicos de Bioquímica y algunos de 
Fisiología y los Seminarios bibliográficos de 
Bioquímica. Los estudiantes deben completar 
un mínimo de 20 créditos en Tópicos y Semina
rios. Los Tópicos que se ofrecen (se indica entre 
paréntesis el gúmero de créditos) son los siguien
tes:

Fisico-Química de las Proteínas (5), Biogéne
sis y Función de las Mitocondrias (4), Biología 
Molecular de las Proteínas (4), Química y Meta
bolismo de los Carbohidratos Complejos (3), 
Enzimologia de la Glicólisis y Gluconeogénesis 
(3), Metabolismo de los Lípidos (4), Neuroquí- 
mica (3), Cinética Enzimàtica (5), Biología de 
los Iones Metálicos y Mecanismos de Trans
porte (4), Bioquímica, Biología y Patología de 
las Membranas Celulares (3), Bioquímica de 
la Expresión Genética (4), Regulación Metabò
lica (4), Aspectos Bioquímicos, Fisiológicos y 
Médicos de los Glóbulos Rojos (4), Tópicos en 
Fisiología (de 3 a 4 créditos cada uno).

Régimen de trabajo y calificaciones

El régimen de trabajo es a Tiempo Completo, pa
ra los que se proponen concluir sus estudios en 
dos años. Está también permitido llevar un menor 
número de créditos por semestre para con
cluir los estudios en más de dos años. Las cali
ficaciones son de 0-20. Para graduarse de Magis
ter el estudiante debe tener un promedio nc 
menor de 14 en cada ciclo de estudios y hacer 
un trabajo de investigación original que le ser
virá de tesis.

Número de candidatos

Se admiten hasta 10 estudiantes cada año. En 
la actualidad tenemos 15 estudiantes entre el 
1° y 2° año. Varios de ellos ya son docentes de
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las universidades del país. Generalmente con
cluyen sus estudios el 50% de los que ingresan.

Fuentes de Jmandamiento

En la actualidad contamos con el apoyo de la 
Organización de los Estados Americanos para 
equipos y profesores visitantes. La Universidad 
de San Marcos contribuye manteniendo 4 becas 
integrales y un fondo fijo renovable para la 
adquisición de material de consumo, manteni
miento de equipos y animales de experimen
tación.

Tutores de tesis

Los tutores de tesis son profesores con el grado 
de Doctor o Magister con varios años de expe
riencia en investigaciones. En la actualidad hay 
8 tutores cuyas líneas de investigación son las 
siguientes:

1. Regulación de la glicólisis y gluconeogénesis 
en camélidos sudamericanos.

2. Mecanismo de acción de las DNasas.
3. Estructura de la cromatina en invertebrados.
4 . Deficiencia de lactasa intestinal.
5. Propiedades de la fosfatasa ácida de bajo peso 

molecular del hígado de rumiantes.
6. Metabolismo de productos nitrogenados en 

el cerebro.
7. Nutrición en relación a la neuroquímica.

Número de graduados y destino ocupacional 
de ellos

Hasta 1978 han egresado 7 promociones con un 
total de 33 estudiantes de los que se han gradua
do de Magister 14 y la mayoría de los restantes 
tienen concluido el trabajo de tesis. Todos los 
egresados, con excepción de uno, están en la 
actualidad trabajando en las diferentes univer
sidades del país. Tres de los graduados están 
siguiendo estudios de Doctorado en Bioquímica 
en los Estados Unidos de Norteamérica y otros 
tres están próximos a salir con idéntica finalidad.

Programa de Magister en Bioquímica en la 
Universidad Peruana Cayetano Heredia

Se inicia en 1970 con los auspicios de la Funda
ción Ford.

Requisitos de admisión

Los postulantes deben poseer grado de Bachiller 
en algunas de las disciplinas de las Ciencias 
Naturales, presentar sus certificados de estudios 
y someterse a una entrevista personal.

Reglamento del programa

Se requiere un mínimo de dos años. Se requieren 
64 créditos. De ellos 32 créditos deben ser de 
cursos de nivel avanzado y 32 en trabajo de in
vestigación.

Hay un examen de candidatura que se realiza 
al final del primer semestre, y consiste en la 
proposición de una investigación original sus
tentada ante un jurado de 3 profesores, uno de 
ellos de otro Departamento. Si el estudiante sale 
desaprobado se le da una segunda oportunidad. 
La desaprobación por segunda vez excluye al 
alumno del programa.

El estudiante cubre un número de créditos 
adicionales y un semestre de trabajo profesional 
supervigilado, después del cual, obtiene el título 
de Licenciado en Biología.

En el último semestre el estudiante se dedica 
exclusivamente a su investigación de tesis el 
que ya debe iniciarse en los semestres anteriores. 
Al obtener el grado de Master en Bioquímica, 
el graduado recibe el título profesional de Li
cenciado.

Fuentes de financiamiento

El programa recibe apoyo económico de la Fun
dación Ford y de la Universidad en forma de 
Ayudantías de Práctica.

Tutores de tesis

Son profesores con grado de Ph. D. en Bioquí
mica, Doctor en Medicina o Master en Ciencias 
y que conducen investigaciones independientes. 
Hay 7 tutores cuyas líneas de investigación son 
las siguientes:

1. Cinética enzimàtica.
2. Cambios bioquímicos en las grandes alturas - 

Nutrición.
3. Bioenergética - glicólisis.
4. Metabolismo de drogas, sustancias extrañas.
5. Fisiología animal en las grandes alturas.
6. Biologia celular de parásitos.

i
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Número de graduados y destino ocupacional 
de ellos

Desde el año 1970 se han graduado de Magister 
en Bioquímica, 11. Han recibido el título de 
Licenciado en Biología, 12.

De los 11 graduados de Magister, 3 están en 
la actualidad siguiendo estudios para graduarse 
en Ph. D. en Bioquímica en universidades de 
los Estados Unidos de Norteamérica y Alemania; 
los restantes están trabajando en universidades 
del extranjero (4), en universidades nacionales 
(2) y en el ejercicio libre (2).

De los 12 que no se graduaron, pero recibie
ron su licenciatura en Biología, 6 siguen estudios 
para Ph. D. en universidades de Estados Unidos, 
Bélgica y España y los restantes trabajan en 
universidades y centros de investigación del país.

Cursos ofrecidos

El programa tiene un currículum flexible, los 
cursos que toman los estudiantes para completar 
los créditos exigidos defiende de la línea de in
vestigación escogida. Los cursos que ofrece el 
programa (los números entre paréntesis indican 
el número de créditos) y que pueden elegir los 
estudiantes son los siguientes:

Algrebra Lineal (5); Análisis Numérico (6),

Programación Científica (4), Tópicos en matemá
ticas aplicadas (4), Elementos de Análisis Fun
cional (5), Mecánica Cuántica i (6), Mecánica 
Estadística (6), Tratamiento Matemática de 
Datos Experimentales (4), Seminario Avanzado 
i en Química (2 a 4), Tópicos Especiales en Físi
co-Química (hasta 7), Tópicos en Química 
Analítica (Análisis por Instrumentación) (hasta 
7), Estadística n (3), Teoría de la Probabilidad 
» (5), Estadística Matemática i (5), Estadística 
Matemática n (5), Teoría del Muestreo i (4), 
Investigación en Zoología (hasta 15), Micologia 
(5), Tópicos Selectos en Microbiología (5), 
Tópicos Selectos en Parasitología (5), Tópicos 
Selectos en Histología (hasta 8), Embriología 
Experimental (hasta 10), Técnicas de Labora
torio en Bioquímica (de 5 a 10), Técnicas de 
Laboratorio en Biofísica (de 1 a 5), Técnicas de 
Laboratorio en Fisiología (de 4 a 5), Metabolis
mo Intermedio (5), Tópicos Selectos en Bioquí
mica: a) Cinética Enzimàtica (5), b) Bioenergé
tica (5), c) Estructura y Función de Macromo- 
léculas (5), d) Nutrición (5), e) otros (5). Tópicos 
Selectos en Fisiología (5), Tópicos Selectos en 
Farmacología (5), Tópicos Selectos en Biofísica 
(5), Investigación en Bioquímica (hasta 16), 
Investigación en Fisiología (hasta 16), Investi
gación en Farmacología (hasta 16), Investiga
ción en Bioñsica (hasta 16).
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INFLUENCIA DE LA a-MELANOTROFINA (a-MSH) SOBRE LA LIBE
RACION DE LH EN LA RATA.( Influence of a-melanotropfn 
(a-MSH) on LH release fn the rat).A1de,S. y Ce1is,M.E. 
In s titu to  de Investigación Módica nerceaes y Martin Fe- 
rre y ra .C as illa  de Correo 389, Córdoba, Argentina.

Se estudió e l efecto que poseen las melanotrofinas(MSHs) 
sobre la  ovulación y sobre la  liberación de la  hormona 
lu teotró ffca (LH) inducida por LH-RH. En ratas cuya 
ovulación fuá inhibida por una dosis de progesterona 
(Fg) en D] la  administración de Pg en D3 y solución sa
lin a  indujo ovulación al día siguiente en un 10% de los 
casos. La inyección l.p . de 30 ug de a-MSH en reemplazo 
de la solución sal ina incrementó e l porcentaje de ovu
lación a un 90%. Ratas inyectadas con B-MSH mostraron 
una respuesta ovu la to rla  s im ila r al grupo que recibió 
solución sa lina , Indicando una posible acción especffi- 
ca de a-MSH. El reemplazo de la  segunda inyección de Pg 
por a-MSH no modificó el porcentaje de los anímales que 
ovularon con respecto a los inyectados con solución sa
lin a , por lo que se propone la  posib ilidad de que a-MSH 
actúe sínergízando la  acción de Pg. El LH es una hor- 
nona efectiva en inducir ovulación en ratas en las que 
la  ovulación espontánea fuá bloqueada por la  inyección 
de Pg en . La Inyección i.p . de 30 ug de a-MSH dismi
nuyó la  dosis de LH necesaria para Inducir ovulación. 
Ratas que han recibido una inyección de 30 ug de a-MSH 
previa a una inyección e ,v . de LH-RH mostraron un in 
cremento s ig n if ic a tivo  en los n ive les plasmáticos de 
LH cuando se compararon con ratas en las que se reemplá 
zÓ la  inyección de a-MSH por solución sa lina. Los 
resultados presentados perm itirían  proponer que la  l i 
beración de M$H en la  mañana del proestro podría actuar 
como un g a t i l lo  fis io lóg ico  en la  liberación del LH de 
la  tarde del proestro.

CLONAMIENTO MOLECULAR T ANALISIS PRELIMINAR DEL GE 
NOMA DEL FAGO PM2. (Molecular cloning and 
preliminary analysis of bacteriophage PM2 genome). 
A. Alonso, M. D. Eberhard, J . R. Vicuña, A. Vene- 
gas, P. Valenzuela y A. Yudelevich. -  Laboratorio 
de Bioquímica, Depto. de Biología Celular, Univ. 
Católica de C hile.-'

El bacteriófago PM2 que crece en la  bacte ria  
marina Pseudomona BAL-31, posee un DNA de do^le hê  
bra c ircu la r con un peso molecular de 6 x 10 d .,
por lo que aparece como un sistema apropiado para 
estudios de rep licac ión . Para llev a r a cabo estos 
estudios, es necesario carac te riza r genéticamente 
los cromosomas del fago y de la  bac te ria . Para e¿ 
te  objeto, hemos iniciado un estudio del génoma 
del fago PM2 a fin  de obtener un mapa f ís ic o  deta
llado mediante e l uso de enzimas de re s tr ic c ió n .

Para obtener cantidades su fic ien tes de DNA de 
PM2 hemos clonado este DNA usando como vehículo el 
plasmidio pBR-322. Ambos DNAs fueron linearizados 
con la s  enzimas de re s tricc ió n  Pst I o Hpa I I ,  y 
luego unidos entre s í mediante la  adición de extr¿ 
d o s  dG y dC con tran sfe rasa  term inal. Las molécu
la s  recombinantes fueron luego introducidas por 
transformación en E .co li. Luego de analizar las 
colonias obtenidas, se detectaron 3 de e lla s  con 
un plasmido híbrido formado por pBR-322 y PM2. Es_ 
tos plasmidos son estab les y se rep lican  en forma 
normal en E .c o li. Además, hemos clonado en forma 
sim ilar lo s 7 fragmentos obtenidos por digestión 
de DNA de PM2 con Hind I I I .  Un mapa f ís ic o  deta
llado de PM2 está  en progreso usando estos clones.
Financiado por DIUC.-

ESTUDI0S CINETIC0S CON AMINOPEPTIDASA DE 0RI- 
NA HUMANA (K y n e t ic  s tu d ie s  w ith  human u r in a r y  

am ino pep tid ase ). Alves, K.B.* , Brandi, C.U.W. 
and Guimara.es, J.A.*-  Departam ento de BioquT- 
m ica, Esco la P a u lis ta  de M ed ic in a , Sao P au lo , 
SP, B r a s i l .

C a t a ly t ic  e f f ic ie n c ie s  (K Ca t / Km) o f a human 
u r in a r y  am inopep tidase  which hydrolyses L-amino 
ac y l- g - nap h th y lam id es , L - L e u - p - n it ro a n il id e , 
e x h ib i t in g  a ls o  a k in in - c o n v e r t in g  a c t i v i t y ,  
were measured on the  two f i r s t  s u b s tra te s  men
t io n e d . R e s u lts  f o r  the  naph th y lam ides were: 
M ( L y s ) ,  3 . 0( A rg ) ,  3.5(Leu), 5.4(Met), 6 .8(Ala) x 
103 sec "! ; f o r  the p-ni t ro a n i 1 i de, 7.6x104 sec'l

Kj va lu e s  were d e te rm ined ; k in e t ic  s tu d ie s  
re ve a le d  a c o m p e tit iv e  type  o f in h ib i t i o n  o r 
no in h ib i t i o n  w ith  some amino acids, mono and d i
am ines. p-H yd roxym ercu ribenzoa te  produced a 
maximal non-com pe tit ive  in h ib i t i o n  when the  
[I] / (Ej r a t io  reached the va lu e  10®.

These r e s u l t s  suggest: 1) the hyd rophob ic  
cha in  is  im p o rta n t f o r  b in d in g  and c a ta ly s is
2 ) o n ly  one -NH2 s u f f ic e s  f o r  the  amine i n h i 
b i t io n  b u t a m in im a l d is ta n ce  between charged 
groups is  re q u ire d  f o r  the  d iam ines 3) enzyme- 
- fre e  -SH groups a re  no t e s se n c ia l fo r  
c a ta ly s is .

Work suppo rted  by FINEP (R io  de J a n e iro ) .
(* ) a re  CNPq ( B r a s i l ia )  F e llo w sh ip s  h o ld e rs .

INTERACCION DE LA KINASA PIRUVICA DE MUSCULO DE CU 
NEJO Y AZUL DE CIBACRON F3GA. (In terac tion  of 
rabb it muscle pyruvate kinase and Cibacron blue 
F3GA). Aranda, E. ,  Bazaes, S. y Eyzaguirre, J .-  
Laboratorio de Bioquímica, Universidad C atólica de 
Chile, Santiago.-

E1 colorante azul de Cibacron F3GA in terac túa  
con deshidrogenasas y kinasas y se ha propuesto 
que esto ocurre en el s i t io  de unión de nucleo ti- 
dos. Recientemente, Weber y co is, han demostrado 
que la s  preparaciones del colorante son heterogé
neas y que e l mayor efecto inactivador se debe a 
una impureza. Esto ha llevado a una revisión de 
los resultados u tilizando  un colorante purificado.

Se purificó  el azul de Cibacron por e l método 
de Weber y co is, comprobándose su pureza mediante 
cromatografía en capa fin a . Kinasa p irúvica de 
músculo de conejo se preparó mediante e l método de 
Tietz y Oehoa.

La enzima es inactivada por acción del coloran
te  en función del tiempo, y el grado de inactiva
ción depende de la  concentración de é s te . La cin¿ 
tic a  de inhibición es competitiva con respecto a 
ADP y no competitiva con respecto a PEP. La t i t u 
lación de la  enzima por el colorante mediante es- 
pectrofotom etría d ife renc ia l a 660 nm muestra una 
saturación. Por su p arte , una impureza del colo
rante produce una inactivación muy superior a 
igual concentración.

Los resultados indican que e l azul de Cibacron 
in terac túa  con la  kinasa pirúvica de músculo, y 
que esta  in teracción se llev a  a cabo probablemente 
a n ivel del s i t io  de unión del ADP.
Financiado en parte por DIUC proyecto ^6/79»-
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PROPIEDADES CATALÍTICAS DE DOS CALICREÍNAS GLANDU
LARES (Catalytic properties of two glandular kalU  
kreins) Araujo-Viel, M.S. and Prado, E,S. Depto.dc 
Bioquímica. Escola Paulista de Medicina-Si' -BRASIL.

Glandular kallikreins possess the unusual spec 
i f ic i ty  of sp litting  a Met-Lys and a Arg-Ser bon<T 
in kininogens.

We demonstrated that horse urinary and por
cine pancreatic kallikreins sp lit  only the Met-Lys 
bond of the synthetic tridecapeptide Gly-Leu-Met- 
Lys-Bradykinin. When the enzymes were acylated by 
PMSF or alkylated by Ala-Leu-Lys-CH2C1 no hydroly
s is  occurred. Oxidation of the substrate methionine 
residue to sulfoxide also blocked i t s  hydrolysis 
by both enzymes. Substitution of the methionine by 
norleucine residue in a new synthetic tridecapepti 
de resulted in Nle-Lys bond cleavage. ”

These results indicate that the Ser and His 
active s ite  residues in these kallikreins partici
pate in the catalytic  process of Met-Lys and Arg- 
-Ser bonds hydrolyses; they also suggest that glan
dular kallikreins, besides the anionic s ite  for 
binding of the arginine residue involved in the 
susceptible bonds, possess also a hydrophobic s ite  
for binding the methionyl group of the Met-Lys band.

Work supported by CNPq (Brasilia) and FIHEP (Rio 
de Janeiro).

TUBULINA AM INOACILADA.NO-AMINOACILADA Y TOTAL 
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO. (Ami- 
n o a c ila te d ,  non-amtnoaci 1a ted  and t o t a l  t u b u l in  
ín ra t  b ra in  d u ring  deve lopm ent) B a rra , H. S . y 
A rc e , C.A.- Departamento de Quím ica B io ló g ic a , 
fa c u lta d  de C ien c ia s  Q uím icas, U n iv e rs id a d  Na
c io n a l de Córdoba, A rg e n t in a .

El te rm in a l COOH de la  cadena a de tu b u li-  
na puede s u f r i r  una m o d if ic a c ió n  p o s t- tra n s 1 a - r 
c io n a l m ediante  la  i neo rpo rae  ión de t i r o s in a ,  
f e n i la la n in a  o dopa c a ta liz a d a  por la  tu b u lin a :  
t  i ros í na 1 i gasa .

En e x t ra c to s  s o lu b le s  de ce reb ro  se c u a n t if i-  
có la s  espec ies de tu b u lin a  am inoac ilada  y no- 
am inoac ilada  m ed ian te  la  in co rp o ra c ió n  m lxima 
de t i  ros i na-***C en m uestras p re incubadas en p re  
s e n d a  y ausenc ia  de ca rb ox i p ep tid asa  A la  cual 
e lim in a  e l am inoácido inco rpo rado  i n v i v o .

La re la c ió n  tu b u lin a  no-am ínoac i1ada/am í no 
a c ila d a  se inc rem entó  desde 1,61 en ra ta s  de 
í» d ías  a 2,11 en ra ta s  de 120 d ía s . La suma de 
e s tas  dos espec ies  de tu b u lin a  ( tu b u l in a  "am¡- 
n o a c i la b le " )  fu e , a cada edad a n a liz a d a ,  menor 
que la  ca n tid ad  de tu b u lin a  t o t a l  dete rm inada 
m ediante  un método basado en la  p u r i f ic a c ió n  de 
tu b u lin a  marcada p rev iam en te  con t  i ros i n a C .  
La f ra c c ió n  de tu b u lin a  no-am inoac¡1ab1e fue 
aproximadamente e l 15% de la  tu b u lin a  t o t a l  en 
an im a les  de d ía s  y a lcanzó  e l 50% en an im a les  
de 120 d ía s .

ASOCIACION MOLECULAR DE LA HEXOQUINASA DE CEREBRO 
A LA MEMBRANA EXTERNA MIT0C0NDRIAL. [Molecular 
Association of Brain Hexokinase to the Outer 
Mitochondrial Membrane]. Arrese, M. y Bustamante, E. 
Dpto. de Ciencias Fisio ldg icas, Universidad Cayetano 
Heredia, Apartado 5045, Lima 100, Perú.

La hexoquinasa (EC 2.7.1.1) es una enzima 
que se encuentra asociada a las fracciones mitocon- 
d ria l y c itoso lica  de células de varios te jidos. En 
el cerebro, hasta un 80% de la hexoquinasa est^ un i
da a la membrana externa m itocondria l.

La forma mitocondrial de la enzima puede d i
sociarse de la mitocondria via la partic ipación de 
agentes "so lub ilizan tes" (e.g. ATP y g lucosa-6-P). 
Por tanto, una tercera forma de hexoquinasa [hexo
quinasa mitocondrial ‘so lub il izada] puede defin irse  
como operacionalmente d is t in ta  de aquella actividad 
siempre asociada a la fracc¡o#n c itoso lica .

El propósito de este trabajo fue examinar el 
tipo  de interacción existente entre la hexoquinasa 
mitocondrial y la membrana externa m itocondrial.
Para esto, se investigo* la dependencia de las a c t i
vidades de las tres formas de hexoquinasa con res
pecto a pH, fuerza iónica, y temperatura (gra*f?cas 
de Arrehnius), asf como la dependencia del proceso 
de solubil 1 zacion de la  forma mitocondrial con respec
to a temperatura (gráficas de Van‘t Hoff).

Los resultados sugieren que las regiones de 
la enzima responsables de tanto la actividad c a ta lí
tica  como de la unión a la membrana, interactuan con 
la membrana mediante fuerzas no hidrofóbicas.

[financiado parcialmente por grant PNUD RLA 78/024]

DESARROLLO PERINATAL DEL LISOSOMA HEPA
TICO DEL RATON. Bertini, F. Laboratorio de F i
siología Celular. Instituto de Histología y Embriolo
gía, Facultad de Ciencias Médicas, U. N. C.

El aparato lisosomal hepático inte rviene en 
importantes pasos catabólicos y es indispensable en 
la defensa del organismo contra la invasión de micro 
organismos.

Se midieron actividades de enzimas lisosoma 
les hepáticas (fosfatasa acida, beta-glucuronidasa, 
arilsulfatasa, desoxiboribonucleasa, catepsina D, 
lipasa, esterasa. Con excepción de la catepsina D 
las actividades enzimáticas aumentaron entre 50 y 
400% en los prim eros días de vida. Al mismo tiem 
po 131 I albúmina, inyectada I. P. a los fetos y recién 
nacidos incrementó su captación, internalizaci.ón, 
y digestión intracelular en el hígado. Por otra p a r
te alrededor del 5® día después del nacimiento las 
células de Kuppfer se tiñen intensamente por inyec
ción I. P. de tinta china. Los niveles de actividad 
enzimàtica en el hígado materno siguen un curso 
totalmente distinto del de hígado fetal o del recién 
nacido.

Se desprende que el aparato lisosomal exis
te en el hígado fetal pero recibiría notable impulso 
en los prim eros días después del parto, y alcanza
ría su estado de madurez en los prim eros 15 días 
de vida.
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A THEORY ON THE SIGNIFICANCE OF GRANA FORMATION IN 

CHLOROPLASTS: PRODUCT AND/OR MEANS OF ADAPTATION. 

Berzborn, R, J.-Abt. Biology, Ruhr-Universitat Bochum 

¥. Germany.

Determination of the content of chloropiasts thylakoid 

■embranes in photosynthetic ATP-Synthetase (CF^) and 

analysis: of the morphology of the thylakoid system 

have been carried out. Both measurements were done on 

chloropiasts from spinach plants grown under high or 

low lig h t  in ten s itie s . A co rre la tion  was found of CF̂  

content and proportion of exposed membrane areas.

This observation strengthens the hypothesis that CFj 

Is re s tric ted  to exposed areas, and leads to a theory 

on the physiological significance of formation of 

'grana" in chloropiasts.

S yn th e s is  and m etabo lism  o f plasma k a l l i k r e i n  
by p e rfu s ed ~ ra t~ li v e r . Borges , D . R .  3 Webs t e r 7 
M . E . * 3 Guimaráes3 J  . A .*  and Prado3 J . L . *-Depar 
tamento_de B io q u ím ica , Esco la P a u lis ta  de MedT 
c iñ a , Sao P au lo , S P ., B r a s i l .

L i t t l e  ev idence e x is ts  re g a rd in g  the  sus
pected h e p a tic  o r ig in  o f plasma k a l l i k r e i n .

When the  l i v e r  from  normal ra ts  was p e r fu 
sed in  s i t u  w ith  T y ro d e 's  f l u id  c o n ta in in g  
40 mcf/nfl oT bov ine  serum a lb um in , a k in in -  
- l ib e r a t in g  a c t i v i t y  accum ulated in  the  p e r fu 
sa te . Measured on in c u b a t io n  w ith  human HMW ,<i_ 
ninogen and on N-benzoyl-L-Pro-L-Phe-L-Arg-p- 
-ni-tr-oani 1 i  de , which a re  t y p ic a l plasma k a l l i  
k re in  s u b s t ra te s ,  the  a c t i v i t i e s  run p a ra l le T  
courses f o r  2 hoyrs o f p e r fu s io n » c o rre s ponding 
r e s p e c t iv e l ly  to  4 .7  nmoles o f b ra d y k in in  and 
3.3  mU/g l iv e r / h o u r  o f p e r fu s io n . The p e r fu 
sa te  e s t e r o ly t ic  a c t i v i t y  on TAME was p a r t ia lly  
in h ib i t e d  by SBT I, sugges ting  enzyme b in d in g  
to  o ^-m ac rog lobu iin  .

Both k a l l i k r e i n  and a lbum in  l i v e r  syntheses 
were in h ib i t e d  by p re v io u s  c yc lo hex im id e  
tre a tm e n t o f the  r a t s .  A p u r i f ie d  r a t  plasma 
k a l l i k r e i n  p re p a ra t io n  was pe rfused  th rough  
l i v e r  and a p ro g re s s iv e  f a l l  o f i t s  e s te ra se  
and a m id o ly t ic  a c t i v i t i e s ,  to  around 30% of 
the  i n i t i a l  v a lu e s , occured w i t h in  2 hou rs .

Rat l i v e r  s yn th e s iz e s  and seems to  p la y  a 
ro le  on plasma k a l l i k r e i n  m e tabo lism  i_n v iv o .

We acknowledge FINEP (R io )  and FAPESP (S .P .)
G ran ts and CNPq (R io )  F e llo w sh ip s

CARACTERIZACION DE Lfl UNION DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO HUMANA A LOS RECEPTORES LACTCGENICOS SQLUBILI2ADOS DE HIGADO DE RATA. (Characterization of human growth hormone binding to the solubilized lactogenic receptors from rat liver). Bonifaclno,J.S..Sanchez,5.H. y Paladin!.A.C. Departamento de Química Biológica, Facultadde Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires, Argentina.
5e he detectado la existencia de receptores específicos para hormonas lsctogénlces en micro- somas hepáticos de reta. Estos receptores han podido ser solubilizados con el detergente no iónico Tritón X-100 1%(P/V). En estado solubilizado, retienen la capacidad de unir hormonas lsctogéni- 

cas en forma específica* La unión de("25I)hcrmo- na de crecimiento humane a estos receptores es dependiente del tiempo y de la temperatura de incubación, así como de las concetraciones de proteínas solubilizadas y de hormona en el medio.El análisis de los datos de interacción de la hormona con el receptor revele la existencia de un solo grupo de sitios de unión con una constante de disociación de 2,3.10* UM y una capacidad 2400 fmoles por miligramo de proteínas. La afinidad de la hormona por el receptor solubilizado no es muy distinta que la que presenta por el receptor particulado; en cambio la capacidad es mayor, sugiriendo que la aolubilización da lugar a la a- parición de receptores ocultos.Loa resultados sugieren que la aolubilización na afecta de manera fundamental las propiedades del receptor.

ACTIVIDADES DE ENZIMAS EN HIGADOS DE RATONES ALI
MENTADOS CON DIETAS SUPLENENTADAS CON UREA* (Ef- 
fects of adding urea to protein d iet and non-pro 
tein  d iet upon enzymes in r a ts) . Brenner, L. R. -  
Departamento de Ciencias dos Alimentos, ICTA, 
UFRGS, BRASIL.

Los resultados sobre e l  efecto de fuentes de 
nitrógeno no específico en la  actividad de las en 
zimas del c ic lo  de la urea y enzimas relacionadas 
a l metabolismo de los grupos amínicos, son contra 
dicterios.

Se investigaron las alteraciones oue ocurrem 
en la  actividad d e  las enzimas del c ic lo  de la  
urea, transaminasas (GPT y GOT) y (DH, en hígados 
de ratones VUstar, en crescimiento, cuando adicio 
ñames urea a dietas de caseína (9% y 18%) y a die 
ta sin nitrógeno.

Después de 14 dias, la actividad de las enzi
mas fue determinada.

La actividad de la CPS tuvo un aumento sig n ifi  
cativo cuando la  caseína a 9% contenia urea, en 
relación a la  sin urea. La actividad de la OTC y 
de la GPT fué disminuida cuando los animales reci 
hieran lá  dieta sin  nitrógeno con urea.

Se supone un efecto de la ingestión de la  urea 
sobre las actividades destas enzimas.

*Trabajo realizado en e l  Departamento de Bio
química, ICB, UFRGS.
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DOSAJE DE RECEPTOR DE GUCOCORTtCOIDES EN CEDULAS 
LEUCEMICAS DE SEZARY. Brentan i ,M,M. .; Honda, M.H. y 
Pozzi, D.H. Laboratorio de oncología experimental y 
Departamento de Reumatología da FMUSP. C. P. 8100-Sao 
Paulo* B ra s il.

Usando un ensayo competitivo determinamos receptores 
eitoplasmáticos de g lícoco rti coldes en células leucé
micas, de dos pacientes con la rara síndrome Sezary 
diagnosticada c lín ic a  y ecológicamente. Estos dos pa
cientes no recibieron tratam iento. Células mononuctea- 
res aptas fueron separadas en gradientes de densidad 
de F ico l1-Hypaque. Suspencíones celu lares en Eagle, con
teniendo en mínimo 10°  células por mi, fueron incuba
das con m últip les concentraciones de Dexametasona (0,5- 
10 nm) conteniendo una concentración 100 veces mayor 
de Dexametasona no rad iac tiva. El número de s it io s  es
pecíficos de ligación cltoplasmátfea por células y la  
constante disociación (KD) fueron obtenidos a través 
de un aná lis is  Scatchard. Sangre normal fue usado como 
control negativo; y timo de camundongo como control 
pos itivo . El 1e r paciente (45 aftos) tenía 11.600 leuco
citos por mm’ con 31% de Hnfoc itos y de éstos 67 .7$ 
de células de Sezary. El KD obtenido fué de 3x 10*3 m/L 
y el número de s it io s  de ligación fué de 3150 s it io s  
por célu las. El paciente n*2 (54 años) tenía 25.000 
leucocitos por mm’ de los cuales 80$ eran mononucleares 
y de éstos 78.7% eran células de Sezary. El KD obtenido 
fue 4x10*° M/L y el n#de s itio s  3 mil por célu las. Los 
datos demuestran que estos dos paciente contienen can
tidades .s ign ifica tivas  de receptores de g licocortico i-  
des cItoplasmáticos y ambos están respondiendo a la 
terap ia con Predn¡«nna.

SEPARACION DE FAD-FLAVOPROTEINAS POR CROMATOGRAFIA 
DE AFINIDAD DE LAS APOENZIMAS EN SEPHAROSE-FAD. 
(Separation of FAD-Flavoproteins by apoenzyme af- 
f in ity  chromatography on FAD-Sepharose). 
Bronfman,M. , Inestrosa,N .C . , y Morales, M.N. -  Labo 
ra to rio  C itología Bioquímica, Departamento Biolo
gía Celular, Universidad Católica de Chile.

FMN y riboflavina covalentemente unidos a celu
losa, poliacrilam ida o agarosa, han sido u t i l iz a 
dos para la  purificación de flavoproteinas por 
cromatografía de afin idad. No hemos encontrado, 
sin  embargo, ejemplos en la  l i te r a tu ra  de u t i l i z a 
ción de FAD inmovilizado para la  purificación  de 
apoenzimas de FAD-f],avoproteinas.

En esta comunicación se presenta un método para 
la  unión covalente de FAD a Sepharosa 4-B, consis
tente en la  reacción de p-araidobenzamidohexil- 
Sepharosa 4B diazotizada, con FAD en tarapón aceta
to 0.2M, pH 5.5- El gel re su ltan te , de color ana
ranjado-rojizo , tiene un máximo de absorción a 
320-330 nm (pH 8 .0). En un medio 30 mM Tris-HCl 
pH 8.0 (tarapón de unión) e l gel es capaz de unir 
la s  apoenzimas de D-amino ácido oxidasa y de la  
oxidasa peroxisomal de ácidos grasos. En ambos 
casos la s  apoenzimas no son eluidas del gel por 
tampón de unión 100 o 500 mM en KC1, siendo e lu i
das completamente por 15 mM FAD en el mismo 
tarapón. Estos resultados sugieren que el derivado 
preparado podría ser de validez general en la  pu
rificac ió n  de o tras flavoproteinas.
(Financiado por proyecto DIUC 17/77).

ESTRUCTURA CUATERNARIA Y SITIO ACTIVO DE LA RNA P0 
LIMERASA I DE LEVADURA. (Quaternary structu re  and 
active s i te  of yeast RNA polymerase I ) . -  Bull, P. 
Valenzuela,P. -  Laboratorio de Bioquímica, Depto. 
de Biología Celular, Universidad Católica de Chile

La RNA polimerasa I de levadura está  compuesta 
por 12 polipéptidos con pesos moleculares entre 
10.000 y 1 8 5 .OOO. Se estudió la  función de algu
nos de e llo s , a s í como algunos residuos aminoacidi 
eos importantes en la  actividad enzimàtica.

Con modificadores selectivos de grupos SH se d¿ 
terminó -el número de SH que posee la  enzima y cuá¿ 
tos reaccionan en condiciones no desnaturantes.
Dos de e llo s  son esenciales para la  actividad enzji 
mática y están localizados posiblemente en e l s i 
t io  activo de la  enzima. En ausencia de 2-mercap- 
toe tano l, se produce entrecruzamiento de algunas 
subunidades.

Se observó que dos subunidades son lá b ile s  en 
c ie r ta s  condiciones de elución de columnas de azul 
dextrano sefarosa y de fosfocelulosa, así como ul̂  
tracen trifugación  en gradiente de sacarosa corrida
a 15°c- . 125Por unión a concanavalina A- I se determino 
que aparentemente 3 péptidos son g licoproteínas.

Se estudió la  estab ilidad  de la  enzima a d ife 
ren tes pH. A pH ácido (4) se inactiva  ir re v e rs i
blemente. En estas condiciones, e l complejo pro
te ico  pierde, aparte de la s  subunidades an terio res 
o tras dos más.

Los resultados presentados se complementan con 
v isualización a l microscopio electrónico  de la  en 
zima sometida a los d iferen tes tratam ientos.

ESTUDIOS ESTRUCTURALES EN S-LACTAMASA DE STREPT0MICES 
UCSM-104. 'S truc tu ra l studies in  6-1actamase from 
Streptomices UCSM-104).
Campos,H., Garcés.E., Montecinos.M., Ruiz.J.,Ward,P.- 
In s t itu to  de Química, Departamento de Polímeros, Ins
t itu to  de Ciencias Médico-Biológicas, Departamento de 
Bioquímica y  F is io log ía , Universidad de Concepción.

8-Lactamasas (i,e,B-lactama hidrolasa,E.C.3.5.2.6) 
actúan hidrolizando el a n illo  6-lactámico de p e n ic il i
na y cefalosporinas, originando productos biológicamén 
te inactivos que generan el problema de resistencia a" 
an tib ió ticos.

S-Lactamasa de Streptomices UCSM-104 se pu rificó  a 
un a lto  grado de pureza, de acuerdo a c r ite r io  de elec- 
tro fo res is  en gel de poliacrilam ida y  aná lis is  de ami
noácidos -.mostrando una actividad específica de 5514 l/iiíg

En cromatografía de DEAE-celulosa a pH 7.6 y  en 
e lectro fo res is en gel de po liacrilam ida, pH 8.3, pre
sentó un carácter aniónico, implicando un p l < 7.6 que 
concordaría con su a lta  movilidad absoluta (4.6 x 10_9 
m2s- l V-1) y con su composición aminoacídica.

El peso molecular obtenido a p a r t i r  de aná lis is  de 
aminoácidos es de 15340, el cual está en el rango al 
determinado por e lec tro fo res is en gel de p o lia c rilam i
da en la  presencia de dodecilsulfato (14290) y  el ob
tenido por f i lt ra c ió n  en gel (14800 ± 1500).

Se tra ta  de una proteína g lobular constitu ida por 
una sola cadena po lipeptíd ica de 141 residuos amino- 
acídicos. Carece de c iste ína y  contiene un 56% de 
aminoácido h id ro f ílic o  de acuerdo a aná lis is  de amino
ácidos.
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PROCESAMIENTO DEL RNA NEURONAL (P rocess ing  o f 
neu rona l RNA) Capasso, J. Lacoste , C. Buegauer 
$ . ,  A zcu rra  J . y Carrasco  A .E . Cat. de B io lo 
g ía  C e lu la r  FCEN y T a & . d e  N e u ro b io lo g fa  i l  
C a t. de H is to lo g ía .  Fac. M ed ic ina  UN8A.

M ed iante  métodos ya d e s c r ito s  fue o b te n i
do RNA de núc leos a ltam en te  p u r if ic a d o s  de 
fra c c io n e s  de neuronas a is la d a s  de co rte za  ce
re b ra l de ra ta  de 10 dfas de edaid. En e x p e r i
mentos con RNA marcado con u r id in a  h3 y C ^  
usando c ro m a to g ra f ía  de a f in id a d  y g e l e lec-  
t r o fo r e s is  c u a n t i t a t iv a  se e s tu d ió  e l p rocesa
m ien to  del HnRNA con d is t in t o s  pu lsos de marca^ 
c i5n in  v iv o .  E l HnRNA p o l i ^ ( + )  re p re se n ta  
cerca del 25% de l RNA n u c le a r t o t a l  predominan 
do las  espec ies mayores de 30$. La mayor p a rte  
del p o l i A (+) o r ig in a d o  en los p re c u rso re s  pe
sados (70$ o más)se procesa ráp idam ente a su 
tamaño f i n a l  y d e ja  e l núc leo  s in  un re ta rd o  
a p re c ia b le .  Las fra c e  iones 1í v i  anas (menores 
de 1 8 s ) p resen tes  no es tán  s ig n if ic a t iv a m e n te  
marcadas en los  d if e re n te s  tiem pos de ín c o rp o _  
rac ió n  ensayados. La f ra c c ió n  HnRNA p o l i A(-) 
se comporta como la  p o l i A (+ ) pero componentes 
pequeños lle g a n  a m arcarse a tiem pos más l a r 
gos de m arcación (A a 5 h s . ) .  Estos h a lla z g o s  
su g ie re n  que es to s  componentes nu c le a re s  re 
p resen tan  p re cu rso re s  c i top I asmát i eos u o tro s  
t ip o s  de RNA con una fu nc ió n  en e l p ro p io  nú
c le o . N uestros re s u lta d o s  además su g ie re n  un 
re ta rd o  en la  s a l id a  del rRNA o una re te n c ió n  
de formas maduras del rRNA en e l núc leo  neu ro 
na l •

a p r e n d iz a j e  y  aum ento  de  s ín t e s is  p r o t e ic a  ce

REBRAL. (L e a rn in g  an d  b r a i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s ’ 
i n c r e a s e ) • C a r r a s c o .  M .A ., S o u z a , D .O ,,  D ía s , 
R«D»i E l l s a b e t s K y ,  s M' i z q u i e r d o ,  1 . -  p e p to .  
B io q u ím ic a ,  u ra u B , yuóuu P o r to  A le g r e ,  B r a s i l

Se a d m ite  que  e l  a p r e n d i z a j e  c a u s a  aum en to  
de  s í n t e s i s  p r o t e i c a  (SP) c e r e b r a l ,  que d e 
s e m p e ñ a r ía  u n  p a p e l  e n  l a  m em o ria . Con to d o ,  
n u n ca  s e  ,h a n  h ech o  m e d ic io n e s  a p r o p ia d a s  de 
e s t e  fenóm eno  ( d i s t i n t o s  t i e m p o s ,  v a r i a s  e s 
t r u c t u r a s ,  c o n t r o l e s  a d e c u a d o s ,  e t c , ) .

Hemos m edido  in c o r p o r a c ió n  d e  l ¿ C - l e u  a  
p r o t e í n a s  (dpm/mg p r o t . /d p m  ho m o g en a to  t o t a l )  
en  h o m o g en a to s  de h ip o c a m p o ; c a u d a d o , r e s t o  
d e  c e r e b r o  e h íg a d o ,  e n  r a t a s  s o m e tid a s  a  25 
m in d e :  1 ) p s e u d o c o n d ic io n a m ie n to  ( to n o s  de  5 
s eg  y  c h o q u e s  de  1 mA a l  a z a r ) : 2 ) c o n d ic io n a  
m ie n to  c l a s i c o  ( to n o s  y  ch o q u es  c o n t i g u o s ) ;  ~  
5) c o n d ic io n a m ie n to  i n s t r u m e n t a l  con  i n t e r v a 
l o  to n o -c h o q u e  v a r i a b l e ;  U) id*  con  to n o s  y  
ch o q u es  c o n t ig u o s ;  5) to n o s  s o l o s ;  6) c h o q u e s  
s o l o s ;  7) c o n t r o l e s  i n t a c t o s .  Los a n im a le s  
e r a n  d e c a p i t a d o s  0 , 1 ^2 , 3 , 14.,6 u  8 h s  d e s p u é s  
d e  te r m in a d a  l a  s e s i ó n  c o r r e s p o n d i e n t e .

Hubo aum en to  de SP a  l a s  3 - ¿  h s  e n  c a u d a 
d o ,  c e r e b r o  e h íg a d o  e n  to d o s  l o s  g r u p o s ,  y  
en  h ip o cam p o  en  l o s  g ru p o s  1 ,5  y  6 (o s e a ,  a -  
q u e l l o s  que no a p r e n d i e r o n ) , L os t r e s  g ru p o s  
s o m e tid o s  a  a p r e n d i z a j e  v e r d a d e r o  (2 , 3 ,U) no  
m o s t r a r o n  e l  aum en to  d e  SP en  h ip o c a m p o . P o r 
l o  t a n t o ,  e l  ú n ic o  fenóm eno e s p e c í f i c a m e n te  
r e l a c i o n a b l e  co n  a p r e n d i z a j e ,  f u e  ju s ta m e n te  
e l  £ £  a m e n t o  de  SP e n  h ip o cam p o .
(Apoyado p o r  PROPKSP-UFRGS y  F A P E E G S .B rasil)

DESHIDROGENASA DE D-ARABINOSA DE NEUROSPORA (Arabinose 
-dehydrogenase from Neurospora) . Carrasco, A., Depar
tamento de Bio logía, Facultad de Ciencias, Universidad 
de Chile.

En este trabajo se presentan resultados de los estu
dios genéticos y bioquímicos realizados para caracterj^ 
zar diferencias de niveles de D-arabinosa-deshidrogena 
sa en las cepas 7^~A,col-15a y col -16a de Neurospora 
crassa

Se pu rificó  la enzima a homogeneidad. La ca rac te ri
zación se rea lizó  por medición de algunos parámetros 
cinéticos y físicoqu¡micos. Los parámetros son simi 1 
res en las tres cepas. El punto isoe léctrico de 
6,23 ± 0 ,017, índica que se tra ta  de una proteína ací- 
dica y el comportamiento e lectro forét¡co frente a agen 
tes desnaturantes indica que la enzima nativa es un mo 
nómero de peso molecular 52.000 ± 2.000. Los estudios 
¡nmunológicos realizados con preparaciones enzimátícas 
de las tres cepas demostraron identidad antigénica, si£ 
giriendo que probablemente se tra ta  de la misma enzima. 
La cuant¡fi cae ion de la enzima en los extractos crudos, 
■ostro que las cepas coloniales co l-15a y co1-16a t ie 
nen e l doble de enzima que la cepa s¡ 1 vestre /Y-A'.

La caracterización genética realizada mediante el 
aná lis is  de productos meióticos, heterocar¡os¡s y re
versiones indicó que la d iferencia de actividad Ara-DH 
detectada entre las cepas 7^-A, col-15a y co l-16a está 
determinada probablemente por un solo gen. El control 
genético, estruc tu ra l o regu lato río , de la enzima es 
d iferente ai de los genes que determinan las a lte rac¡£  
■es morfológicas exhibidas por col-15a ó co l-16a .

EFECTOS HORMONALES EN LA CAPTACION Y UTILIZACION DE 
GLUCOSA EN 00CIT0S DE XENOPUS LAEVIS (Hormonal effects 
on the uptake and u t il iz a t io n  of glucose by Xenopus 
laevis oocytes) C arva llo ,P., Connelly,C.C., Atiende,J.E 
Departamento de Bioquímica, Facultad de Medicina y De
partamento de B io logía, Facultad de Ciencias, Univer
sidad de Chile.

La hormona gonadotropina cor iónica humana causa la ma
duración meíótica de los oocitos de an fib io  y un aumen
to de la  captación de aminoácidos exógenos por estas 
célu las. (Dev.Biol .Ó3_,213-223, 1978)* Se estudió el 
efecto de estas y otras gonadotropinas sobre la  capta
ción de glucosa. La captación de glucosa se midió 
incubando grupos de 5 oocitos en tr ip lic ad o  con C’^- 
glucosa (0,1-lOmM) en solución salina para anfib ios, 
durante 30-60 min. a 22®. Las células se lavaron 
exhaustivamente con la misma solución sa lina y se 
aplastaron en f i l t ro s  de f ib ra  de v ¡d río ,1os que se 
secaron y contaron. Las gonadotropinas hCG y LH produ
cen un cla ro  estímulo de la captación de C^-glucosa 
y C1**-3-0-met i 1 glucosa en un amplío rango de concen
tración de estos azúcares. FSH, de composición análoga 
y progesterona, que produce maduración, no estimulan 
la captación de ucosa. Se ha observado que la
captación de los azúcares disminuye drásticamente des
pués de 6-»8 horas de t ra ta r  los oocitos con hCG o 
progesterona. Este cambio sólo se detecta en oocitos 
de tamaño intermedio (estados 3,^ y 5 según DUMONT) 
a pesar de que no inducen maduración.La captación de 
ClR-glucosa basal y estimulada por hCG es inhibida por 
flo r id z in a  y por 3"0_meti 1glucosa. Mas del 901 de la 
C^-glucosa que entra en oocitos estimulados y no es
timulados por hCG se incorpora a glicógeno.

Ausp¡ciado res:F.Ford,PNUD/UNESC0 . 0EA Y U.de Chile
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PROTEASAS ACIDICAS DE PROSTATA HUMANA: ¿SECRE- 
TABLES? ( A c i d i c  P r o t e a s e s  f ro ra  Human P r o s t a t e  
S e c r e t a b l e ? ) .  C h i a n g . L . , C h i a n q . J . .  C o n t r e r a s  
L .  y W a r d .P .H .  D e p a r t a m e n t o  d e  F i s i o l o g í a  i n s  
t i t u t o  d e  C i e n c i a s  M é d ico  B i o l ó g i c a s .  U n i v e r 
s i d a d  d e  C o n c e p c i ó n .

E l l í q u i d o  s e m in a l  humano (LSH) c o n t i e n e  u -  
n a  p r o t e a s a  a c l d i c a  c u y o  o r i g e n  y f u n c i ó n  s e  
d e s c o n o c e .  Se  h a  a b o r d a d o  e l  e s t u d i o  d e l  o r i 
g e n  e l i g i é n d o s e  l a  p r ó s t a t a  como p o s i b l e  ó r g ¿  
no p r o d u c t o r  y s e c r e t o r  d e  e l l a .

Un h o m o g e n e iz a d o  d e  p r ó s t a t a  s e  s o m e t i ó  a 
f r a c c i o n a m i e n t o  c o n  s u l f a t o  d e  a m o n io ,  c ro m a 
t o g r a f í a  d e  i n t e r c a m b i o  y d e  a f i n i d a d .

Se o b t u v o  d o s  p r o t e a s a s  a c í d i c a s :  A y B. La 
A no e s  r e t e n i d a  p o r  l a s  c o lu m n a s  d e  I n t e r c a m  
b i o ,  e s  i n e s t a b l e  a  pH 2 . 0  y e s t a b l e  a  pH 8 . 0  
La B e s  r e t e n i d a ,  e s  e s t a b l e  a  pH 1 . 0  y e s  i -  
n a c t i v a d a  a  pH 7 . 5 .  Ambas s o n  p r o t e i n a s a s  c a r  
b o x l l i c a s  i n h i b i b l e s  p o r  p e p s t a t i n .  S u s  p H 's  
ó p t i m o s  so n  3 . 5  y 3 . 0  r e s p e c t i v a m e n t e .  S u s  p e  
s o s  m o l e c u l a r e s ,  d e t e r m i n a d o s  p o r  f i l t r a c i ó n  
e n  g e l , s o n  muy s e m e j a n t e s .  P o r  e s t i m u l a c i ó n  
d e  l a  s e c r e c i ó n  p r o s t é t i c a  d e  p e r r o  s e  o b t i e 
n e  u n a  p r o t e a s a  s e m e j a n t e  a  l a  B y a  l a  d e  LS
H. La A p r e s e n t a  t o d a s  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d e  
c a t e p s i n a  D. La B p r e s e n t a  l a s  p r o p i e d a d e s  d e  
l a  p r o t e a s a  s e m i n a l .

Se  p l a n t e a  l a  h i p ó t e s i s  d e  q u e  l a  p r ó s t a t a  
e s  e l  ó r g a n o  p r o d u c t o r  y s e c r e t o r  d e  l a  p r o 
t e a s a  a c l d i c a  p r e s e n t e  e n  e l  l í q u i d o  s e m in a l  
humano.

RETENTION OF Ca2+ BY RAT LIVER AND RAT HEART MITOCHON
DRIA. EFFECT OF PHOSPHATE, Mg2+ AND NAD(P) REDOX STATE 
Coelho^.L.C, and Vercesi,A. - Depto Bioquim.- IB 
UNICAMP - BRAZIL.

2+Parallel measurements of Ca uptake, oxygen 
consumption, endogenous Mĝ + efflux and swelling in 
rotenone poisoned rat liver and rat heart mitochondria 
showed that heart mitochondria is much more résistent 
to uncoupling by Câ + in the presence of phosphate 
than rat liver mitochondria. The extents of Mĝ + ef
flux and swelling induced by Ca^+ accumulation are 
also much less pronounced in heart mitochondria. Uncou 
pling and swelling ip liver mitochondria seems to be 
a result of the loss of membrane bound Mĝ + as a con
sequence of Câ + recycling across the membrane indu
ced by phosphate. Exogenous Mĝ + protects liver mito
chondria against the deleterious effects of Câ + by 
inhibiting a rutheniun red-insensitive Câ + efflux 
induced by phosphate. Phosphate does not induce recy
cling of Câ + in heart mitochondria. On the other hand, 
when respiring on NAD-linked substrates or with succi
nate in the absence of rotenor.e, heart mitochondria 
behave like liver mitochondria with respect to the al
terations caused by Ca^+ movements. In this case the 
recycling of Câ +is a consequence of the more oxidized 
sta te  of mitochondrial Pyridine Nucleotides.

This work was supported by the financial contribution
of the CNPq and FAPESP.

IIPIDOS INTERMEDIARIOS EN LA SINTESIS DE 
EXOPOLISACAR IDOS: INCORPORACION DE RAMNOSA A UN PRENOL 
DI F0SFAT0-HEXASACARID0. (L¡pid-intermed¡ates ín exo- 
polysacchari de biosynthesis: rhamnose incorporation 
into a prenol-d ¡phosphate'-hexasacchar ¡de). Couso,R., 
le íp ¡,L . y Dankert,M.
In s titu to  de Investigaciones Bioquímicas Fundación 
Campomar y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. 
Universidad de Buenos A ires. Argentina.

Acetobacter xylinum se caracteriza por s in te tiz a r 
grandes cantidades de celulosa. En nuestro laboratorio  
se ha encontrado que forma también por lo menos otro 
exopoli sacar Ido de composición muy compleja. Se ha po
dido a is la r  y p u rif ic a r este polisacárido y por d ive r
sos c r ite r io s  se ha determinado que contiene glucosa, 
mañosa, ácido glucurónico, ramnosa y ácido galacturó- 
níco. Se investigó también la partic ipación de líp idos 
intermediarios en su b iosín tes is. Se han aislado y ca
racterizado ya a varios prenol-difosfato-azúcares. En 
esta comunicación se describe la s ín tes is  y estructura 
de uno de e llo s , que contiene ramnosa.

El nucleótido azúcar dador es el TDP-ramnosa y la 
incorporación es máxima en presencia de UDPG, GDP-man 
y UDP-glucurónico. El nuevo compuesto se puede marcar, 
en c ie rtas  condiciones, con cualquiera de estos azuca
res. Por aná lis is  de los productos de degradación par
c ia l (h íd ró lis is .ace to l¡s is ) se pudo id en tif ic a r ram- 
nos i I -gene ¡ob ¡osa. Para el nuevo compuesto se propone 
la siguiente estructura:

ramnosa (glucosa-P-1,6-glucosa)-glucurónico-
/*-! ,6manosa-£-l ,3-glucosa-/*-l ,**-glucosa-P-P-prenol. 

Su partic ipación en la s ín tes is  del exopoli sacar i do 
está en estudio.

se ene in t e r r a c ia i  p o te n c ia l m oa iry  aopc 
movements in synaptosom es). Cuma r , F.A, 
g i o , B. - Departamento de Quím ica B io ló g i 
c u ita d  de C ien c ia s  Q uím icas, U n ive rs id a c  

"n na l de Córdoba, 5000, Córdoba, A rg en tin a

cia Compuestos capaces de in d u c ir  f u s i l
\ t  membranas como p o l is i  a 1ogang1 ió s i dos, st

dos, g 1 íc e r i  1monoo1e a to , ác idos g rasos i 
dos, p ro te ín a  bás ica  de m íe l in a  y sacare 
ben la  cap tac ión  Na-dependi en te e induce 

:ou rac ió n  Ca++-dependi en te de 3H-dopamÍna e
- na les  n e rv io s o s . Sus tanc ias  quím icameni
i- res a la s  a n te r io re s  como monos i a l ogan<
i- g 1 i coes f  i ngol í  p i dos n e u tro s , g l ic e r i lm t

ra to ,  le íd o s  g rasos sa tu rados  y a lbum ir 
t r a ro n  d ichos e fe c to s .

La in h ib ic ió n  de la  cap tac ión  por e 
:y- de la  sacarosa es r e v e r s ib le .  Experim en t
md, ouabaína in d ic an  que e s ta  re v e rs ió n  esta
:i~ diada por la  re c o n s t itu c ió n  de l g ra d ie n t

Na+ , n ec esa rio  para e l c o - tra n sp o rte  de 
i l ” na.
- Los e fe c to s  de lo s  compuestos enume
sed se c o rre la c io n a n  con su capacidad de moc

la  d if e re n c ia  de p o te n c ia l y e l empaquet 
to  m o le c u la r e in te r fa s e s  con f o s f o l íp íc  
cuál puede r e s u l t a r  en cambios de perme 

in dad a iones y en m ovim ien tos concom itan!
neu ro t  ransm¡so r.
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UN METODO SIMPLE Y RAPIDO PARA EL ENSAYO CUANTITATIVO 
DE ENZIMAS PROTEOLITICAS. (A rapid and simple method for 
the quantitative assay of proteolytic enzymes).Curotto, 
E., 0*Reilly, S., y González, G. Instituto de Química, 
Facultad de Ciencias Básicas y Matemáticas,Universidad 
Católica de Valparaíso.
Los ensayos de actividad proteolítica se basan en medir 
la proteína digerida en un cierto tiempo determinando 
la cantidad de peptidos liberados a la solución. Estos 
métodos no son apropiados para medir proteínas en ex
tractos crudos, pues poseen actividades bajas y valores 
altos en los blancos. Esto se evita con la determina
ción de colorante liberado a la solución por la proteo- 
l ís is  de proteínas insolubles coloreadas. En este estu
dio se investiga el uso de azocoll, colágeno insoluble 
asociado con un colorante tipo azo, como sustrato para 
el ensayo de proteinasas.
Se utilizaron enzimas como pronasa, pancreatina, pepsji 
na, quimotripsina y otras: se estudiaron variables co
mo concentración de enzima, de sustrato y tiempo de 
reacción. Un ensayo involucra mezclas de azocoll, la 
enzima en buffer e incubación a 37°; la reacción se te_r 
mina diluyendo y filtrando; el filtrado se lee a 520nm.
Se observa que utilizando 10 mg de azocoll en un volu
men final de 0.5 mi la aparición de color es directa
mente proporcional con la concentración de enzima. El 
tiempo de reacción más apropiado resultó ser 10 minutos 
La reacción es también proporcional a la concentración 
de sustrato. La aparición de color muestra una relación 
directa con la liberación de material peptídico del sus 
trato . El azocoll puede ser sustrato para determinar 
proteinasas en forma rápida y simple, y en rangos de 
concentración particular para cada enzima.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN RECEPTOR PARA L-T 
PRESENTE EN MEMBRANAS DE ESCHERICHIA COI.T (Isolation 3 
and characterization of a L-T receptor from Escheri- 
chia coli membranes). De Mendoza, D., Fernández,* F.M. 
y Farias. R.N. Institu to  de Química Biológic|, Univer
sidad Nacional de Tucumán - Chacabuco 461 y Fundación 
Miguel Lillo - Miguel Lillo 255, 4000 - Tucumán - AR
GENTINA.

En una comunicación previa de nuestro laboratorio 
(de Mendoza y co l., 1979; Fed.Proc. 38, 634)había s i
do descripto que L-T (L-triiodotironina) era capaz de 
unirse específicamente a membranas de E.coli y que es
ta unión se correlacionaba con cambios en la coopera- 
tividad de la (Ca ) ATPasa producidos por la  hormona.

La actividad de unión de L-T se recupera en el ŝ o 
brenadante de 100,000 xg de una preparación de membra- 
mas solubilizadas con dodecil sulfato de sodio al 0,05 
Z. El receptor así solubilizado es estable por calenta 
miento a 100°C durante 10 min; precipita con sulfato 
de amonio al 50 %, con acetona o por tratamiento con 
K1 80 tnM. No es inactivado por fosfolipasa A o C, pe
ro s í  es sensible al tratamiento con tripsina.

El receptor puede ser obtenido en la fase orgánica 
cuando se realiza, una extracción con cloroformo/meta- 
■ol 2:1 de las membranas.

Cuando se realizan electroforesi^^n políacrilami- 
da del solubilizado marcado con L-T  ̂ I se observa que 
la hormona migra unida a una banda proteica.

Estos resultados son interpretados como que en la 
■rmhrana de E.coli está presente una proteína de cará¿ 
ter hidrofóbico que es capaz de unir especificamente

TRANSLATION OF RNA TRANSCRIBED FROM THE DNA PUFFS FROM 
RHYNCHOSCIARA AMERICANA SALIVARY ¡¡LAND CHROMOSOME.
De Toledo.S.M., Santel11,R .V ., and Lara, F.J.S.
In s titu to  de Qulmfca, Universfdade Estadual da Campinas 
e Universidade de Sao Paulo, B ras il.

I t  was reported tha t’ the B-2 DNA puff in the B- 
chromosomes of ce lls  of the proximal section of R. ame- 
ricana codes fo r a l^S po1y(A)+ RNA, and coincident 
with its  formation there is the appearance o f a specific 
2.1x10^ daltons peptide. (Bonaldo et a l . (1979) Cell "in 
press"; W inter e t a 1.(1977) Chromosoma 61, 193)*

We have isolated po!y(A)+ RNA from proximal sec
tions of R. americana sa liva ry  glands obtained from 
larvae at the developmental stage, in which the B-2 puff 
is f u l ly  open, and translated i t  in the mRNA dependent 
re ticu locyte  ce ll free system in the presence of L-^H- 
leu. Analysis of the rad io ac tiv ity  incorporated as TCA 
insoluble material by electrophoresis and subsequent 
fluorography, revealed the presence o f the 2 .1x 10** da l
tons peptide.

S im ila r esperiments carried out w ith poly(A)+ RNA 
preparations from the middle and.distal sections of the 
glands, revealed that the 2 .9x 10** daltons peptide, 
which had been assigned to  the C-3 DNA pu ff, is also 
translated from a poly(A)+RNA.

Control experiments carried out w ith poly{A)+RNA 
from glands, where there are no DNA puffs, revealed 
that these peptides are not found among the trans la tion  
products.

This work was supported by FAPESP,CNPq and
Stiftung Volkswagenwerk.

The am ino  a c id  s e q u e n c e  o f  t h e  c y a n o g e n  b ro m i
d e  P e p t i d e s  a l ( I I I ) C B  1 ,8 ,1 0 ,2  an d  a l ( I I I )C B 9 A  
o f  c a l f  s k in  ty p e  I I I  c o l l a g e n .  DEWES,H. and  
F IE T Z E K ,! ,P .-  D e p to .B io q u ím ic a , UFRGS, P o r to  
A le g r e ,  B r a s i l  an d  D e p .B io c h e m is t r y , R u tg e r s  
M e d ic a l S c h o o l ,  P i s c a ta w a y ,  New J e r s e y ,  USA.

The c y a n o g e n  b ro m id e  c le a v a g e  o f  c a l f  
s k in  ty p e  I I I  c o l l a g e n  r e s u l t s  i n  t e n  p e p t id e s .  
T h e i r  am ino  a c i d  s e q u e n c e  w as c o m p le te ly  e l u c i  
d a t e d .  H ere  we r e p o r t  on  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  2 
o f  th e m . The p e p t i d e  a l ( I I I ) C B  1 ,8 ,1 0 ,2  i s  180 
am ino a c i d  r e s i d u e s  lo n g  an d  o c c u p ie s  p o s i t i o n  
2 2 3 -4 0 2  a lo n g  th e  a l ( I I I )  c h a i n .  I n  o r d e r  t o  e  
l u c i d a t e  i t s  am ino a c id  se q u e n c e  t h e  p e p t i d e  
was f ra g m e n te d  w i th  h y d ro x y la m in e , p r o t e a s e  
fro m  S .a u r e u s  V8 and  t r y p s i n .  P e p t i d e s  n e c e s s a  
r y  f o r  se q u e n c e  a n a l y s i s  w i th  t h e  a u to m a te d  Eel 
man d e g r a d a t io n  w ere  s e p a r a t e d  u s in g  m o le c u la r  
and  io n  e x c h a n g e  c h ro m a to g ra p h y . Edman d e g ra d a  
t i o n  o f  t h e  h y d r o x i la m in e  d e r iv e d  f ra g m e n ts  r e  
s u i t e d  i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  80% o f  t h e  e n t i r e  
s e q u e n c e .  The r e s t  w as e s t a b l i s h e d  by  a n a l y s i s  
o f  some p r o t e a s e  V8 an d  t r y p s i n  d e r i v e d  p e p t i 
d e s .  T he p e p t i d e  a l ( I I I ) C B  9A i s  139 am ino  a -  
c i d  r e s i d u e s  lo n g  an d  o c c u p ie s  p o s i t i o n s  7 8 9 -  
927 a lo n g  t h e  a l ( I I I )  c h a i n .  P e p t i d e s  n e c e s s a 
r y  f o r  t h e  s e q u e n c e  a n a l y s i s  w e re  o b t a in e d  a f 
t e r  f r a g m e n ta t io n s  o f  a l ( I I I ) C B  9A w i th  t r y p 
s i n ,  p r o t e a s e  fro m  S .a u r e u s  V8 , h y d r o x i la m in e  
an d  c h im o t r y p s in .  T hey w e re  s e p a r a te d  m a in ly  
by  c h ro m a to g ra p h y  on  S ep h ad ex  G 50 an d  p h o sp h o  
c e l l u l o s e  an d  se q u e n c e d  by  a u to m a te d  Edman p ro  
c e d u r e .
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EFECTO DE ADENINA.-NUCIEÔITDCS SOBRE LP. KETOGENESIS EN 
LA, FRACCION MCTOCCtÍDRIAL CE HIGADO DE RATO. (The e ffec t  
of adenine nucleotides upon the ketogenesis by the 
mitochondrial fraction of rat liver).D ick, T. y Sarkis, 
J.J. Departamento de Bioquímica, Instituto de Biocièn-- 
cias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto 
Alegre, Brasil.
I n  s i t u a t i o n  o f  k e t o g e n e s i s , th e  e x c e s s  o f  a o e ty l-C o A  
w h ich  i s  n e t  u s e d  by  th e  K reb s  c y c l e ,  g o e s  m a in ly  t o  
t h e  s y n t h e s i s  o f  k e to n e  b o d ie s .  I t  i s  u s u a l l y  a c c e p te d  
t h a t  th e  c o n t r o l  o f  k e t o g e n e s i s  i s  r e l a t e d  t o  th e  p r o 
d u c t io n  o f  a o e ty l-C o A  an d  i t s  t r a n s f o r m a t io n  by o t h e r  
n o n k e to g e n ic  p a th w a y s .T h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  d i r e c t  
c o n t r o l  m echan ism  upon t h e  k e to g e n ic  p a th w a y s  re m a in s  
o n e n .
Vie ex am in ed  i n  t h i s  c o n n e c t io n  a  num ber o f  m e ta b o l i t e s  
a s  p o s s i b l e  e f f e c t o r s ,  o f  w h ic h , among o t h e r s ,  a d e n in e  
n u c l e o t i d e s  shew ed a  p ro n o u n c e d  i n h i b i t i o n  upon  th e  
o v e r a l l  s y n t h e s i s  o f  k e to n e  b o d ie s  b y  t h e  s o lu b le  
m i to c h o n d r i a l  f r a c t i o n  o f  a l b i n o  r a t  l i v e r ,  s t a r t i n g  
w i th  a o e ty l-C o A  a s  a  s u b s t r a t e .
The ketone bodies formed were measured by the method of 
Walker.The results were expressed as percentage of the 
decrease in sp ec ific  activ ity  o f the whole ketogenic 
enzymatic system. AMP had no e ffec t up to 2,0 irM. ADP 
shewed the following decrease : 15 % at 0,5 mM, 19 % at 
1,0 irM and 42 % at 2,0 mM. With ATP : no variation at 
0,5 mM, 14 % at 1,0 mM and 27 % at 2,0 mM.
As the combined concentration of ADP and ATP in the 
mitodiondrion sums up to approximately 12 mM, the above 
described e ffec t has to be taken in account in the 
interrelation of the control of ketogenesis in  vivo.

MODULACION ALOSTERICA DE LAS IS0ENZIMAS DE LA F0SF0- 
FRUCTOQUINASA DE E. ao l i ESTUDIADA POR EL ABORDAJE 
"in situ". (Allosteric modulation of the isozymes of 
phosphofructokinase studied by the "in situ" approach).

Domenech, C. y Sols, A.- Instituto de Enzimología y 
Patología Molecular del CSIC., Facultad de Medicina 
de la Universidad Autónoma. Madrid. España.

Dos isoenzimas de la fosfofructoquinasa (PFK) deno 
minadas PFKi y PFK2 han sido identificadas en E. aoli 
(Fraenkel y col. JBC 243:4065, 1973). La primera de 
ellas es una enzima alostérica con respecto a F6P, PEP, 
ADP y quizá ATP, mientras que la PFK2 ha sido conside
rada como no alostérica.

Ambas PFK se están estudiando en condiciones fisio 
lógicas por el abordaje "in s i t u " (Reeves y Sols, BBRC 
50:459, 1973). Para ello se están utilizando dos cepas 
de E, a o U i  DF 536 y DF 533 (Robinson y Fraenkel, BBRC, 
31:858, 1978), las cuales contienen sólo PFK^ y PFK2 
respectivamente.

Resultados preliminares indican que la PFK2 es 
inhibida por ATP dentro del rango fisiológico, cuando 
se utilizan bajas concentraciones de F6P, lo cual da 
lugar a una cinética sigmoide con respecto a este subs
trato. En contraste la PFK-. no es inhibida por ATP. El 
amonio puede activar a la PFKj antagonizando la inhibi
ción por PEP.

Se pretende completar la caracterización comparada 
de las posibilidades de modulación fisiológica de ambas 
enzimas y su significación "in vivo".

COMPOSICION MPIDICA CEREBRAL DF. POLLOS NACI
DOS OH HUEVOS FERTILES DE GALLINA TRATADOS EX
TERNAMENTE CON FFNOXI!IERBICIDAS( L i n i d i c  c e r e 
b r a l  c o m p o s i t i o n  o f  c h i c k e n s  h a t c h e d  from h e n s 4 
e g p s  a p n l i e d  w i t h  f e n o x i h e r b  i c i d e s ) P u f f a r d  R.O 
Mo r i  C .v  E v a n g e l i s t a  de h n f f a r d  At ^ .T a c . t l c  C s .  
í 'xac  .Mn. Nac ~de P ío  G u a r t o . A rg e n t  i n a .

El 2 - 4 P ( 2 - 4  d i c l o r o  F e n o x i a c ó t i c o ) e s  un f e n o -  
x i h c r b i c i d a  a m p l ia m e n te  u t i l i z a d o  en l a  a g r i 
c u l t u r a  . E s t u d i o s  r e a l i z a d o s  a n t e r i o r m e n t e  en 
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o , d e m o s t r a r o n  que l a  a p l i c a 
c i ó n  e x t e r n a  de 2 -4P  a a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  
s o b r e  h u e v o s  f é r t i  1 e s » p r o d u c e  e f e c t o s  t e r a t o l ó  
g i c o s  y e m b r i o t ó x i c o s  . -

Se u t i l i z a r o n  c o n c e n t r a c i o n e s  de  2-4D oue no 
im p id e n  l a  e c l o s i ó n  d e l  h u e v o .L o s  c e r e b r o s  de 
l o s  a n i m a l e s  n a c i d o s  so n  e x t r a í d o s  a l a s  24 h s ,  
p e s a d o s » c o n p e la d o s  v p r o c e s a d o s . d e t e r m i n á n d o s e  
p e s o  s e c o , a g u a ,D N A ,R N A ,p r o te ín a s  y l í p i d o s  t o 
t a l e s  .

Se o b s e r v ó  aum ento  de DNA y RNA en c e r e b r o s  
t r a t a d o s  con r e s p e c t o  a c o n t r o l e s » m i e n t r a s  oue  
p r o t e í n a s  y l í p i d o s  t o t a l e s  d i s m i n u y e r o n  p r o -  
p o r c i o n a l m e n t e  a l  a u m e n ta r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  
d e l  h e r b i c i d a . L o s  f o s f o l í p i d o s  no m o s t r a r o n  va 
r i a c i o n e s  en su  c o n c e n t r a c i ó n . m i e n t r a s  oue  c o ~
1e s t e r o l , s u l f á t i d o s . c e r e b r ó s i d o s  y g a n p l i ó s i -  
do s  p r e s e n t a n  c l a r a s  v a r i a c i o n e s  que  d e p e n d e n  
de l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  2-4D a p l i c a d o . -

Si  c o n s i d e r a m o s  e s t a b l e  e l  c o n t e n i d o  de DNA 
p o r  c é l u l a , e s t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a r í a n  una  a l 
t e r a c i ó n  en e l  número de  c é l u l a s  n e r v i o s a s , y  
un r e t r a s o  o d e t e n c i ó n  en e l  p r o c e s o  de d i f e 
r e n c i a c i ó n  c e l u l a r , c o m o  son  l a  s i n a p t o p ó n e s i s  
y m i e l i n i z a c i ó n ,

FOTOBIOQÜIMICA.: ESTUDIOS MECBNISTICOS HE TRANSFERENCIA 
DE ENERGIA DE COMPUESTOS CAFBCNUiIOOS BIGENERGIZADQS A 
t-INA (Photcbiochemistry: Machanlstic Btudies o f  
energy t r a n s f e r  f r e n  b ioenerg i2ed caxbcnyl ccmpounds 
t o  t^FNA) Duran, N . , De Mello, M.P.,  De Toledo, S.M. , 
Haun, M., F a l j c n i ,  A. y  C i len to ,  G. I n s t i t u t o  de Quí
mica, Universidade Estadual de Campiñas y Universida-  
de de Sao Paulo, B ra s i l .

Durante la  oxidación aerctoica del 2-roetilpro- 
panal catalizada por peroxidasa en presencia de ácidos 
nucleicos, algunos enlaces se toman sensibles a um 
medio alcalino. La especie responsable por estas modi
ficaciones es e l  carbcnilo excitado en su estado t r i 
ple te .

t-INA fue utilizado para los estudios de me
canismo de transferencia porque posee bases modifica
das capaces de emitir, siendo para E. c o li la  4-tiou- 
ridina y para levadura la  base Y.

El mecanismo probable para esta transferen
cia  seria:

fundamentado en los resultados comparativos cuando D 
posee carácter n, tt (acetona trip leta) o carácter,  ̂,u 
(indol-3-carboxaldehido).

Valores de K^t y K^t serán discutidos.
Financiamiento de FINEP, FAPESP, CNPq (B ra s i l ) .
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INFLUENCIA DE BENZODIAZEPINAS EN LA ACTIVIDAD DE UDP 
GLUCURONILTRANSFERASA. (Influence of benzodiazepines 
on UDP-glucuronyltransferasa ac tiv ity ). Echeverría, F. 
García, 0.,  del V illar, EL , Letelier, M. y Sánchez, E. 
Departamentos de Bioquímica y Farmacología, Facultad 
de Medicina Norte, Universidad de Chile.

La cromatografía en DEAE-celulosa de microso- 
nas hepáticos solubilizados revela distintas UDP-glucu 
roniltransferasas (UDPGT) para la formación de morfina 
(M) y p-nj.trofenilglucuronidos (PNP) (del V illar, E. , 
Sánchez, E., Autor, A., Tephly, T. Mol. Pharmacol. 
11:236, 1975).

En raicrosomas hepáticos y en experimentos in 
vivo se estudio el efecto de 2 compuestos no sustratos 
de UDPGT, Diazepam, (D) y N-desmetil diazepam (N) que 
difieren en la presencia de un grupo N-CĤ , en la glu- 
curonizacion de morfina y p-nitrofenol y en los nive
les hepáticos de citocromo P-450 y RNA total en ratas.

En cinética de doble sustrato, D inhibió compe
titivamente la formación de morfina glucuronido in vi- 
tro con una Ki de 0,25 mM, mientras que N no tuvo 
efecto. Estas sustancias no inhibieron la glucuroniza- 
ción de PNP ni de testosterona in v itro . In vivo, sol^ 
mente D inhibió la formación de morfina glucuronato en 
forma dependiente de la dosis. D ni N alteraron los n i
veles de citocromo P-450 ni de RNA total en el hígado 
de ratas.

Los resultados confirman la presencia de dis
tintas UDFGTs hepáticas y muestran el grupo N-CĤ es 
responsable de la interacción de fármacos con la UDPGT 
de morfina y opioides, posiblemente por su mayor afin i
dad por un s itio  activo de la enzima, el cual no está 
presente en la UDPGT para p-nitrofenol o de otros sus 
tratos.

ESTUDIOS SOBRE LAS FOSFODIESTERASAS DE NUCLEOTIDOS CICLI
COS DE 00CIT0S DE XENOPUS LAEVIS (Studíes on cyc lic nu- 
cleotíde phosphodíesterases on X.laevís oocytes) 
Echeverría ,M., Orellana.O., Plaza,M., Conne11y,C., s 
Allende, J.E. Depto. B i oquímica , Fac. Med í c ina-(Norte) y 
Opto.B¡ología,Fac.de Ciencias, Universidad de Chile. 
Evidencias obtenidas en varios laboratorios sugieren 
que los nive les ¡ntracelu lares de los nucleótídos c íc l i 
cos estarían involucrados en la  maduración meiótica de 
oocitos de anfibios inducida por hormonas. Es de interés 
por lo tanto estud iar las fosfodíesterasas de cAMP y 
cGMP durante este proceso. Las enzimas fueron ensayadas 
por e l método de Thompson et a l . u t í 1 izando (3h)cAMP y 
(^HjcGMP. Cromatografía en columnas de DEAE-celulosa de 
un sobrenadante de 20000 x g de extractos de oocitos 
resuelve las actividades h íd ro lft ic as  en varias fraccio
nes. La fosfodíesterasa de cAMP presenta dos fracciones 
mayoritarias que se diferencian en su respuesta a la 
calmodulina. La fracción que eluye a menor fuerza iónica 
es activada por esta proteína mientras que e l segundo 
pico de actividad no es afectado. Las dos fracciones ma- 
yo rita r ia s  de la fosfodíesterasa de cGMP son activadas 
entre 8 y 10 veces por la  calmodulina. Experimentos 
realizados in vivo con la fosfodíesterasa de cAMP in d i
can que esta enz ima presenta la  misma actividad to ta l 
y constante c inética que la enzima ensayada in v i t r o .
Ho se han detectado cambios s ign if ic a tivo s  en 1 jTfosfo- 
diesterasa de cAMP después de tratam iento hormonal. En 
cambio con la fosfodíesterasa de cGMP, la actividad in 
vivo es mucho menor que la determinada ín v it ro  y 
existen indicaciones prelim inares de un aumento de la 
actividad de esta enzima después del tratamiento hormo
na l de los oocitos. Auspiciado por: U.de Chile, O.E.A., 
!PNUD/Unesco proyecto RIA 78/024 y Fundación Ford.

ESTUDIOS SOBRE UN INHIBIDOR DE LA ELONGACION DE LA SIN
TESIS DE PROTEINAS PRESENTE EN OOCITOS DE X.LAEVIS 
(Studíes on a proteín synthesis in h ib ito r from X .laevis 
oocytes) E rrázu riz ,R .y A llende,J .E .; Dpto.Bioquímica, 
Fac. de MedÍcína(Norte) Universidad de Chile.
Los estudios realizados por varios laboratorios en oocj_ 
tos de erizos de mar y de anfib ios han demostrado que 
la s ín tes is  de proteínas en estas células está bajo un 
control post-transcripcional. Estudiando este fenómeno 
se ha logrado detectar la existencia de un poderoso in
hib ido r de la  elongación de la s ín tes is proteica en la 
fracción sobrenadante de extractos de ovario de Xenopus 
la e v is . Los estudios se han real izado utilizando  un 
sistema que s in te tiza  P^C jpo li feo¡la lanina a p a r t ir  de 
(^C)phe-tRNA d irig ido  por po li U empleando ribosomas 
de oocitos de X.laevís y fracción sobrenadante de ger
men de tr ig o . Los resultados obtenidos indican que el 
inh ib idor de elongación (IE) se encuentra, además de 
en e l sobrenadante de 15QD00 xg en el lavado de riboso
mas extraídos con 0,5 M NH4CI. 1E es una proteína ter- 
molábil sensible a proteasas y a N-etiImaleimida y con 
un peso molecular aproximado de 380.000. La inhibición 
causada por IE es muy sensible ai pH del medio dism i
nuyendo drásticamente a pHs sobre 7,5. Ensayos de va
rias etapas parciales de la  elongación indican que IE 
actuaría a n ive l de la pep tid il transferasa que se en
cuentra formando parte del ríbosoma. Coincidente con 
esta observación se ha determinado que la  inhibición 
causada por IE puede ser totalmente revertida al agre
gar un exceso de ribosomas. IE inhibe la  elongación ee 
un sistema de s ín tes is de proteínas de polisomas a is la 
dos de hígado de rata y a sistemas de germen de trig o  
y E .co li. Otros te jidos de la  rana como ser corazón, 
hígado o músculo esquelético no contienen IE. Auspicia: 
0EA, U.de Chile, PNUD/Unesco, RLA 78/024 y Fund.Ford.

SINTESIS DE ACTINA EN EMBRIONES PREIMPLANTACIONALES 
DE RATON.= Actin synthesis in preim plantational mou- 
se embryo.- Escobedo J . , González R.-Laboratorio de 
Biología C e lu la r.In s titu to  de Biología.Universidad 
Católica de V alparaíso.-

La diferenciación celu lar origina tipos celu lares 
d iferen tes. Los mecanismos moleculares que median 
este fenómeno se desconocen y un an á lis is  de la  
transcripción y traducción es básico para compren
der como ocurre. Sin embargo debido a la  diversidad 
de proteínas sin te tizadas re su lta  d i f íc i l  estudiar 
a cada una de e lla s  en d e ta lle .
Hemos escogido a ia  ac tina  ya que es particularmen
te abundante en muchos tipos celu lares y p artic ip a  
en fenómenos de generación de fuerza y mantenimien
to de la  forma ce lu la r.
Para ca rac te riz a rla  hemos adoptado los siguientes 
c r i te r io s :1.-In teracción  con meromiosina pesada.2 .- 
Afinidad cromatográfica en columnas sefarosa 4B- 
DNAsa 1 .3 .-Inhibición de la  actividad de la  DNAsa I 
4 .-C aracterización e lec tro fo ré tica  en geles de po- 
liacrilam ida . Además hemos diseñado un sistema que 
permite medir niveles de s ín te s is  de proteínas u t i 
lizando un reducido número de embriones.
Nuestros resultados muestran filamentos de actina 
bajo la  membrana plasmática.También hemos inhibido 
la  actividad de la  DNAsa I en presencia de un ex
tra c to  de b la s to c is to s .
La cantidad de actina sin te tizada  por óvulos es de 
10.7 pgr/ovo/hr.; estado de 2-células 39-2 pg/emb/h 
y para b la s to c is to  111. 9  pgr/emb/hr, La tasa  re la 
tiv a  de s ín te s is  de ac tina  es del 6.5# y se mantie
ne constante durante todos los estados estudiados.
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EL GLUTATION HEPATICO EN LA INTOXICACION AGUDA POR 
ETANOL. (L ive r g lutathione in acute ethanol intoxica- 
t io n ) .
Faccin, A., Donoso, E., V lde la, L ., Fernández, V. y 
Sapag-Hagar, M. Departamento de Química Biológica, Fa
cultad de Ciencias Químicas y Farmacológicas y Unidad 
de Bioquímica, Facultad de Medicina Occidente, Universa 
dad de Chile.

El g lu ta tion reducido hepático (GSH) disminuye en 
ratas intoxicadas con alcohol. Anteriormente habíamos 
descrito un fenómeno s im ila r, junto con un aumento de 
la  c is te ína , al adm inistrar glucagón o AMP c íc lico . 
Hemos estudiado la  posible re lación entre ambas obser
vaciones.

Ratas machos, ayunadas por 15 horas, fueron intuba- 
das con 1-5 g de etanol/Kg de peso y luego sacrificadas 
a las 2,4 y 6 horas. Los controles se rea lizaron in- 
tubando con una cantidad isocalórica de glucosa o con 
NaCl al 0,9%. El GSH se determinó con reactivo de Ell- 
man, la  c iste ína con reactivo ácido de n inh id rina , el 
AMP c íc lico  por desplazamiento radioisotópico, la 
j'-glutamiltranspeptidasa (GGT) con L-if-qlutamil-p-ni- 
tro an ilid a  y la  g lu ta tion reductasa (GR) con NADPH a 
340 nm.

Los resultados muestran que la  disminución del GSH 
es máxima a las 6 hrs. y dependiente de la  dosis de 
etano l. Este cambio no va acompañado de variaciones 
en la  c iste ína ni del AMP C íc lico , así como tampoco en 
la  GGT y GR.

Esto sugiere que el descenso del GSH en la  in to x i
cación alcohólica aguda es independiente del observado 
con glucagón y AMP c íc lico .

INHIBICION DE LA FOSFORILACION DE ADP Y DEL TRANSPORTE 
DE CA+2 POR BENZOTIADIAZOLES EN MIT0C0NDRIAS DE HIGADO 
DE RATA ( in h ib it io n  of ADP phosphorylation and Ca+* 
transport by benzothíadíazoles ín ra t l iv e r  mftochon- 
d ria ). F e rre Íra ,J . y G il,  D.L. Departamento de Bioquí
mica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La fosfo rilac ión de ADP a ATP va acompañada por un 
aumento en e l consumo de oxígeno y en la  captación de 
H+ del medio. Ambos procesos fueron inhibidos por d ife 
rentes benzotiadiazoles cuando los sustratos oxidados 
fueron glutamato y malato piruvato pero no fueron afec
tados durante la  oxidación de succínato. Las mítocon- 
drias acumulan Ca+2 del medio en un proceso dependiente 
de Energía, que ocurre con un aumento en e l consumo de 
oxígeno y en la  liberación de H+. Ambos procesos fue
ron inhibidos por benzotiadiazoles cuando la  energía 
fue proporcionada por la oxidación de sustratos que 
entran a n ive l de NAD y fueron muy poco afectados du
rante la oxidación de succínato. Diversas evidencias 
sugieren que los benzotiadiazoles actúan Inhibiendo el 
transporte de electrones a, n ive l del s i t io  1 en el la 
do del oxígeno de la NADH deshidrogenasa. Estudios de 
estructura actividad por e l método de Free y Wilson 
para la  inhib ic ión duroquinona reductasa por 26 deriva
dos del benzotiadiazol indican que la mayor contribución 
a la  actividad in h ib ito r ia  esté dada por la  presencia 
de grupos n it ro  y bromo en posición, n it ro  y amino en 
posición 6 y cloro y amino en posición 7 .

Financiado por e l Servic io  de Desarrollo C ien tíf ico , 
A rt ís t ic o  y de Cooperación Internacional. Proyecto 
N*B 535-791

AI5LACIOH Y FOTO-OXIDACION DE PEPTICOS DE LISOZIMA. 
(Isolation and photo-oxidation of lysozyme fragments). 
FgAAgA. I. y SXZva. E. Dpto. Macromoléculas, Institu 
to de Ciencias Químicas. Pontificia Universidad Católi 
ca de Chile.

Se plantea una estrategia para obtener péptidos a 
pa rtir  de lisozima, y de esta manera poder aclarar más 
adelante el lugar de unión fotoinducida de riboflavina 
a lisozima. La reducción de los cuatro puentes disúl- 
furo y posterior carboximetilación seguida de la acción 
con BrCN‘, trae consigo la obtención de los péptidos L-I 
(aa 1-12) y L -II-III (aa 13-129). En cambio cuando se 
procede primeramente a la ruptura de la  cadena polipep_ 
tídica mediante la acción del BrCN y posteriormente se 
liberan los péptidos formados mediante la reducción de 
los puentes -S-S- seguida de una carboximetilación, se 
obtienen tres péptidos correspondientes a L-I (aa 1-12). 
L-II (aa 13-105) y L-III (aa 106-129). Los péptidos 
L -II-III, L-II y L-III fueron sometidos en forma sepa
rada a foto-oxidación en presencia de riboflavina, en 
buffer fosfato 0.05M, pH 7.0. El péptido L-II-III núes 
tra  foto-oxidación a nivel de His, pero en una exten
sión menor a la que se produce en la proteína nativa. 
Además de His, los tres residuos de Tyr presentes en L- 
I I -III  sufren una fuerte foto-oxidación. En el caso 
del péptido L-II, este no muestra foto-oxidación de 
His, pero sí una marcada destrucción de los residuos 
de Tyr a medica que aumenta el tiempo de irradiación. 
Los resultados obtenidos estarían indicando que existe 
una relación entre la  extensión y tipo del residuo fo
to-oxidable con la ubicación del aminoácido en la con
figuración espacial.

FUNCTIONAL PROPERTIES OF Pipa p ipae HAEMOGLOBINS. 
F o c e s i,A .Jr . » M eirelles,N .C . , V ieira,M .L .C ., V ie ira , 
H.F. -  Depto Bioquim.,IB, UNICAMP and UFC. -  B raz il.

P ipa pipae an amphibian th a t l iv e s  in  north  
o f B raz il has aquatic  h a b ita t  even a f te r  metamorpho
s i s .  The s im ila r i ty  between P .p ipae and Pipa carva- 
lho i  i s  in te re s t in g  in  standpoin t of the h a b ita t  and 
led us to study the  func tio n a l p ro p e rtie s  of the i t s  
hemoglobins to  compare w ith those of P . carvalho i des
cribed .

P .p ipae  hemoglobins a f te r  s tr ip p ed  o ff  the 
ions and organic phosphate were separa ted  in  four com 
ponents by chromatography CM -cellulose, where the  ma
jo r  component e lu ted  a t  pH 7.2 when analysed by e lec 
tro p h o res is  revealed  the presence of th ree  bands ben
z id ine  se n s it iv e . The equ ilib rium  curves of P .p ipae 
hemoglobin as a function  o f pH shows a Bohr e f fe c t 
near zero in  absence of ATP. The degree o f coopera ti-  
v i ty  was n = 1.5 and remains the same a t  d if fe re n t  pH 
The a f f in i ty  constant to  oxygen, a t  pH 7.2 was log 
P50 * -0 .3 4  in  absence of ATP, and in  i t s  presence 
-0 .9 4 , showing a pronounced e f fe c t  of the  e f fe c to r .

The data  suggest a s im ila r i ty  between these 
f ind ings and those of P .carvalho i hemoglobins and re 
in fo rce  the  idea th a t  the  aquatic  h a b ita t  of those am 
p h ib ia  responsib le  fo r  the la rv a l p ro p e rtie s  of i t s  
hemoglobins.

S u p p o r te d  b y  FAPESP, CAPES.
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RELACION ENTRE ANGIOTENSINA I I  y POTASIO EN 
LA BIOSINTESIS DE ALDOSTERONA. ( I n t e r a c t i o n  o í  
p o ta s s iu m  io n s  and  A ll  on a ld o s te r o n e  b i o s y n 
t h e s i s ) .  F o s t e r . R . , M,,V .Lobo y E .T .M a r u s ic . 
D e p to . F i s i o l o g í a .  U n iv . de C n i l e .

D iv e r s o s  a u t o r e s  p o s tu l a n  l a  p a r t i c i p a c i ó n  d e l  
io n  p o t a s io  en l a  a c c ió n  e s t e r o i d o g é n i c a  de l a  
a n g i o t e n s in a  T I(A II )  en  l a  g lá n d u la  a d r e n a l .
En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  se  e s t u d ió  l a  p o s i b i l i 
d ad  de que l a  A ll  e s t im u la s e  e l  i n f l u j o  de K. 
Los e s t u d io s  fu e ro n  r e a l i z a d o s  en c o r t e s  de 
g lo m e ru lo s a  de a d r e n a l  de p e r r o .  Se n i d i o  en 
fo rm a p a r a l e l a  l a  p ro d u c c ió n  de a l d o s te r o n a  y 
e l  t r a n s p o r t e  a c t i v o  y n e to  de K b a jo  l a  
a c c ió n  de l a  A l l .  Se m id ió  l a  a c t i v i d a d  de l a  
N a,K -A TPasa en  am bas c o n d ic io n e s .  Una c o n c e n 
t r a c i ó n  de A l l  c a p a z  de p r o d u c i r  un s i g n i f i c a 
t i v o  aum ento  en  l a  e s t e r o i d o g e n e s i s ( C o n t .=100+ 
12 y A II=250+16 n g /1 0 0 m g / t e j . / h r ) n o  p ro d u jo  
cam b io s s i g n i f i c a t i v o s  en  e l  t r a n s p o r t e  a c t i v o  
d e36R b: C o n t .= 4 .9 + .3nmol Rb/mg t e j . /m in (N S ). Tam 
poco s e  o b s e rv a r o n  cam b io s en  e l  K i n t r a c e l u -  
l a r  b a jo  l a  a c c ió n  de A l l . E s to s  r e s u l t a d o s  fue  
ro n  c o n f irm a d o s  a l  m e d ir  l a  N a ,K -A T P a sa ;C o n t.»  
5., 3 +. 41 ,A II= S  . 2 +. 54umol P i /m g /h .S in  em b arg o ,
10 ÍM de  © u a b á in a  b lo q u e a  to t a lm e n te  e l  e s t í 
mulo de A l l . T am bién fu e  i n h i b i d o  e l  e s t ím u lo  
de dBcAMP s u g i r i e n d o  un e f e c t o  i n e s p e c í f i c o .  
E s to s  r e s u l t a d o s  d e s c a r ta n  l a  p o s i b i l i d a d  de 
que e l  m ecanism o de a g c ió n  de  l a  A ll  e s t a r í a  
r e l a c io n a d o  con  e l  i n f l u j o  de K en l a  c é l u l a  
de g lo m e r u lo s a .  (G ra n ts  UNDP/UNESCO N °16 /70  
y  U n iv . C h i le  N °B161-7 9 4 .

ACTIVACION DE RIBONUCLEASA EN CORTES DE 
TUBERCULO DE P A P A .(A c tiv a tio n  o f  R ib o n u - 
c l e a s e  i n  p o t a t o  t u b e r  s l i c e s ) . F r a n z o n i , 
L . , e  I s o l a .  M.C. D e p a r ta m e n to  d e  B io lo 
g ía  M o le c u la r .U n iv e r s id a d  N a c io n a l  de  
R ío C u a r to .R ío  C u a r to ,  R e p .A rg e n t in a .

Los t e j i d o s  d e  ó rg a n o s  v e g e t a l e s  de  
r e s e r v a  en  r e p o s o ,  p u ed en  s e r  a c t i v a d o s  
c o r t á n d o lo s  en  d i s c o s  d e lg a d o s  e  in c u b a n 
do e s t o s  f ra g m e n to s  en  a tm ó s f e r a  húmeda 
p o r  d i s t i n t o s  p e r í o d o s .  E l c o r t e  p ro d u c e  
a c t i v a c i ó n  d e  v a r i o s  c am in o s  m e ta b ó l i c o s .  
Es n u e s t r o  p r o p ó s i t o  e s t u d i a r  e l  com por
ta m ie n to  de  l a s  e n z im a s  q u e  d e g ra d a n  á -  
c id o s  n u c l e i c o s  en  e l  s i s t e m a  d e s c r i p t o .  
C o r te s  de  t u b é r c u l o  de  p a p a  m u e s tra n  un 
g ra n a u m e n to  en  l a  a c t i v i d a d  d e  r i b o n u -  
c l e a s a ,  co n  un  máximo e n  a l r e d e d o r  d e  16 
h o r a s  d e  i n c u b a c ió n .  Con e l  p r o p ó s i t o  de  
s e p a r a r  e  i d e n t i f i c a r  l a  en z im a  (o e n z i 
m as) r e s p o n s a b l e ,  s e  so m e te n  l o s  e x t r a c 
t o s  a  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  d e  p o l i a c r i l  
am id a  a n i ó n i c a .  Se d e t e c t a n  v a r i a s  b a n d a s  
d e  a c t i v i d a d ,  d e  l a s  c u a l e s  s ó l o  u n a  mués 
t r a  g ra n  cam bio  p o r  in c u b a c ió n  d e  l o s  c o r  
t e s .  La en z im a c o r r e s p o n d i e n t e ,  p a r c i a l - “” 
m en te  p u r i f i c a d a ,  e s  una  r i b o n u c l e a s a  a -  
p a r e r . te m e n te  s o l u b l e ,  co n  un pH Ó ptim o 
c e r c a n o  a  5 . L os d i s c o s  p o se e n  a d e m á s , a c  
t i v i d a d  d e  DNAasa y f o s f o d i e s t e r a s a .  E s - ”  
t a s  a c t i v i d a d e s ,  q u e  s u f r e n  p o co  cam bio  
d u r a n t e  l a  in c u b a c ió n  d e  l o s  c o r t e s ,  tam 
b ié n  so n  l o c a l i z a d a s  en  e l  g e l .

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE CAMP F0SF0DIESTE2ASA DE 
IIUCOR ROUXII POR FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION, 
(R égulation o f cAMP phosphodiesterase a c t iv i ty  from 
Hueor ro u x ii by phosphorylation and déphosphorylation) 
Galvagno. I!.A. . Moreno. S.  y Passeron.S*"*Departamento de 
Química B io ló g ica , Facu ltad  de C iencias Exactas y  Na
tu r a le s ,  U niversidad de Buenos A ire s , Argentina*

Las v ariac io n es de lo s  n iv e le s  de cAMP son muy im
p o rtan te s  en l a  determ inación de l a  m orfología del 
hongo# La cAMP fosfodiesterasa(PD E )es una de la s  enzi
mas que con tro lan  dichos n iv e le s ; por e l lo  se e s tu d ia 
ron  lo s  p o sib le s  modos de regu lac ión  de l a  enzima*

Se tra b a jó  con l a  fra c c ió n  de su lfa to  de amonio 
que p r e c ip i ta  en tre  0-55%, obtenida de un e x trac to  so
lu b le  de l a  forma n ice liana*  La ac tiv id ad  de PDE se 
midió por l a  producción de adenosina u*

Se observa que l a  enzima s ^ a c t iv a  de 1 .5 a  2 ve
ces por incubación con ATP, Mg y cAMP, en una reac
c ió n  dependiente del tiempo y l a  ten^era tu ra*  La PDE 
permanece ac tiv ad a  luego de f i l t r a c ió n  por Sephadex:: 
G-25 y crom atografía en columna de DEAE-celulosa* La 
d esactivación  de l a  enzima se lo g ra  por incubación de 
l a  f rac c ió n  enzim ática a  30°en p resen c ia  de Mg 5mM*
La enzima desactivada se r e a c tiv a  sometiendo l a  p re 
paración  enzim ática a  condiciones fo s fo r i la n te s .

E stos re su lta d o s  son c o n s is te n te s  con un esquema 
de regu lac ión  de l a  a c tiv id a d  de cAMP fo sfo d ie s te ra sa  
por un mecanismo de fo s fo rila c ió n -d e s fo s fo r ila c ió n *

;v. % t ■

GROWTH FACTORS IN MAMMALIAN CELL CULTURES. 
G am ba rin i, A.G. and A rm e lin ,  H.A. Departamento 
de 8 io q u fm ica , U n iv e rs id a d e  de Sao P au lo , B ra
s i l .

P i t u i t a r y  is  p ro ba b ly  in v o lv e d  in  the  p ro 
d uc tio n  o f a f ib r o b la s t  g row th f a c to r  (A rm e lin ,  
H.A. P roc. N a t l .  Acad. S c i.  USA 70 :2702 ,1973 ). 
FGF, a b as ic  p o ly p e p tid e  has been p u r i f ie d  to  
hom ogeneity from  bovine  p i t u i t a r i e s  and is  m i
tog en ic  f o r  d i f f e r e n t  c e l l  l in e s  (Gospodarow icz 
D .-J. B io l.  Chem. 250*2515, 1975). O the r a c t iv e  
p o lyp e p tid e s  seem to be p re sen t in  the p i t u i 
t a r y  e x t ra c ts  (A rm e lin ,  M .C .S .; G am ba rin i, A.G. 
and A rm e lin ,  H .A .- J . C e ll P h y s io l.  9 3 :1 ,1 9 7 7 ). 
We d esc rib e  he re  the p a r t ia l  c a ra c te r iz a t io n  o f 
these  f a c to r s .  P a r t ia l  p u r i f ic a t io n  in vo lv e d  
bovine  p i t u i t a r i e s  hom ogen iza tion  in  ammonium 
s u lp h a te ; s e p a ra t io n  o f a c id ic  and b as ic  compo
nen ts in  a CM-Sephadex column and is o e le c t r ic  
fo c u s in g . A c t i v i t y  was measured by 3H-thym id ine 
up take  in to  0NA o f 3T3 f ib r o b la s t s  and AR-1 
ad rena l c e l ls .  P ro te in s  o f d i f f e r e n t  p is  were 
f r a c t io n a te d .  They showed s im i la r  s t im u la to ry  
a c t i v i t y  f o r  both 3T3 and AR-1. An a c id ic  f r a c 
t io n  (p i 4 .9- 5 .1 ) is  a c t iv e  a t  10 ng /m l, which 
showed a m a jo r component o f 13,500 MW. A b as ic  
f r a c t io n  (p i 8 . 3 ) showed two m a jo r components 
o f 15,500 and 18,000 MW. T h is  b a s ic  f r a c t io n  
induces c e i l  round ing  up 24 hours a f t e r  i t s  ad
d i t io n ,  w h ile  the a c id ic  f r a c t io n  does no t. 
These o b s e rv a t io n s  suggest d i f f e r e n t  mechanisms 
o f a c t io n  f o r  the  two groups o f fa c to r s .

S u p p o r t e d  by F A P E S P .
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ROL DEL FOSFORIBOSILPIROFOSFATO EN LA AC T IVA

C IO N  DE LOS LINFOCITOS HUMANOS (Role of phospho- 

ribosylpyrophosphate in the acfivation of human lympho - 

cytes). García, R .C ., León?, P. yA Ilison , A .C .

Instituto de Investigaciones Bioquímicas, Buenos Aires, 

Argentina.

El fosforibosilpirofosfato (PRibPP) es un precursor común 

de nucleótidos purínicos y pirimidínicos cuya concentración 

es de importancia en la regulación de su biosfntesis de novo 

y en el camino alternativo de utilizac ión de las bases.

Se encaró el estudio de la formación de PRibPP a partir de 

ATP y Ribosa 5-P, utilizando preparaciones enzimóticas de 

células estimuladas por fitohemoaglutinina. El dosaje de la 

enzima se realiza a través de un acoplamiento: el PRibPP 

formado reacciona con ^C-Hipoxantina para dar ^C - IM P , 

que se aísla por electroforesis de alto vo lta je .

La actividad específica de la PRibPP sintetasa aumenta 

con el tiempo de cultivo a partir recién del comienzo de la 

síntesis de D N A. La enzima parcialmente purificada es in

hibida por AMP y ADP y activada por P¡, IMP y  GMP. No 

se detectó efecto de Adenosina, Inosina, cAMP ni cGMP.

El Ca "^activó  la sintetasa, loque permite relacionar ac ti

vación y formación de PRibPP, ya que se sabe que los mito- 

genos producen un incremento en el influ jo de Ca++. La 

inhibición por AMP y ADP proveería un medio de disminuir 

la síntesis de novo y la activación por IMP podría servir co

mo mecanismo de amplificación.

ESTRUCTURA Y BIOGENESIS DE LA CITOCROMO c  OXI- 
DASA DE LEVADURA. ( S t r u c t u r e  an  b i o g é n e s i s  o f  
y e a s t  c i tc c h r o m e  c  o x i d a s e ) . C a r lo s  G -N a sc i-  
roento v  R o b e r t  O- P o v to n .  D ep . o f  M ic r o b io lo -  
g y  U n i v e r s i t y  o f  C o n n e c t ic u t- F a r m in g to n ,  C on- 
n e c t i c u t  0 6 0 3 2 , U .S .A .

E s tu d io s  r e a l i z a d o s  e n  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  
d e m u e s tra n  q u e  l a s  c u a t r o  s u b u n id a d e s  (IV -V II)  
de  o r i g e n  c i t o p l a s m á t i c o  de  l a  c i to c r o m o  c  oxj. 
d a s a  de le v a d u r a  so n  s i n t e t i z a d a s  como un  s o lo  
p e p t i d o  (P.M . 5 5 .0 0 0 )  q u e  e s  p ro c e s a d o  p o r  e n 
zim a (s) p r o t e o l í t i c a s  d e s p u é s  d e  h a b e r  fo rm ad o  
p a r t e  i n t e g r a l  de  l a  mem brana m i t o c o n d r i a l .  
E s to s  e x p e r im e n to s  s u g i e r e n  q u e  e s t e  p r e c u r s o r  
e s  t r a n s p o r t a d o  d e s d e  e l  c i t o p l a s m a  a  l a  m i to -  
c o n d r i a  una v e z  c o m p le ta d a  s u  t r a d u c c i ó n  t o t a l  
e n  l o s  r ib o s o m a s  c i t o p l a s m á t i c o s . Se h a  d e t e r  
m in ad o  q u e  e s t e  p e p t i d o  p r e c u r s o r  de  l a s  su b u 
n id a d e s  IV -V II  e s  c a p a z  de  e s t i m u l a r  l a  s í n t e 
s i s  de  l o s  t r e s  ( I , I I , I I I )  p o l i p e p t i d o s  s i n t e 
t i z a d o s  e n  r ib o so m a s  m i t o c o n d r í a l e s .  E s t a s  o b 
s e r v a c io n e s  p r o p o r c io n a n  l o s  e le m e n to s  p a r a  es. 
t a b l e c e r  un  m odelo  d e  t r a b a j o  d o nde s e  p u ed e  
e s t u d i a r  l a  i n t e r a c c i ó n  d e  l o s  s i s t e m a s  g e n é t i  
e o s  n u c l e a r e s  y  m i t o c o n d r i a l e s  e n  l a  f o rm a c ió n  
d e  uno  d e  l o s  c o m p le jo s  r e s p i r a t o r i o s  de  l a  
m em brana i n t e r i o r  de  l a  m i to c o n d r i a .

SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS SECRETORAS DE HC1, 
Proteínas del citoesqueleto.
González Plaza R., Escobedo 3., Garrido J . , Vial 3. 
Departamento de Biología Celular. Universidad Cato 
lica de Santiago. Chile.
La secreción de HC1 implica cambios de forma celu
lar de gran magnitud. Esto significa la reorgani- 
ción del pola secretor. Se ha demostrado la asocia
ción de actina con la membrana plásmatica del polo 
secretor lo cuál puede indicar la participación 
de otras proteínas del citoesqueleto en este fenó
meno. Por esta razón estamos analizando la situa
ción de algunas proteians del citoesqueleto en ce
lólas secretoras de HC1. Hemos marcado con amino
ácidos radioactivos las proteinas sintetizadas por 
celólas aisladas mantenidas en medio de cultivo.
1*0*10 ^ celólas; 6.0 -10 ^ células por cc., fue
ron incubadas con 321 microcuries de metionina S^5 
1200 Curies por mmol. Luego de cuatro horas, las 
celólas fueron recogidas y se fraccionaron en 200 
microlitros de TRIS 0.025 M, pH 6.8, y PMSF 1 mM. 
El sobrenadante obtenido fue tratado con anticuer
pos anti-tubulina, anti-miosina y anti alfa actini 
na. Los inmunoprecipitados fueron recogidos con 
a ayuda de una prepración da Staphylococcus aureui 

Coyen I. El ensaya de la radioactividad asociada 
con el complejo indica que proteinas similares a 
la miosina, tubulina y alfa actinina existen en 
estas células.

PURIFICACION DE NUCLE0S0MAS DE ESPERMATOZOI
DES DEL ERIZO DE MAR T e t r a p y g u s  n i g e r .  ( i s o -  
l a t i o n  o f  n u c le o s o m e s  from  s e a  u r c h i n  T e t r a -  
p y g u s  n i g e r  s p e r a ) .  G u e v a ra , L . , L i z á r r a g a ,
B. y  M e lg a r ,  E .-  C e n tro  de I n v e s t i g a c i ó n  I n s  
t i t u t o  de  B io q u ím ic a  y  N u t r i c i ó n ,  U n i v e r s i 
d ad  N a c io n a l  M ayor de San M a rc o s , L im a, p e n i

Se h a  lo g r a d o  p u r i f i c a r  n u c le o s o m a s  de 
e s p e r m a to z o id e s  d e l  e r i z o  T. n i g e r , d e s p ro 
v i s t o s  de h i s t o n a  III y  que a p a r e c e n  como u n a  
b a n d a  t í n ic a  de  DNA, de  a p ro x im a d a m e n te  140 a  
150 p a r e s  de b a s e s ,  en e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  
d e  p o l i a c r i l a m i d a .

E l p r o c e d im ie n to  em p lead o  e s  u n a  m o d i f i 
c a c ió n  d e l  d e s c r i t o  p o r  L u t t e r  ( j . M o l . B i o l .  
1 2 4 , 391 (1 9 7 8 ) )  y  s e  h a  o b t e n id o  un r e n d i 
m ie n to  de  35-44*$ d e  c r o m a t in a  s o l u b l e ,  p o r  
t r a t a m i e n t o  in  s i t u  de  l a s  c a b e z a s  de  e s p e r 
m a to z o id e  con n u c l e a s a  m ie r o c o c a l .  p o r  f i l 
t r a c i ó n  en  S e p h a r o s a  4B en p r e s e n c i a  de  NaCl 
0 .8  M s e  a i s l ó  u n a  c r o m a t in a  s o l u b l e  de a l t o  
p e so  m o le c u la r  l i b r e  de h i s t o n a  H l. E s ta  
c r o m a t in a ,  a l  s e r  n u e v a m e n te  h i d r o l i z a d a  con 
n u c l e a s a  de  m ic r o c o c c u s ,  r e s u l t a  en u n a  p r e 
p a r a c i ó n  que  c o n t i e n e  a p ro x im a d a m e n te  e l  20<$ 
de  l a  a b s o r c ió n  a  260 nm como n u c le o s o m a s .
L os n u c le o s o m a s  a s í  o b t e n id o s  p r e s e n t a r o n  en 
g e l  de  p o l i a c r i l a m i d a  l a s  b a n d a s  c a r a c t e r í s 
t i c a s  d e  l a s  h i s t o n a s  H2A, IT2B, H3 y  H4.

( T r a b a jo  r e a l i z a d o  con fo n d o s  de l a  OEA)•
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IN IB IC IO N  DE TROMBINA POR SULFATO DE DEXTRANA, 
( in h ib i t io n  o f th rom b in  by D ex tran  S u lf a t e ) .  
Guim araes, J .A .*  and C a r l in i  C e lia  R.**- Dept. 
B io c h e m is try , Esco la P a u l is ta  de M ed ic in a , Sao 
P au lo , S . P . , B r a s i l .

Dextran  s u lf a te  ( DS) added to normal human 
plasma e l i c i t a t e d  th re e  t y p ic a l e f f e c ts :  a) ac 
t i v a t io n  o f plasma k a 11ik r e in  (H P K) a t  3x 10"9m , 
b) c lo t  fo rm a tio n  a t 1 . 5x 10“ ^^ and c) a n t ic o a 
g u la n t  a c t i v i t y  a t  2x 10"9m . In  a l l  cases, the 
e f f ic ie n c y  o f DS was re la te d  to  i t s  m o le c u la r 
w e ig h t; the above data were o b ta in e d  w ith  a 
500,000 Mr spec ies  but s m a lle r  po lym ers were 
a ls o  a c t iv e .  In com parison, h e p a r in ,  a n o the r 
s u lfa te d  ca rb o h yd ra te  po lym e r, d id  not induce 
c lo t  fo rm a tio n  and was 10- and 1 0 , 0 0 0 - fo ld  
le ss  e f f ic i e n t  as a n t ic o a g u la n t  and as HPK 
a c t iv a to r ,  re s p e c t iv e ly .  In presence o f plasma 
DS in h ib i t e d  both the coagu lan t and a m id o ly t ic  
a c t io n  o f th rom b in  on N-benzoy1-LPhe-L-VaI-L- 
-A rg - p - n it ro a n i I id e . C o n t ra r iw is e ,  the th rom 
b in  a c t i v i t y  on plasma w ith o u t a n tith ro m b in -  
— I I I  (AT—I f l )  was not in h ib i t e d  e i t h e r  by DS o r 
h e p a r in ,  sugges ting  th a t  t h e i r  a n t i c lo t t in g  
a c tio n  m igh t be th rough  m e d ia tio n  o f A T - I I I  
a c t i v i t y .  These re s u l ts  suggest th a t  1) degree 

! o f s u l f a t io n  and c r i t i c a l  s iz e  o f the polym ers 
are  e s s e n t ia l f o r  d is c r im in a t io n  o f t h e i r  e f 
fe c ts  and 2) DS in h ib i t s  th rom b in  th rough  
m e d ia tio n  o f A T - I l I  a c t i v i t y .
Work s u b s id iz e d  by FINEP and CNPq;
Research F e llo w sh ip s  form  CNPq(*) and FAPESP
(**).

; AISLACIÚN Y CARACTERIZACION DE COLAGENO DE 
! PIEL DE SERPIENTE .(Isolation and characte- 
; rization of snake skin collagen} .Guma ,F.C. 

r . y Di ck , Y .P . —  Deptos. de Bioquímica y 
de FÍ s i co -Q.UÍmi ca .UFRGS.P. Alegre. Brasil.

Native adult snake skin co 11 agen( ”Boa 
Constrictor constrictor”1was extracted by 
limited pepsin digestion, at 16 C, pH 2 and 
purified by repeated precipitation with 3 M 
KC1-0,in Na HP0. .The pure protein, kept at 
0°C.in 0,lM2 acetic acid, was identified as 
type I.collagen by 5DS-plyaery1amide elec- 
trophoresis,aminoacid analysis and observa
tion at the electron microscope of fibrils 
and SLS agregates. A large content of poly
meric molecules was detected,what is unusu
al among reptile collagens.

Fragments from BrCN clivagé of a-cha- 
-ins were compared with those of other verte_ 
brate collagens.

Separation of a, 6 and y components 
was achieved by Agarose-5m column chromato
graphy. Complete isolation of al and a2 -  

\ chains was attained by CM-ce 1lu1 ose chroma
tography of or-components previously fracti
o n a t e d  by Agarose chromatography.A propor - 
tion of 2:1 between the amounts of al anda2 
^chains confirmed the presence of only type 
¡I collagen in the skins investigated.

INACTIVACION DE GLUCOQUINAS A POR 5 , 5 ’ - D I T I O -  
B I S  ( 2 -N IT R O B E N Z O A T O ) . D ISO CIA CIO N  ENTRE AC
TIVIDAD CA TA LITICA  Y S U S C E P T IB IL ID A D  AL REAC
T I V O .  {I n a c t i v a t i o n  o f  g l u c o k i n a s e  w i t h  5 , 5 ' -  
d i t h i o b i s  ( 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d ) . D i s s o c i a t i o n  
b e t w e e n  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  
t h e  r e a g e n t .  H e b e r l e i f t , U . ,  Mona s t e r i o , O . y 
N i e m e v e r ,  H .  D e p a r t a m e n t o  d e  B i o l o g í a ,  F a c u l 
t a d  d e  C i e n c i a s ,  U n i v e r s i d a d  d e  C h i l e .

L a  g l u c o q u i n a s a  (GK) e s  e s t a b i l i z a d a  p o r  
DTT y s e  i n a c t i v a  c o n  m o d i f i c a d o r e s  d e  t i o -  
l e s .  s e  e s t u d i ó  e l  p a p e l  d e  l o s  g r u p o s  SH e n  
l a  a c t i v i d a d  d e  l a  GK d e  h í g a d o  d e  r a t a  a 
t r a v é s  d e l  t r a t a m i e n t o  c o n  5 , 5 ' - d i t i o b i s  ( 2 -  
n i t r o b e n z o a t o )  ÍD T N B ) ,  a  c o n c e n t r a c i ó n  2 x 1 0 "  ̂  
mM, pH 8 ,  30 0 C .

La c i n é t i c a  d e  i n a c t i v a c i ó n  f u e  m u l t i f a -  
s i c a  y c a d a  f a s e  d e  p s e u d o p r i m e r  o r d e n .  L o s  
s u s t r a t o s  g l u c o s a  ( 1 0 0  mM) y Mg-ATP (5  mM) y 
e l  p r o d u c t o  Mg-ADP (5  mM) p r o t e g i e r o n  d e  l a  
i n a c t i v a c i ó n  e n  9 6 ,  22  y 68% , r e s p e c t i v a m e n 
t e ;  g l u c o s a - 6 - f o s f a t o  1 0 0  mM n o  t u v o  e f e c t o .

L a  s u s c e p t i b i l i d a d  d e  l a  GK a l  DTNB s e  
p e r d i ó  d u r a n t e  e l  a l m a c e n a m i e n t o  y p r e c e d i ó  
p o r  v a r i a s  s e m a n a s  a  l a  i n a c t i v a c i ó n  d e  l a  
e n z i m a .  A m b as  p r o p i e d a d e s  s e  r e c u p e r a r o n  p a r *  
c i a l m e n t e  y  e n  f o r m a  l e n t a  Í 1 0 0  m i n )  c o n  DTT 
10  mM.

S e  p r e s e n t a r á  u n  m o d e l o  b a s a d o  e n  c a m b i o s  
c o n f o r m a c i o n a l e s  d e  l a  GK q u e  e x p l i c a  l o s  r e 
s u l t a d o s  o b t e n i d o s .

ESTUDIO DE LA INACTIVACION DE LA CALICRE(NA PLASMATICA 
HUMANA. Henríques, 0. B.- Departamento de Bioquímica 
imunologia, Universidade Federal de Minas Gerais.

En traba jo  an te rio r se ha observado que cuando la 
ca lic re ína  humana es activada en el plasma por adsorp- 
cíón en superfic ie e lectronegativa y en seguida es man
tenida en contacto con el plasma sobrenadante bajo l i 
gera agitación, la  ca líc re fna pierde 901 de su a c t iv i
dad cíninogenásica. Esto nos lle vó  a a is la r  del plasma 
sobrenadante, la  sustancia responsable por esta inac
tivac ión . Se pu rificó  la  sustancia por cromatogragía 
en DEAE-celulosa y f i lt ra c ió n  en gel. Su actividad se 
determinó incubándola con ca lic re ína plasmática p u ri
ficada y midiendo la capacidad de esta última de lib e 
ra r cinina de su sustrato plasmático. Se procuró d ife 
renciar esta sustancia de los inhibidores plasmáticos 
de la ca lic re ína  ya conocidos, como la  aa-macroglobulí- 
na y e l inh ib idor de C2~esterase y la a j -an titríp s ína .

En comparación con e l inh ib idor de Cj -esterase ob
servamos que mientras que este inh ib idor inactiva ?- 
gualmente las actividades esterásica y cininogenásica 
de la  ca lic re ína  plasmática, nuestra sustancia no logra 
in h ib ir  más que 50% de la  actividad de la  ca lic re ína , 
inhibiendo completamente su actividad cininogenásica. 
Tampoco se puede t ra ta r  de la  ot2-macroglobul ína pues 
nuestro inactivador no tiene e l comportamiento electro- 
fo ré tico  correspondiente al de aquella globulina.

En condiciones idénticas de incubación, en compara
ción con la  inhib ición de la ca lic re ína plasmática, el 
inactivador se mostró 10 veces menos activo sobre la 
ca lic re ína  sa liva l e inactivo sobre la  tr ip s in a , cuan
do se medían sus actividades cíninogenásicas. Esta ú l
tima observación lo d iferencia también de la  aj-antí- 
tr ip s ina  pues este inh ib ido r reacciona rápidamente con 
la tr ip s in a .
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SISTEMA ACELULAR DE IN IC IAC ION DE SINTESIS DE 
PROTEINAS EN LEVADURA (C e ll f re e  system  th a t  
í n i t í a t e  yeas t p ro te ín  s y n th e s ís ) .
H e rre ra  de Sánchez» F .- Departam ento de C ien 
c ias  F u nc io n a le s , U n iv e rs id a d  de Carabobo, Nú
c leo  A ragua, Maracay, Venezue la .

Se d e s a r ro l ló  un s is tem a a c e lu la r  de le v a 
dura que es capaz de in ic ia r  s ín te s is  de p ro 
te ín a s .  Las le vad u ra s  se crecen a e ró b ?camente 
a 20°C has ta  una densidad de 1.0-1.2  unidades 
a 660 nm. Después de t r a t a r la s  con g tu su la s a  
se ob tienen  e s fe ro p 1 as tos que p o s te r io rm e n te  
se l is a n .  Seguidamente se o b tie n e  un sob rena
dante l ib r e  de p o l i somas, e l cual re p re sen ta  
una p repa rac ió n  m od ificada  de $-1 0 0 , se pasa 
por una columna de Sephadex G-25 y se co lee  - 
tan la s  fra c c io n e s  que absorben a 260 nm, con
ge lándo la s  luego en n it ró g e n o  l íq u id o .

El ensayo para  la  d e te rm inac ió n  de la  s ín 
te s is  de p ro te ín a s  consta de dos p a r te s : La 
p rim e ra  s i r v e  para e l im in a r  e l m ensa je ro  en- 
dóqeno con la  nuc leasa  M icc rococa l la  cual ne
c e s ita  Ca++ para su a c t iv a c ió n ;  la  segunda m i
de la  i ncorpo rae ion de amino ác idos en protegí 
ñas en la  p re senc ia  de m ensa je ro  exógeno.

El s is tem a es in h ib id o  por 7 M e tí!  GMP y 
ed e in a , in h ib id o re s  e s p e c íf ic o s  de la  i n i c i a 
c ió n , s iendo  la  in h ib ic ió n  a n iv e l del com - 
p ie jo  de in ic ia c ió n .

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL SITIO DE 
UNION DE AMP EN FRUCTOSA 1 ,6  BIFOSFATASA.(Iso 
l a t i o n  and c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  f r u c t o s e  1,6  - 
b i s p h o s p h a ta s e  AMP b in d in g  s i t e ) . H u b e r t .E . ,M a - 
c c i o n i ,  R. y S le b e ,  J . C . - I n s t i t u t o  de  B io q u í 
m ic a , U n iv e r s id a d  A u s t r a l  de C h i l e .

En un i n t e n t o  p o r  e s t u d i a r  l a  i n t e r a c c i ó n  
e n t r e  f r u c t o s a  1 ,6  b i f o s f a t a s a  ( FDPasa ) y su  
i n h i b i d o r  a l o s t é r i c o  AMP, com unicam os que e r a  
p o s i b l e  i n t r o d u c i r  en  fo rm a s e l e c t i v a  y c o v a -  
l e n t e  e l  2 ' , 3 ’ d i a ld e h íd o  AMP t r i t i a d o  (AMPo x ) 
en e l  s i t i o  r e g u l a t o r i o  de l a  e n z im a . En e s t a s  
c o n d ic io n e s  s e  in c o r p o r a n  2 m o les  de AMPo x /m o l 
de e n z im a . E l d e r iv a d o  enzima-AMPox p r e s e n tó  
una d is m in u c ió n  en su  a f i n i d a d  p o r  AMP y en l a  
i n t e r a c c i ó n  e n t r e  l a s  s u b u n id a d e s .

E s to s  r e s u l t a d o s  n o s han  p e r m i t id o  u t i l i z a r  
AMP0X como m a rc a d o r  de a f i n i d a d  p a r a  l o c a l i z a r  
e l  s i t i o  a l o s t é r i c o  de l a  e n z im a . Con e s t e  o b 
j e t o ,  e l  d e r iv a d o  FDPasa-AMP0x e s  h i d r o l i z a d o  
p o r  t r i p s i n a  y l o s  p é p t i d o s  o b te n id o s  se  s e p a 
r a n  en S ephadex  G -25 . La f r a c c i ó n  au e  c o n t i e n e  
l a  r a d i o a c t i v i d a d  s e  a n a l i z a  en g e l e s  de p o l i -  
a c r i la m id a -u r e a - S D S  y m u e s tr a  l a  p r e s e n c i a  de 
3 p é p t i d o s ,  2 d e  l o s  c u a l e s  p r e s e n t a n  r a d i o a c 
t i v i d a d .  Se lo g r a  u n a  c o m p le ta  s e p a r a c ió n  de 
l o s  p é p t id o s  m e d ia n te  una  c r o m a to g r a f ía  en SP- 
S e p h a d e x . Un a n á l i s i s  en  g e l e s  de  p o l i a c r i l a n ú  
da r e v e l a  una  s o l a  b an d a  p a r a  c a d a  una  de l a s  
f r a c c i o n e s  que  c o n t ie n e n  lo s  p é p t id o s  r a d i o a c 
t i v o s .  Se e s t á n  r e a l i z a n d o  e s t u d io s  p a r a  una  
m ayor c a r a c t e r i z a c i ó n  de  e s t o s  p é p t i d o s .

( F in a n c ia d o  p o r  D i r e c c ió n  de I n v e s t i g a c i ó n ,  
U. A u s t r a l  de C h i l e .  P ro y e c to  S -7 9 -9  ) .

CARACTERIZACION DE LA OXIDASA PEROXISOMAL DE 
ACIDOS GRASOS(OAG).(Characterization of Peroxiso
mal Fatty Acid Oxidase(FAQ)).Inestrosa,N.C. y 
Leighton,F.Laboratorio de Citología Bioquímica, 
Departamento de Biología Celular, Universidad 
Católica de Chile.

Los peroxisomas de hígado de rata B-oxidan áci
dos grasos, en un proceso caracterizado por la ge
neración de H2 0 2 -La enzima responsable de esta ge
neración,parece ser clave para entender el control 
del Sistema Peroxisomal de Oxidación de Acidos Gr£ 
sos(SP0AG),y de ello, el rol de peroxisomas en el 
metabolismo de ácidos grasos.

OAG se detectó midiendo consumo de O2  polaro- 
gráficamente, o titulando el H2 O2  generado median
te peroxidación de metanol.

Los resultados obtenidos indican que: OAG es 
reactivada por FAD,pero nó por FMN ni riboflavina. 
OAG purificada(6G0 veces)de hígado de rata presen
ta, después de la última etapa de purificación 
(Sepharose-FAD) 3 bandas en electroforesis en geles 
de poliacrilamida-SDS-mercaptoetanol.Los paráme
tros físicas de OAG indican que se trata de una 
proteins globular(f/fo=1,1),con un peso molecular 
de 136.000. OAG cataliza la oxidación de ácidos 
grasos de cadena media y larga.Su actividad es si
milar a SP0AG,sugiriendo que OAG es la enzima li
mitante del sistema.La actividad hepática de OAG 
depende de la presencia y tipo de los lípidos de 
la dieta y de la presencia de riboflavina.Además, 
es inducida por drogas hipolipidémicas.
Financiado por proyectas DIUC 50/79 y 300/79.

FORMACION DE MICELAS DE ACILCARNITINAS EN 
GLICEROL. (Formation o f  M ic e lle s  o f  A cv lca r-  
n i t in e s  in  G ly c e r o l) . Io n escu , L. G. -  Departa
mento de Quím ica, u n iv ersid a d e  F ederal de 
Santa C a tarin a , F lo r ia n ó p o l is , S. C. 88000 
BRASIL

Como p a rte  de n u estro  e s tu d io  de p roce
sos de m ic e liz a c ió n , hemos determ inado por 
medio de te n s io m e tr ía  que lo s  c lo ru ro s  de 
a c i lc a r n it in a s  forman m ice la s en actúa y en 
so lv e n te s  n o l ip r ó t ic o s  como g l i c e r o l ,  e t i l e n -  
g l i c o l ;  1 , 3-nropanodio l y 1 ,4  b u ta n o d io l. El 
e fe c to  d e l aumento de grupos m e tilé n ic o s  en 
la  cadena a lq u í l i c a  sobre la  form ación de m i- 
c e la s  en g l i c e r o l  fue estu d ia d o  desde 2 h a s
ta  16 átomos de carbono, m idiendo la  concen
tr a c ió n  m ice la r  c r í t i c a  (CMC) por e sp e c tr o 
sc o p ia  d i f e r e n c ia l  usando fe n o l como in d ic a 
dor de la  form ación de m ic e la s . Los c lo ru ro s  
de a c i lc a r n it in a s  con cadenas menores que 
ocho atomos de carbono no forman m ice la s en 
g l i c e r o l .  La CMC v a r ía  de 0 ,060  M para e l  
c lo ru ro  de n - o c t i lc a r n i t in a  h a sta  0 ,011  M pa
ra e l  c lo ru ro  de n -p a lm it i lc a r n it in a .L a  en er
g ía  l ib r e  de m ic e l iz a c io n ,^ G ° . , v a r ía  l i -
nearmente en e l  rango de - 1 , ó ^ ^ c a l/m o l ( 8 0  
h a sta  -2 ,6 7  k ca l/m o l (16 C ) . El e f e c t o  " h i-  
drofóbico"  o lso lv o fó b ico "  para un grupo m eti-  
lé n ic o  e s  de 0 ,1 8  k ca l/m o l en g l i c e r o l  en 
comparación con 0 ,69  k ca l/m o l en agua y 0 ,17  
k ca l/m o l en e t i l e n g l i c o l . La form ación de mi- 
c e la s  de a c i lc a r n it in a s  en g l i c e r o l  e s  muy 
im portante de e l  punto de v i s t a  d e l metabo
lism o  ele lo s  á c id o s g ra sso s  y su tra n sp o rte  
a tr a v és  de membranas.
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SITIOS DE REGULACION EN LA BIOSINTESIS DE COLESTEROL. 
(R egulatory s i t e s  in  tha  b io sy n th es is  o f  c h o le s te ro l) • 
Ja b a lq u in to , A.M. y  Cardemil, E* Departamento Medicina 
Experim ental, Pac. Ked. O rien te , y Unidad de' Bioquími
ca , Fac. Med. Oocidente, U niversidad de C h ile .

La regu lac ión  de l a  b io s ín te s is  de c o le s te ro l  se 
r e a l iz a  p rincipalm ente en l a  3 -h id ro x i-3 -m e tilg lu ta r il  
CoA red u c ta sa . Se han postulado s i t i o s  secundarios de 
regu lac ión , uno de e l lo s  en l a  descarboxilasa  p iro fo s -  
fomevalónica. Hemos estudiado e s ta  enzima en hígado 
de r a ta  en d iv ersas condiciones*

Se alim entaron r a ta s  machos ad u ltas  por 6 d ías  con 
d ie ta  conteniendo 2$> c o le s te ro l o 3$ co lestiram ina* Se 
comparó l a  ao tiv id ad  de l a  descarboxilasa con un grupo 
c o n tro l. Se determinó también la  ac tiv id ad  enzim àtica 
a d is t in ta s  horas del d ía .  El ensayo c o n s is tió  en me
d i r  incorporació t^de ra d ia c tiv id a d  de ¡2- cj -  p iro fo sfo  
mevalonato en(2- HCJ -  iso p e n te n il p iro fo sfa to *

Se encontró que en condiciones de a c tiv a  oo les te rc  
génesis hepática  l a  enzima atibe en 2,7 veces su a c t iv i 
dad, en tan to  que é s ta  b a ja  3*9 veces en l a  s itu ac ió n  
inversa  (P<Oj 002)* lío se d e tec tó  ritm o c ircad iano  en 
hígado o riñón*

Se concluye que l a  d escarbox ilasa  se  comporta en 
forma s im ila r  a  o tra s  enzimas de l a  v ía ,  lo  que sugiere 
que l a  regu lac ión  secundaria de l a  b io s ín te s is  de co le¿  
te r o l  se r e a l iz a  por v ariac iones concertadas de grupos 
de enzimas de l a  ru ta*

Financiado por subvención B402 U. de Chile*

MECANISMOS DE REGULACION IN VIVO DE LA 3-HIDROXI-3- 
METILGLUTARIL COENZIMA A REDUCTASA DE HIGADO DE RATA 
( In vivo aech&niaaa re g u la tln g  3-hydroxy-3-»«thylglu- 
ta r y l  coenzyae A reduc taee). Ja b a lq u ln to , A.M, y Por
t a r ,  J.W, Departamento de medicina Experim ental, Facul
tad  de medicina O rlen te , U niversidad de Chile y Depar
tamento de Química F is io ló g ic a , Universidad de Wiscon
s in ,  U.S.A.

La etapa lim ita n te  de velocidad en la  b io s ín te s is  
de c o le s te ro l  en hígado es la  reducción de 3*ñidroxi- 
3 -m e tÍ lg lu ta n l  eoenzima A (HMG-Co a) a  mevalonato, 
reacción c a ta liz a d a  por la  HMG-Co A reductasa . Esta 
enzima e s ta  contro lada por una variedad de estím ulos 
f is io ló g ic o s  como fac to re s  hormonales y n u tr ic io n a le s . 
Hasta abora no se conocen- lo s  mecanismos de regu la
ción de e s ta  enzima.

Con e l  objeto  de obtener mayor Información sobre 
e s to s  mecanismos , se llevaron  a  cabo Inm uno tltu lac i- 
ones de la  enzima obtenida de hígado de r a ta s  someti
das a d ife re n te s  condiciones f is io ló g ic a s . E stas in 
stino ti tu  lac iones fueron diseñadas para e s ta b le c e r  s i  
cambios en la  ac tiv id ad  enzim àtica re su lta n  de cambios 
en la  cantidad de enzima o se deben a ac tiv ac ió n  o 
in ac tiv ac ió n  de enzima p reex is ten te .

Nuestros re su ltad o s  indican  que cambios In vivo 
de la  ac tiv id ad  enzim àtica se deben a  cambios en la  
can tidad  de enzima.

CARACTERISTICAS DE LA ADENIL CICLASA DE 00CIT0S DE 
XENOPUS LAEVIS. (Characteristíes of Adenyl Cyclase from 
X.laevís oocytes)Jordana.X., Otero,C.y Allende,J.E. 
Flawíá,M., K o rnb líh tt,A ., Torres,H.N., Dpto.Bíoqufmíca, 
Fac.Medieína,U.de Chile y Fund.Campomar,Bs.As.Argent¡na 
El proceso de maduración meiótica de oocitos de Xenopus 
laevis inducido por hormonas involucra cambios en la 
concentración de cAMP.Este hecho le confiere importan
cia al estudio en estas células de la enzima responsa- 
ble de la  s ín tes is de cAMP, la  adeníl c ic lasa. La ac
tiv id ad  de la  enzima se midió usando a U ZP)ATP como 
sustrato y purificando e l producto de la reacción, 
(32p)cAMP, por cromatografía en Dowex 50 y en alumina. 
Se logró detectar actividad de adeníl ciclasa p r in c i
palmente en la  fracción particulada (pe lle t de 105000xg 
de un homogeneizado de ovario de X .laev ís . También se 
encontró actividad en extractos de oocitos aislados 
manualmente del ovario. La actividad de la enzima es 
estimulada por fluo ru ro  mas de 20 veces. La actividad 
basal presenta una c inética b ifás ica, con un primer 
componente rápido (2-4 min) y un segundo componente 
mas lento y lin ea l hasta los 20 min. La actividad e s t i
mulada por fluoruro es lin ea l durante los primeros 20 
min. La enzima requiere Mn2+ o Mg2+ para su activ idad, 
pero tanto la actividad basal como la estimulada por 
fluo ru ro  son 6 a 8 veces más a ltas con Mn2+ que con 
Mg2+. La actividad de adeníl ciclasa medida en oocitos 
en diferentes estados de la  oogénesis demuestra que la  
enzima aumenta con el crecimiento del oocito mantenien
do una relación constante de actividad por superfic ie 
de las célu las. En experimentos prelim inares no se han 
detectado efectos de progesterona y hCG o de GTP y 
GMPP(NH)P sobre la actividad de la  enzima i n y i t ro. 
Auspiciado por: U. de Chile, 0£A, PNUD/Unesco programa 
RLA/78/024 y Fundación Ford.

ACTIVIDADES DE QUINASA DE PROTEINAS EN NEUR0SP0RA 
CRASSA. REGULACION POR FACTORES CITOS0LIC0S. 
(Protein kínase a c t iv it íe s  in Neurospora crassa. 
Regulation by cytosolic factors).
Judewícz, N.D., G lík in , G.C. and Torres, H.N. 
In s titu to  de Investigaciones Bioquímicas - 
Fundación Campomar - Obligado 2430 - 1428 
Buenos A ires - Argentina.

Se ha encontrado actividad de quinasa de proteínas 
en d is tin tas  fracciones solubles y particuladas en 
Neurospora crassa. El fraccionamiento en columna de 
0EAE celulosa de extractos citósó licos ha permitido 
id en tif ic a r actividades quinásicas con d is t in ta  
especificidad por el sustrato proteico. No se ha 
encontrado dependencia de nucleótidos c íc licos en 
estas actividades. Sin embargo se ha podido ha lla r 
actividad de "bind ing" de (^H) cAMP en algunas 
fracciones de la columna. Por otro lado se detectó 
la presencia de un activador de las fracciones 
fosfo rílan tes de fo sv itina  y un inh ib idor que actúa 
especialmente sobre la  quinasa de histonas.
Se ha establecido que e l inhib idor disminuye la 
afinidad de la enzima por el ATP y que ambos 
factores no modifican su efecto por preinoubaciones 
con la enzima. Sin embargo se ha observado que la 
quinasa de fosv itina  es auto-activada por pre-íncu- 
bación a 30° C.
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RESIDUOS DE AMINOACIDOS IHVOLUCRADOR EN LAR 
ACTIVIDADES EIIZIMATICAS DE APIRASA. (Amino a -  
c i d  r e s i d u e s  in v o lv e d  i n  t h e  e n z i n a t i c  a c t i v . t -  
t i e s  o f  a p y r a s e ) . K e t t l u n ,  A .M ., U r ib e ,  L . , 
V a le n z u e la ,  M.A. y  T r a v e r s o ,  A . L a b o r a to r io  
d e  B io q u ím ic a ,  D e p a r ta m e n to  d e  O ulm icn  B io lr t -  
g i c a .  U n iv e r s id a d  d e  C h i l e .

La m o d i f i c a c ió n  d e  a m in o á c id o s  d e  a o i r a s a  d e  
d o s  v a r i e d a d e s  d e  S . tu b e ro s u m ; en z im a  d e  v a r .  
F im p e rn e l y  D e s i r e é  co n  c u o c i e n t e  ATPasa d e  1P 
y  1  r e s p e c t iv a m e n te  n o s  n e m i t e  c o n c l u i r :
1 )  Que l o s  r e s i d u o s  d e  t r i n t o f a n o  a l m i i l a d o  con  
e l  r e a c t i v o  d e  K o sh la n d  so n  a p a r e n te m e n te  e s e n  
c í a l e s  p a r a  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i n á t i c a s  d e  l a s ' 
d o s  a p i r a s a s .
2 )  En l a  e n z im a  D e s ire Ó  e l  d e c a im ie n to  más r á 
p id o  d e  l a  A TPasa p o d r í a  d e b e r s e  a un  d i f e r e n 
t e  com prom iso  d e  l a s  a r g i n i n a s .
3 )  H a b r ía  u n a  d i s t i n t a  p a r t i c i p a c i ó n  d e  l o s  r e 
s id u o s  c a r b o x í l i c o s  en  l a s  d o s  e n z im a s  d e d u c i 
do  d e  l a s  d i f e r e n c i a s  t a n t o  en  l a  c i n ó t i c a  d e  
i n a c t i v a c i ó n  co n o  p o r  l a  p r o t e c c i ó n  p o r  s u s 
t r a t o s  f r e n t e  a  c a r b o d i im id a  s o l u b l e .
4 )  La a p a r i c i ó n  d e  n i t r o t i r o s i n a  y  l a  p r o t e c 
c ió n  p o r  s u s t r a t o s  ap o y an  l a  p r e s e n c i a  d e  t i -  
r o s i n a s  en  e l  s i t i o  a c t i v o  d e  am bas e n z im a s .
E l  c u o c i e n t e  A TPasa/A D Pasa d e  10 en  l a  en z im a 
P im p e rn e l  s e  p o d r í a  e x p l i c a r  p o r  u n a  p a r t i c i p a  
c ió n  d i f e r e n t e  d e  t i r o s í n a s  en  am bas a c t i v i d a 
d e s  e n z im S t i c a s .  L as a c t i v i d a d e s  A TPasa v  A br
a s a  de  l a  en z im a  D e s i r e ó  d e  c u o c i e n t e  1  son  
i n h i b i d a s  e n  l a  m ism a m a g n itu d  ñ o r  nv% l o  e n e  
s u g i e r e  q u e  l a s  t i r o s í n a s  s e r í a n  c o m n a r t id a s  
en  l a  m ism a fo rm a p o r  am bas a c t i v i d a d e s .

PURIFICACION Y PROPIEDADES DE LA ACTIVIDAD ADENILATO 
CICLASA ASOCIADA A TUBOS SEMINIFEROS DE RATA (P u r if i -  
ca tio n  and p ro p e rtie s  of adenylyl cyclase associa ted  
to r a t  sem iniferous tubules)
K ornb lih tt,A .R ., Flawia,M.M. y Torres,H.N.
In s t i tu to  de Investigaciones Bioquímicas "F u n d ac ió n  
Campomar"Facultad de C iencias Exactas y N aturales 
Universidad de Buenos Aires-0bligado2490,Buenos Ai
re s  ('.028)- A r g e n t i n a .

Se re a liz a ro n  es tud ios destinados a p u r if ic a r  la  
ac tiv id ad  ad en ila to  c ic la s a  asociada a la  fracción  
c i to s ó lic a  de tubos sem iníferos de r a t a .  Fracciones 
parcialm ente p u rificad as han sido  sometidas a cro
m atografía de afin idad  en columnas de t r i io d o t i ro n i-  
na-Sepharosa y enfoque iso e lé c tr ic o  en columnas es
ta b iliz a d a s  por un g rad ien te  de sacarosa . Las f ra c 
ciones obtenidas por e s te  método poseen un a l to  gra
do de pureza cuando se la s  an a liz a  por e le c tro fo re -  
s i s  en ge les  de p o liacrilam ida  con SDS. U tilizando 
e s ta s  fracciones se obtuvieron an ticuerpos a n ti-a d e -  
n ila to  c ic la s a  en conejos y se  estud ió  e l  e fec to  de 
lo s  mismos sobre la  ac tiv id ad  enzim atica.

Por o tro  lado se es tud ia ron  la s  propiedades mole
cu la res y c in é tic a s  de la  ad en ila to  c ic la s a  asociada 
a espermatozoides maduros, comparándoselas con la s  
correspondientes a la  enzima c i to s ó l ic a .  Como la s  
evidencias indicaron s im ilitu d e s  im portantes en tre  
ambas enzimas, se han estudiado algunos fa c to re s  
que determinan l a  in se rc ió n  de la  enzima c i to s ó lic a  
a Las membranas de la s  c é lu la s  germ inales.

INICIACION DE LA BIOSINTESIS DEL GLUCOGENO (The ¡pi
tia t í on of glycogen bíosynthes¡s). Krísman C.R. y 
Whelan W.J.- Instituto de Investigaciones Bioquímicas 
Buenos Aires, Argentina y Department of Biochemistry, 
University of Miami, School of Medicine, Miami, 
Florida, U.S.A.

Las enzimas que sintetizan glucógeno, solo funcio
nan en presencia de un "primer" que puede ser glucó
geno u oligosacáridos. El mecanismo por el cual dicho 
"primer" se sintetiza es desconocido.

Utilizando extractos de hígado de rata, hemos de
mostrado la formación de un glucano a 1—A covalente- 
mente unido a una proteína a través de una unión ácido 
l ábi l .

Nos interesó el estudio y la caracterización de es
te intermediario en la biosíntesis del glucógeno.
Para su obtención, se incubaron preparaciones enzima- 
ticas de hígado de rata con UDPGlucosa 0"C) en pre
sencia de aita concentración de sales. Los residuos 
glucosas son transferidos a una proteína endógena.
Este proteog1ucano se puede aislar por precipitación 
con ácido tricioroacético ó en el volumen de exclu
sión de una columna de Sephadex-G-75 ó Biogel-A-50m 
El tratamiento de este compuesto con ácido diluido 
libera un producto neutro. En cambio el tratamiento 
con enzimas proteolíticas y posterior e1ectroforesis 
en papel reveló la presencia de varios glicopéptidos.

HEXOQUINASAS DEL HIGADO DE EMBRION DE POLLO 
(L ive r hexokinases of the chick embryo)

Lagos, R. y Ureta. T. Departamento de B io logía, Facultad 
de Ciencias, Universidad de Chile.

En el hígado de ra ta  existen cuatro hexoquinasas (HK) 
llamadas A, B, CyD que aparecen secuencialmente durante 
el desarro llo . En ga llo  adulto sólo se han encontrado dos 
HK que en DEAE-celulosa eluyen como HK-B y HK-C. Se esti¿ 
dio la  posib ilidad de que en esta especie las HK A y D 
sólo se expresen en el período embrionario.

Se usaron huevos embrionados Leghorn. La fosfo rilac ión 
de glucosa en extractos crudos se midió con un sistema 
acoplado a NADP. Para eluyentes se empleó un radioensayo. 
Las HK se separaron en columnas de DEAE-cel ulosa.

Durante la  incubación de los huevos los nive les to ta les 
de HK son constantes desde el día 10 hasta los días 20 y 
21 en que aumentan al doble para d ism inuir abruptamente 
en el recién nacido. El glicógeno aumenta paulatinamente 
desde el día 16, alcanza su máximo el día 19 y disminuye 
notablemente en las horas previas al nacimiento. En esta^ 
dios tempranos (días l i a  15) pueden separarse cuatro HK, 
dos de las cuales están ausentes en el adu lto ,y  cuyas mo 
vilidades cromatográficas son sim ilares a las de HK-A y 
HK-D de ra ta . La isoenzima que eluyea 34mM KC1 sólo está 
presente en los días 11 a 15 y su Km es 0,12mM glucosa. 
La HK que eluye como HK-D está presente durante todo el 
desarro llo  y desaparece después del nacimiento. D if ie re  
de HK-D por su Km-0,10 mM glucosa y  su peso molecular 
de 100.000.

Conclusión:-El hígado de pollo posee cuatro HK, dos de 
las cuales sólo se expresan en el embrión. Una es s im ila r 
pero no idéntica, a HK-A de ra ta . Las propiedades de la 
cuarta isoenzima no corresponden a las de la  clásica HK-D 
de a lta  Km del hígado de ra ta .
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PIRUVATO QUINASA DE 
CONCHOLEPAS CONCHOLEPAS.ALGUNAS PROPIEDADES DE LA EN
ZIMA INMOVILlZADA. (Pur¡fíca tion and characterízation 
of Pyruvate kinase of Concholepas concholenas. Some 
properties of the inmobiliseo enzyme).León,0 . ,Gonzá
lez, R..Muñoz.S. v Moran.A.Departamento de Bioquímica 
ICMB. Universidad de Concepción.

La purificación de Piruvato Quinasa de Concholepas 
concholeoas presenta a d iferencia de otras especies 
varias d ificu ltades. En este trabajo, se describe un 
método rápido de purificación con buenos resultados 
y en él se incluye una cromatografía en Sefarosa a- 
zul Dextrano con elución por fructosa d ifosfa to . La 
enzima resultan te posee una actividad específica de 
76 U/mg de proteina con un rendimiento f in a l de 30%.

A la enzima purificada se le determinó e l peso mo 
lecu la r por f i lt ra c ió n  en Sefadex G-200 y por elec- 
tro fo resís en geles de poliacrilam ida con dodecilsuj_ 
fato de sodio, correspondiendo a 23^.000 y 59-000 D 
respectivamente. Con esto se demuestra que la enzima 
esta constituida por cuatro subunidades idénticas.

La Piruvato Quinasa fue inmovilizada a Sefarosa-a- 
dipoí1-hidrazida por medio de la reacción de Curtius 
conservándose la respuesta de la enzima a efectores 
como fenMalanína y fructosa difosfato.

Estudios de disociación con urea indican que la 
piruvato quinasa inmovilizada puede ser convertida a 
la forma dimérica y monomérica a concentraciones de 
1,5 y 3*5 M de urea.Ambas formas presentan actividad 
en contraste con lo observado con la enzima soluble.

EFECTO DEL POTASIO EN LA REGULACION DE LA AL- 
DOSTERONA:POSIBLE PARTICIPACION DEL Ca COMO 
SEGUNDO MENSAJERO HORMONAL. ( C a lc iu m  io n  a s  me 
d i a t o r  o f  p o ta s s iu m  s t im u lu s  on a l d o s te r o n e  
p r o d u c t i o n ) . Lobo M. V. ,R . F o s t e r  y E .T .M a ru s ic  
D e p t o .F i s i o l o g í a .  U n iv . de C h i le .

En l a  c o r t e z a  a d r e n a l  adem ás de f a c t o r e s  
h u m o r a l e s ,e l  io n  p o t a s io  e s  un p o te n t e  e s t ím u  
l o  de a l d o s t e r o n a .E l  m ecanism o e s  d e sc o n o c id o *  
En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  se  e s t u d ió  l a  p a r t i c i 
p a c ió n  d e l  Ca en l a  b i o s í n t e s i s  de a l d o s t e r o 
na in d ü c d d a  p o r  K. Los e s t u d io s  se  r e a l i z a r o n  
en c é l u l a s  de g lo m e ru lo s a  o b te n id o s  p o r  d i s 
p e r s ió n  con c o la g e n a s a  de c o r t e s  de a d r e n a l  
de bu ey  o p e r r o .  Los r e s u l t a d o s  in d ic a n  que 
e l  Ca e x t r a c e l u l a r  " p e r  s e "  t i e n e  un e f e c t o  
d i s c r e t o  en l a  e s t e r o i d o g e n e s i s  b a s a l ;  s i n  em 
b a rg o  a l  m o d i f i c a r  e l  Ca e x t e r n o  en p r e s e n c ia  
de K como e s t ím u lo  se  o b s e rv ó  una a l t a  d e p e n 
d e n c ia s e n  a u s e n c ia  de Ca se  su p r im e  e l  e s t ím u  
lo  de K, a lc a n z á n d o s e  un e f e c t o  máximo con
1.25mM Ca. Mayor in fo rm a c ió n  de l a  p a r t i c i p a 
c ió n  d e l  Ca en l a  a c c ió n  de K se  o b tu v o  a l  e ¿  
t u d i a r  e l  e f e c t o  en l a  e s t e r o i d o g e n e s i s  de 
A23187 y D 600.E1 io n o f o r o  A23187 e s t im u la  l a  
a l d o s t e r o n a  s i n  a l c a n z a r  e l  e f e c t o  máximo de
K. E l D600, una d ro g a  que in h ib e  e l  f l u j o  de 
Ca b lo q u e a  e l  e f e c t o  de K .E s to s  r e s u l t a d o s  
n o s l l e v a n  a p o s t u l a r  que e l  m ecanism o de a c 
c ió n  de K en l a  p ro d u c c ió n  de a l d o s t e r o n a  e s 
t a r í a  r e l a c io n a d o  con cam b io s en e l  Ca i n t r a -  
c e l u l a r . T r a b a j o  ap o y ad o  p o r  l o s  g r a n t s  UNDP/ 
UNESCO N °16 /79  y U n iv . C h i le  N °B 161-79k .

S ín te s is  P ro te ic a  en P eríodo 01 de P a ró tid a s  de 
R atón . ( P ro te in  sy n th e s is  d u rin g  01 p e rio d  in  mouse 
p a ro tid  g lands ) .  L o n ea-S o lis . R*0. y A llie n d e . C* 
Lab* B ioquím ica, Dpto. B io lo g ía  C e lu la r  y G en é tica , 
F a c . de M edicina, U n iversidad  de C hile*

Iso p ro te re n o l induce s í n t e s i s  de DMA en g lán d u las  
p a ró tid a s  de ra tó n  después de un periodo  la g  de 20 
horas*  C iclohexim ida ad m in is trad a  ju n to  oon iso p ro te 
re n o l e lim in a  l a  p o s te r io r  s í n t e s i s  de DUA a  d if e re n 
c i a  de in h ib id o re s  de l a  s í n t e s i s  de RUA que no pro
ducen e fe c to  alguno* Por e l l o  se  e s tu d ió  e l  e fe c to  in  
v ivo^ de iso p ro te r e n o l ,  c ic lo h ex im id a  y  de ambos s i 
m ultáneos sob re  l a  s í n t e s i s  p r o te ic a  en e s ta s  glándu
las*

Ratones C3B10F1 S n e ll  se in y e c ta ro n  con l a s  d iv e r
s a s  drogas y l a s  g lán d u las  p a ró tid a s  se  e x tr a je ro n  45 
m inutos después de in y e c ta r  L -(4 ,5 -^H )leuo ina*  E l BUA 
se ^ e x tra jo  a p a r t i r  de dos g lán d u las  y l a  in co rp o ra 
c ió n  de % - le u c in a  medida en l a  f ra c c ió n  p r o te ic a  r e 
manent 9*

S I  iso p ro te re n o l dism inuye l a  s í n t e s i s  p r o te ic a  en 
un 50$ d u ran te  período  01 tem prano, s in  cambio a lg u 
no en lo s poo les de am inoácidos* C iclohexim ida produ
ce una mayor in h ib ic ió n  aún en g lán d u las estim u ladas 
por iso p ro te r e n o l ,  d i f e re n c ia  que e x p l ic a r ía  l a  in h i 
b ic ió n  de l a  s í n t e s i s  de DUA. La c in é t i c a  de recupe
ra c ió n  de l a  s í n t e s i s  p ro te ic a  da ra to n e s  in y ec tad o s 
con c ic lo h ex im id a  e iso p ro te re n o l es d i f e re n te  a  l a  
de aq u e llo s inyec tad o s só lo  con ciclohex im ida*  E ste  
hecho p o d ría  e s t a r  asociado a l a  tra n s lo c a c ió n  de r i — 
hosomas asociados a membranas a un s is tem a  l i b r e ,  e— 
fe c to  tam bién producido por e l  iso p ro te re n o l*

T his work was supp o rted  by G rant B4037Q1 d e l SDCACI 
U n iversid ad  de Chile*

EFECTOS REGULADORES DEL GLUTATION (Regulatory effects 
of g lu ta th ione ).

Lupu» M,, Puente, J. y Sapag-Hagar, M. Departamento de 
Química Biológica. Facultad de Ciencias Químicas y 
Farmacológicas. Universidad de Chile.

Entre las m últip les funciones in trace lu la res de la  
razón GSH/GSSG está la  regulación de algunos procesos 
metabólicos ta les como el c ic lo  d e l- g lu ta m ilo  y la  
v ía de las pentosas. Hemos estudiado el efecto del 
GSH sobre algunas enzimas de este c ic lo  en glándula ma
maria de ratas en preñez y lactancia y el del GSSG so
bre la  inh ib ic ión de la  glucosa-6-P-deshidrogenasa 
(G6PD) por concentraciones fis io lóg icas  de NADPH, tanto 
en e ritro c ito s  permeabiTizados como hemolizados.

Lajf-glutam iltranspeptidasa (GGT) se determinó con 
L-^-glutam il-p-nitroanilida y la$-g lu tam il-c is te ína  
sintetasa (GCS) u tilizando  ^H-glutamato y precipitando 
el producto como merclptido de cadmio. Los e ritro c ito s  
se trataron con un reactivo bifuncional (dimetilsuberi- 
midato) y luego se permeabilizaron con d ig iton ina.

la  GCS no va ría  en el c ic lo  lactogénico y no es in 
hibida por GSH; su actividad es muy baja con respecto a 
la  GGT por lo  que el c ic lo  del y  -glutamilo no sería im
portante en la  glándula mamaria.

La inh ib ic ión de la  G6PD a concentraciones f is io ló 
gicas de NADPH (50/iM) es parcialmente reve rtid a  por 
GSSG (20-40yuM) con un efecto rápido que se observa en 
hemolizados como en e ritro c ito s  intactos permeabiliza- 
dos. Esto apoya la  idea de que la  v ía  de las pentosas 
es regulada por GSSG.

(Proyecto N° B059-794, Universidad de Ch ile ).
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GANGLIOS I DOS Y GLICOPROTEI ÑAS DEL SISTEMA OPTICO DE 
POLLOS EN LUZ Y OBSCURIDAD. (Ganglíosídes and glyco- 
p ro te ín s  o f the  o p t íc  systems o f ch íckens ín 
l í g h t  and d a rk ) .  Mace f on i , A .H. R. y C apu tto , 
B .L .-  Departamento de Quím ica B io ló g ic a ,  F a c u l
tad  de C ien c ia s  Q u ím icas, U n iv e rs id a d  Nac iona l 
de Córdoba, 5000, Córdoba, A rg e n t in a .

Se ha e s tu d iad o  e l e fe c to  de la  e s t im u la 
c ión  lum inosa sobre la  marcación de lo s  g a ng lió  
s idos y g l ic o p ro te ín a s  que han s ido  t ra n s p o r ta ”  
dos por f l u jo  axona l desde la  r e t in a  has ta  e l 
tectum  ó p t ic o .

P o llo s  expues tos a lu z  du ran te  $ h después 
de una in yecc ió n  in t r a o c u la r  de N-^H-aceti 1ma- 
nosamina t ie n e n  una m arcación s íg n íf rc a t ív a m e n - 
te  mayor en lo s  g a n g lió s id o s  (+28$; p<0 , 01 ) y 
g1 ic o p ro te ín a s  (+20$; p^OjOOl) del tec tum  con
t r a l a t e r a l  a l o jo  in yec tado  que la  de sus con
t r o le s  que fu e ron  m anten idos en o sc u rid a d . El 
f ra c c io n a m ien to  s u b c e lu la r  del tectum  mostró 
que lo s  increm entos en la  m arcación de g a n g lió 
s idos y gl ic o p ro te ín a s  observada en an im a les 
expues tos a lu z  se d is t r ib u y e n  en todas las  
membranas subsinaptosom a 1 e s . Los te c ta  ó p tic o s  
ip s i 1a te ra le s  m ostra ron  una marcación mucho me
no r y no se d e te c ta ro n  d if e re n c ia s  s i g n i f i c a t i 
vas e n tre  ambos grupos de an im a le s .

Las d if e re n c ia s  observadas en la  marcación 
de los g a n g lió s id o s  y g 1 ic o p ro te fn a s  del tectum  
pueden deberse a cambios en la  m arcación de d i 
chos compuestos en r e t in a  o a d if e re n c ia s  en 
su t ra n s p o r te  a xo na l.

INTERACCION DE AZUL DE CIBACRON F3GA CON LA RNA 
POLIMERASA I DE LEVADURA (In terac tion  of Ciba- 
cron blue F3GA with yeast RNA polimerase I ) .  
Macdonald, H., B ull, P ., Valenzuela, P .- Labo
ra to rio  de Bioquímica, Departamento de Biología 
Celular, Universidad Católica de Chile.

La RNA polimerasa I de levadura ca ta liza  
la  s ín te s is  de RNA utilizando  cono sustra tos nu- 
cleosidos tr ifo s fa to s . En e l presente trabajo  se 
estudió el efecto de azul de Cibacron sobre la  
enzima.

Se purificó  el azul de Cibacron. Se es
tudió el efecto de la  concentración del coloran
te  sobre la  actividad de la  enzima por incuba
ción a 302C. La in teracción entre e l colorante y 
la  RNA polimerasa se determinó por espectros de 
d iferencia entre 500 y 750 nm. La d istribución 
de subunidades de la  enzima eluída de columnas 
de azul dextrano-Sefarosa se determinó en geles 
de poliacrilamida-SDS.

Los resultados indican que el colorante 
inhibe la  enzima. Se logra un 100# de in h ib i
ción ñj-una concentración de azul de Cibacron de 
2x10 M. DNA protege parcialm ente. Hay in te r
acción de la  RNA polimerasa con e l colorante, la  
que es- disminuida por NaCl 0,3 M. El complejo 
enzima-azul de Cibacron es reversib le . La enzima 
se re tiene  en columnas de azul dextrano-Sefarosa 
y se eluye con NaCl 0 ,4 -M ó NaCl 0,3 M y ATP 
5 mM. Bajo c ie r ta s  condiciones de elución, la  
enzima pierde dos subunidades.

ESPECIFICIDAD DE LAS HEXOKINASAS RESPECTO A ALGUNOS 
SUBSTRATOS E INHIBIDORES POCO COMUNES. Machado de 
Domenech E. E. y Sois A. In s titu to  de Enzimología y 
Patología Molecular del CSIC. Facultad de Mecicina 
Universidad Autónoma. Madrid 34. España.

La 5-tioglucosa y otros 8 análogos de la  glucosa 
poco comunes han sido estudiados como substratos o in 
hibidores competitivos de las hexokinasas de levadura 
(isozinas I I , I )  y , en los casos mas interesantes de la  
hexokinasa de cerebro. La 5-tioglucosa tiene re la t iv a 
mente buena afinidad por ambos enzimas y es lentamente 
fo s fo rilab le  por e llo s . La 2-deoxi-2-fluoroglucosa y 
la  manosamina son buenos substratos para ambos enzi
mas. La 3-deoxi-3-aminoglucosa y la  1-tioglucosa son 
sólo substratos marginales. El 1,5-anhidroglucitol es 
un mal substrato de la  hexokinasa de levadura. La N- 
acetilmanosamina, la  6-deoxiglucosa y  la  6-deoxi-6- 
aminoglucosa no son fos fo rilab les  por hexokinasa.

El 5- tiog lucosa-6-P es un buen inh ib ido r alos- 
té rico  de la  hexokinasa animal como análogo del G6P.
El 2-deoxi-2-fluoroglucosa-6-P no es inh ib idor.

Se d iscutirán diversas implicaciones teóricas y 
prácticas de estas observaciones sobre la  espec if ic i
dad de las hexokinasas, animal y de levadura.

CONTROLE DA GERMINACÄO EM B. EMERSONII POR AMP 
CÍCLICO E SUA CORRELAÇÂO COM A MOBILIZACÄO DO 
CÀLCIO CELULAR.(Control o f  germ ination  in  B. 
em ersoh ii by c y c l i c  AMP c o r r e la te d  to c e l lu la r  
calcium  ; m o b il iz a t io n ) . Maia, J .C .C ., 0011165,5. 
L, e M ennucci, L. -  Depth. B ioquím ica, I n s t .  
Química, U niv. Sao P au lo , C .P .20780 , S. Paulo  
05508, S .P . ,  B r a s i l .

A germ inaçâo do zoosporo de B .em erson ii -  
urna tr a n s iç a o  m orfogênica independente de ex -  
p ressao  g en ica  concom itante -  e ind uzid a  tanto 
por AMP c í c l i c o  como por in ib id o r e s  c o m p etit i  
vos da enzima fo s f o d ie s t e r a s e  de AMP c í c l i c o .  
E ste p ro cesso  ë açornoanhado por um rapido e ex 
ten so  e f lu x o  de 45Ca2+. Estudos com inibidores 
ta n to  de germinaçâo como do movimento de c a l 
c io ,  in d ic a n  que a l ib e r a ç â o  de 4^Ca2+ è  o re  
su lta d o  de d o is  e f lu x o s  de c a lc io ,  d i s t in g u i -  
v e is  ta n to  no tempo corno no e s ta g io  de d esen -  
vo lv im en to . O e f lu x o  p recoce  ê observado du
rante  o p eriod o  de la te n c ia  e a n te s  da r e tr a -  
cSo do f la g e lo  do zoosporo , um dos p rim eiros  
ev en to s m o rfo ló g ico s da germ inaçâo. O e f lu x o  
ta r d io  parece r e f l e t i r  a transiçao e s f e r ó c i t o -  
-gêrm en. A in ib iç â o  do f lu x o  i n i c i a l  de c a lc io  
por la n tà n io  r e s u lta  na in ib iç â o  da germinaçâo 
enguanto que o io n ó fo ro  de c a lc i o ,  A23187, pro
duz e f lu x o  de c a lc io  sen  in d u z ir  m orfogênese. 
O fa to  de que urna combinaçâo de co n cen traçoes  
n â o -e fe t iv a s  de AMP c í c l i c o  e A23l87induz ger
minaçâo com pleta e se m i-s in c r ó n ic a  sugere que 
a germ inaçâo de B. em erson ii ëv- dependente da 
m o b ilizaçao  de c a lc io  c e lu la r  e de AMP c íc lico .
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PH0T0BI0CHEMISTP.Y : PHCTOHEMOLYSIS OF RED CELLS SENSITIZED 
BY CHLORPROMAZINE -  BIOENERüIZED TRIPLET ACETONE SYSTEM.
( Fotoheinolisi s  de eritrocitos sensitizada por e l  siste  
na Clorpromazina-Acetona tr ip le te  Bioenergizada). Maki 
ta » Y., Duran, N., Instituto de Química, Universidade 
Estadual de Carnpinas, Brasil.

Chlorprcffrazine is  deconposed when i t  i  s  treated 
with biœnergized tr ip le t  acetone from the 2-nethylpro 
panal/red/cells/O^ system,- forming chlorpromazine-5-o '̂ 
xide which has a concomitant hemolytic e ffect observed 
by a spectrophotametric method.

Experiments with external suoeroxide dismutase, 
catalase^ benzoate and bicarbonate indicate the obser
ve of CL* , an<̂  species as the precursor of 
the hemolytic e ffec t. Riboflavin accelerates the 
in ic ia l rate of hemolysis.

Xanthene dyes partially  protect the hemolytic 
effect by an energy transfer process, indicating that 
i t  i s  a photohemolysis in the dark. Comparison between , 
2-methyIpropanal /peroxidase/CL and • 2-methylpropanal/ 
/red cells/Ô 2 systens in the presence of chlorpromazine, 
indicates that essentia lly  the same of mechanism occur 
in both cases.

This results could explain the in vivo hemolytic 
and toxic e ffect of chlorpromazine in the dark.

Research supported by CNPq, FINEP, FAPESP (Brasil).

PURIFICACION Y PROPIEDADES DE LA PIRUVATO 
CARBOXILASA DE HIGADO DB ALPACA ( P u r i f i c a t i o a  
and p r o p a r t id a  o f  P y ruva te  C ^rboxylaae from 
A lpaca l i v e r ) .  M aréalo , A*J* y V ií la v ic a n c io  
M. I n s t i t u t o  da B ioquím ica y N u tr ic ió n , 
U n iversid ad  N acional Mayor da San M arcos, 
Lima* F erú .

Se ha hacho l a  e x tr a c c ió n  y p u r i f ic a c ió n  
de l a  p iru v a to  c a rb o x i la s a  de n ito c o n d r ia »  de 
h ígado  de a lp a c a  usando e l  p ro ced im ien to ' de 
S c ru tto n  e t  a l  (A rch. B iocheo. B io p h y s .,15 0 , 
656,1972)* La enzima p u r i f ic a d a  m ostraba .una 
s o la  banda en e l e c t r o f o r e s i s  .de S D S -p s lia c r i l  
am ida. El pH óptimo en tam pones d i f e r e n te s  es 
tuvo e n tr e  7 .9-8*5* E l Km p a ra  e l  ATP y e l  b i  
ca rb o n a to  fu e ro n  p a re c id o s  a lo s  r e p o r ta d o s  
p a ra  h ígado  de r a t a .  E l Km p a ra  e l  Wg + fue  
10 veces mayor que e l  de l a  r a t a  pero  e l  Km 
p a ra  p iru v a to  fue  menor que en c u a lq u ie r  b - 
t r a  e sp e c ie  lo  que p o d r ía  im p lic a r  una f a c i l i  
t a c ió n  de l a  g lu co neogénesis*  La enzima e s  
fu e rtem en te  a c t iv a d a  por A cetil-C oA , en ausen  
c i a  de é l ,  e l  Km p a ra  p iru v a to  fu e  ?Q veces 
mayor* Las c o n s ta n te s  de a c t iv a c ió n  (K&) p a ra  
a c e t i l -C o a  (n = ^ .2 ) , propiondl-iSoA , b u t i r i l -  
CoA y CoA-SH fu e ro n : O.O^mM, 0*152mK, 0*77mK, 
y l.OómM, re sp e c tiv a m e n te . Las v e lo c id a d e s  a a ' 
xim as con CoA-SH y b u tir il-C o A  fu e ro n  e l  50# 
de l a s  a lc a n z a d a s  con A cetil-C oA  y p ro p io n il -  
Co a . La a v id in a  in h ib a  e sp e c ífic a m e n te  a  l a  
enzim a.
(T rab a jo  apoyado en p a r te  por l a  OEA)

SINTESE DE N-ALQUIL-DERI VA DOS DO TRH (The Syn- 
th e s is  o f N-a1k y 1- d e r ív a t¡ v e s  o f TRH). M a rt ín e z
C .A .*; Se i de 1 , W.F. *; M urad ian , J . *; Boschov, 
P .**  e Tom inaqa, M.*
*  INSTITüTO DE QUIMICA - UNIVERSIDADE DE SAO 

PAULO.
** Esco la P a u lis ta  de M ed ic in a .

E n tre  dezenas de análogos e homólogos sin_ 
té t ic o s  do TRH o que despertou  m a io r in te re s s e  
fo í  o pep:t i deo Jn j^-met i 1 H is2 TRH, s i n t e t i z a 
do por Va le  e c o is , que ap resen tou  a c t iv id a d e  
b io ló g ic a  o i to  vezes m a io r em re la c a o  ao p ep ti-  
deo n a tu r a l .  G rant e c o is , propuseram  urna ponte 
de h id ro g e n to  e n tre  N ^ e N** do re s id u o  h i s t i-  
d i l ,  usando t i t u la c a o  e 1e c t ro m é tr ic a . Esta pro- 
pos icao nao fo i conformada por estudo  de re sso 
nanc ia  m agnética n u c le a r e por dete rm inacao  de 
param etros te rm od inam i eos de io n iza c a o  de h is-  
t id in a  e do p ep tid eo . A m a io r a t iv id a d e  do |N ^  
m e t i l Hí s 2 [t RH t a lv e z  e s te ja  re la c io n a d a  com 
o aumento de h id ro fo b ¡c id a d e  ao re d o r do ane l 
im id a z ó t ic o , favo recendo  a ín te ra c a o  do mesmo 
com o re c e p to r. Com o o b je t iv o  de e s tu d a r a re 
lacao e n t re  a e s t ru c tu ra  e grande aumento de 
a t iv id a d e  b io ló g ic a  de |n t - m e til H is 2 TRH, re a 
lizam os as s ín te s e s  dos s e a u in te s  análogos do 
TRH: |N|J -e t í 1 H is 2 | TRH, [N.J - e t i l  H is 2 TRH, 

-d i e t  i 1 -H i s2 | TRH e | N , j -bu t  i 1-H i s2| TRH. 
Os m o no a lq u il d e rivad o s  do TkH foram  t i t u la d o s  
e 1ec tro m e tr ic a m en te  em v a r ia s  te rm pe ra tu  ras pa
ra d e te rm in a r os pKa e as cons tan tes  te rm od iná 
m icas AG, ÁH e ^ S .

PROTEINAS CROMOSOMALES NO HISTONICAS DE ALTA MGVILJ_ 
DAD ELECTROFORETICA EN GAMETOS DE '-TETRAPYGUS NIGERt; 
(H i oh m ob ility  group non-histone chromatin proteins, 
from gametes of "Tetrapygus nigern) . Massone,R., Pu- 
chI,M .,Gamboa,S. , Imschenetzky,M. Departamento de 
Bioquímica, In s titu to  de Ciencias Médico Biológicas. 
Universidad de Concepción.

Un nuevo grupo de proteínas cromosomales no hís- 
tónícas de a lta  movilidad e lec tro fo ré tica  (HMC) han 
sido recientemente aisladas de diversas células eu- 
car¡óticas. La amplia d istribuc ión y re la t iv a  poca 
va riab ilid ad  de estas proteínas, sugiere un posible 
ro l en la estructura de cromatina. En el presente 
trabajo se describe la identificación de estas pro
teínas en gametos masculinos y femeninos de !lTetra- 
-pygus n iger11 (e rizo  de mar).

Cromatina purificada es extraída con NaCl 0.35M. 
Este procedimiento disocia un grupo de proteínas no 
histónicas,tanto de baja(LMG) como de alta(HMG) mo
v ilid ad  electroforét¡ca.Estas son a continuación s£ 
paradas por precipitac ión se lectiva con acido tric lo^ 
roacético y analizadas por e lectro fo res is en geles 
de poliacrilam ida urea acido acético.

Los resultados obtenidos indican la presencia de 
cuatro componentes mayores de HMG,tanto en espermios 
como en ovas.Su movilidad e lec tro fo ré tica  y su pro
porción en cromatina es d iferente a histonas.La corn 
paración de los patterns e lectro fo ré ticos de histo- 
nas y HMG sugiere una posible coextracción de estas 
proteínas en el caso de ovas, no así en espermios.
Se discuten estos resultados en función de una orga  ̂

trfpygSS n¡ger^nte de ia cromatina en gametos de,:Te
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SINTESIS IN VITRO DE PEPTIDOS DEL RECEPTOR DE ACE 
TILCOLINA DE TORPEDO CALIFORNICA (C ell-free  synthe 
s is  of acetylcholine receptor peptides of T. 
californios) . Méndez, Bt |  Valenzuela, P . , M artial,
J . y Baxter, J . -  Depto. Biología C elular, U. 
Católica de dhile y Endocrine Research División,
U. de C aliforn ia , San Francisco.

El receptor de ace tilco lin a  (RACh) de Torpedo 
ca lifo rn ica  está constitu ido por 4 subunidades de 
65.000, 60.000, 50.000 y 40.000 daltons. Para es
tudiar la  s ín te s is  de este receptor, hemos aislado 
de órgano e léc trico .de  T. c a lifo rn ic a , una prepa
ración de RNA mensajero"T"RNAm) capaz de d ir ig i r  
la  s ín te s is  de péptidos del RACh in v it ro .

Para obtener RNA to ta l de T¿_ c a lifo rn ic a , se homo- 
genizaron órganos e léc trico s  en tiocianato  de 
guanidina. RNAm se aisló por cromatografía en 
oligo(dT) celulosa y se ensayó en un lisado  de 
re ticu lo c ito s  usando metionina-S35 como precursor. 
Los péptidos sin te tizados se analizaron por inmuno 
precip itación  con suero anti-RACh y por e lec tro - 
fo res is  en geles de poliacrilam ida.

Nuestros resultados muestran que: (a) cinco pép ti
dos son inmunoprecipitados específicamente por el 
suero anti-RACh; (b) lo s  pesos moleculares de es
tos péptidos (60.000;5^«000;49»000;41.000y35»000) 
son sim ilares a los de la s  subunidades del RACh y, 
(c) los cinco péptidos compiten con RACh puro en 
el ensayo inmunológico. Estos resultados indican 
que el RNAm está  dirigiendo la  s ín te s is  de 
péptidos del RACh en lisado  de re tic u lo c ito s .

CONSEQUENCIAS DE ALTERACOES ESTRUCTURAIS ÑAS SUBUNIDA- DES DE CROTOXINA (Results of structural changes in the subuníts of crotoxin). Nakazone, A.K. , Goncalves, J.M. Area de Radiobiología, C.A.B.R.R., Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sao Paulo-Brasil.
Crotoxina é composta de duas subunídades proteicas: fosfolipase A e crotapotin. Alteracoes estruturais fo- ram efetuados por modifícacoes dos a.a. arginina, lisina a t i ros ina.Bioqueío de grupo guanidíno das argininas com fenM- glíoxal foi acompanhado com reacao de Sakaguchi. Carba- miiacao do epsilon amino das Usinas foi feita usando KCNO, a pH 7,9, e Usinas nao carbamiladas foram determinadas DO autoanalísador de a.a., lodocao de crotoxina com '̂ 'INa e posterior separacao em fosfol ipase A '31| e crotapotin 131| 9 por cromatografia em DEAE Sepha- dex A25, serviu para estudo das tirosinas. Ñas proteínas modificadas foram ensaladas atividade imunológíca com soros específicos contra as subunidades,e, ativlda- de fosfol¡pastea com glóbulos vermelhos. Interacoes crotapotin-fosfolipase foram acompanhadas no U. V. distante.Fenilglioxal ¡nativa a fosfolipase a reduz sua atividade antigenica. Argininas de crotapotin nao sao determinantes antigenicos. Carbamilacao de urna Usina da crotapotin resulta na queda da atividade imunológíca e o bioqueio de duas Usinas de fosfolipase nao altera a atividade enzimàtica nem imunológíca. A efeciencía de "marcacao" das tirosinas de fosfolipase A é 2,5 vezes maior do que a das tirosinas de crotapotin. Na intera- cao das subunidades aparece um pico em 210 nm.Os resultados obtídos mostrarti a participacao de cer- tos aminoácidos em ativídades biológicas específicas.

FORMACAO DE LACUNAS OPOSTAS A DIMEROS DE PIRI- HIDINA DURANTE REPUCACAO DE DNA EM CELULAS DE MAMIFEROS IRRADIADAS COM LUZ ULTRA-VI0LETA: Me neghlni, R. , Schumacher, R.l. e Co rde i ro-S tone* M.- Departamento de bioquímica da Un i ver$idade de Sao Paulo.
Recentemente tem aumentado as evidencias de que a replicacao de DNA em "template" contendo lesoeŝ  leva a formacao de mutacoes. A compreensao dos mecanismos de mutacao requer o conhecímento dos eventos de replicacao em DNA lesado. Em publicacao recente (Biophysical J.27, agosto de 1979) mostramos que lacunas aparecen) efetivamente em DNA recent-rep 1 i cado de células humanas X,P12R0, em cultura, um ponto que aínda permanecía obscuro. Para isto se em- pregou a nuclease SI que atacou as regioes de lacunas gerando quebras em DNA "duplex". Estas observacoes foram agora estendídas a células 3T3 de camundongo, com as seguíntes conclusoes:1-Nestas células as lacunas deseparecem em cerca de 6 horas, mas se acumulan na presence de cafeína 3 mM, que age como um eficiente inhibidor do processo de preenchimento das mesmas; 2- Na presence de cafeína apenas metade do DNA re- cem-sintetizado em células irradiadas e convertido em moléculas de balxo peso molecular, por acao da nuclease SI. Estes resultado fortalecen» aínda mais a nossa propos i cao de que lacunas sao formadas durante a replicacao apenas na cadela "leading" mas nao na cadeia lagging".Trabalho executado com auxilio de Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo.

UN MODELO GENERAL DE ENZIMAS "HISTERETICAS" Olavarrfa, J.M. Instituto de Investigaciones Bioquímicas ̂ Fundación Campomar".
El comportamiento de enzimas monoméricas que evidencian cooperatividad-positíva para el sustrato es fácilmente explicable suponiendo dos estados conformacíonales y hay varios modelos publicados. En cambio la cooperatíví dad negativa no ha tenido tan detallada explicación y parece difícil realizarla a través de un modelo que incluya solo dos estados.Dentro de un modelo general de enzimas cuyo ciclo catalítico depende de fluctuaciones conformacíonales se pro* pone el caso particular de enzimas con hístéresís. El modelo supone que la molécula enzimátíca en la forma A (abierta) es capaz de asociar sustrato, pero este com piejo no es catalíticamente activo salvo que ocurra una transición con formad onal a estado C (cerrada), a su vez el complejo CP no es disocia ble y para que el ciclo se complete debe pasar a alguna forma abierta. Si este cambio no es brusco, sino a través de etapas intermedias M, las que también pueden asociar y disociar sustratos y productos con diferente eficiencia, se puede obtener tanto comportamíen- ■ tos cooperativos positivos como negativos, dependiendo de las afinidades de las formas A y M para los sustratos, y de la vida media de la forma M. Se han desarrollado las ecuaciones matemáticas para dos simplificaciones del modelo descrito y se han analizado los posibles comportamientos.
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IN IB Ì dores do s is t e m a  r e n in a -a n g io t e n s in a

( I n h ib i t o r s  o f thè  R en in- A ng io ten s in  Sys tem ). 
P a iv a , A .C .M ., S ab ia , E .B ., N o u a ilh e ta s , V .L . 
A. e P a iv a , T .B . Departam ento de B io f ís ic a .  
Esco la P a u l is ta  de M ed ic in a , Sao P au lo , S .P . ,  
B ra s i 1.

V isando o b te r in ib id o re s  p e rs is te n te s  do 
s is tem a  h ip e r te n s o r  re n a l , s in te tiz a m o s  aná
logos de p ep tíd eos in ib id o re s  da enzima con
ve rs e rà  (E .C . ) ,  bem como de rivados  l i p o f í l i -  
cos da I Leu8 ¡- a ng io ten s in a  I I .

0 estudo da re lag áo  e n t re  a e s t ru tu ra  de 
pep tíd eos po tenc iado re s  de b ra d ic in in a  de ve
nenos de se rp en te s  e a sua a t iv id a d e  i n i b i t o 
r i a  da E.C. mostrou que a p re sen ta  de um re 
s iduo  basico  (A rg  ou Lys) ñas posigoes 4 e/ 
ou 6 do^nonapeptideo BPP9a co n fe re - lh e  m a io r 
p e rs is te n c ia  de agáo " in  v i t r o " .  Dos análogos 
estudados o mais a t iv o  e p e rs is te n te  f o i a 
| L ys6 |-BPP9.

Procurando m a io r p e r s is te n c ia  da in ib ig a o  
tambim ao n iv e l do re c e p to r da a n g io te n s in a  
I I  ( A l l ) ,  s in te tiz a m o s  d e rivados  da |Leu8 |- 
A I I  contendo re s id u o s  de ác idos acoplados a 
ex trem idade  N - te rm in a l da m o lé cu la . Apesar de 
q u e e s te s  compostos nao tenham t id o  m a io r du- 
ragáo de agáo " in  v i t r o " ,  a o c ta n o i1 - |Leu8 1 
A l l  e a o l e i 1 - ¡Leu8 |-AI I mostraram-se u te is  
para o b te r in ib ig á o  p ro longada " in  v iv o "  por 
a d m in is tra g a o  sub-cutánea ou in t ra m u s c u la r  em 
r a to s .

T rab a lh o  re a liz a d o  com a u x i l io s  da FINEP, 
CNPq e FAPESP,

UNA NUEVA RELACIÓN ENTRE SÍNTESIS DE TREALOSA 
Y UTILIZACIÓN DE MALTOSA. (A New R e la t i o n s h i p  
b e tw e e n  T r e h a lo s e  s y n t h e s i s  and  m a l to s e  
u t i l i z a t i o n ) . P a n e k , A .D .,  O l i v e i r a ,  D .E . & 
M a tto o n , J . R . -  D e p a r ta m e n to  d e  B io q u ím ic a , 
I n s t i t u t o  d e  Q u ím ic a , U n iv e r s id a d e  F e d e r a l  do 
R io  d e  J a n e i r o  & J o h n s  H o p k in s U n i v e r s i t y ,  
S c h o o l o f  M e d ic in e ,  B a l t im o r e ,  U .S .A .

D i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  S acch a ro m y ces  
e x h i b i t  tw o d i f f e r e n t  p a t t e r n s  o f  t r e h a l o s e  
a c c u m u la t io n  d u r in g  l o g a r i th m i c  g ro w th  on 
g lu c o s e  m edium . The a c t i v e  t r e h a l o s e  
a c c u m u la t io n  p h e n o ty p e  seem s to  be  a lw a y s  
a s s o c i a t e d  w i th  t h e  m a l to s e  f e r m e n ta t i o n  
a b i l i t y  c o n t r o l l e d  by a  c o n s t i t u t i v e  MAL g e n e . 
The p a t t e r n  o f  t r e h a l o s e  a c c u m u la t io n  and 
th e  l e v e l s  o f  c o n s t i t u t i v e  a l p h a - g l u c o s i d a s e  
show s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  t o  c a t a b o l i t e  
r e p r e s s i o n  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  s t r a i n s  
t e s t e d .

A s p e c i f i c ,  u n iq u e  r e l a t i o n s h i p  
b e tw e e n  m a l to s e  u t i l i z a t i o n  and t r e h a l o s e  
a c c u m u la t io n  e x i s t s .  When m a l to s e  i s  u se d  
a s  a  c a rb o n  s o u r c e  a c t i v e  t r e h a l o s e  a c c u m u la 
t i o n  a lw a y s  o c c u r s  and  i s  n o t  d e t e c t a b l y  
d im in is h e d  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g e n e s  
w h ich  p r e v e n t  t r e h a l o s e  a c c u m u la t io n  i n  a 
g lu c o s e  m edium .

BIOSINTESIS DE GANGLIOS IDOS FURANTE LA ONTOGENESIS DE 
LA RETINA DE POLLO.(Biosynthesís of gangliosídes durlng 
the ontogénesis of chícken re t in a )■ Panzetta.P. y 
Maccloní, H.J.F.-Departamento de química biológica, 
Facultad de Ciencias Químicas. Universidad Nacional de 
Córdoba. 5000 Córdoba, Argentina.

En retinas de embriones de diferentes edades cultivadas 
en presencia de glucosamÍna-6-’ H, la  incorporación de 
rad iactiv idad en gangliósídos incrementó desde el 6 ° al 
9*dfa, decayó desde el 10°al I2°dfa y luego se mantuvo 
estable hasta e l nacimiento. El aná lis is  de la  incorpo
ración en gangliósidos individuales mostró que en r e t i
nas de 8 días fué principalmente en gangliósidos de 
cadena oligosacárida simple (60% de la  rad iactiv idad en 
e l d ísialogangliósldo GD3), mientras que en retinas de 
13 y 18 días fuá principalmente en gangliósidos de ca
denas oligosacóridas más complejas (50% de la rad ia c ti
vidad en e l d isia logangliósído GDla y 25% en e l t r is ia -  
logangliósido GT1). Los cambios observados se co rre la
cionaron con el incremento, al I 3°d ía , de las ac tiv id a
des de las enzimas UDP-qa1:GM2 gal actos i 1-transferasas 
responsables de la  elongación del oligosacárido desde 
GM3 hasta GDla. Estos cambios ocurrieron en un período 
caracterizado ontogénicamente por una ac tiva arboriza- 
ciÓn ce lu la r, ya que desde e l 13°día hasta el nacimien
to la  cantidad de gangliósidos y proteínas incrementó 
a) menos dos veces, mientras que el número de células 
lo  hizo en sólo un 15%. A d iferencia con las dos glico- 
s iltrans fe rasas mencionadas, las gangliósido s ia lo s il-  
transferasas variaron menos marcadamente durante e l /  
desarro llo .

EFECTOS HOR’IOUALES SOBRE LA MADURACION I  S I ’.TTESIS 
PROTEICA EN OOCITOS DE ANFIBIO. (Hormonal  e f ü e c t s  on 
m a t u r a t i o n  and  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  a n p h i b i a n  o o c y t e s )  
P a s , B  , B o r n a z ,  O . , R i v e r a , A . , C e g a r r a , F .  y  R o d r i g u e s , C . 
L a b o r a t o r i o  de  B io q u í m ic a ,  D ep a r ta m en to  d e  C i e n c i a s  F i  
s i o l ó g i c a s ,  U n i v e r s i d a d  Sn .  A g u s t í n ,  A r e q u i p a - P e r ú .

Los o o c i t o s  de  a n f i b i o  c o n s t i t u y e n  s i s t e m a s  muy a  - 
d ec u ad o s  p a r a  i n v e s t i g a r  l o s  mecanism os  m o l e c u l a r e s  de 
l a  a c c i ó n  h o r m o n a l .  Hemos e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  d e  g o n a -  
d o t r o f i n a  c o r i ó n i c a  humana(hCG), p r o g e s t e r o n a  y t e s t o s  
t e r o n a  s o b r e  l a  m a d u r a c ió n  y  s í n t e s i s p r o t e i c a  en  l o s  o 
o c i t o s  d e  T e lm a to b iu s  a r e q u i p e n s i s .

F o lícu los de T. arequ ipensis se incubaron por 24 
h rs .e n  hCG(25 U /n l) , p ro g este ro n a(1 uM) y te s to s te ro n a  
(1 ull) y se midió la  maduración de lo s  o o c ito s por la  
rup tu ra  de la  v es ícu la  germ inativa; bajo  la s  mismas cor 
d iciones se  analiza ro n  la s  p ro te ín as de lo s  o ocito s me 
d ian te  la  e le c tro fo re s is  en geles de poliacrilamida-SDS 
La s ín te s is  p ro te ic a  se  determinó por la  r a d io a c t iv i— 
dad ácido p re c ip ita b le  de o ocito s incubados con aminoá 
cido  marcado.

Hemos encontrado que progesterona y te s to s te ro n a  - 
estim ulan la  maduración de lo s oo c ito s; en cambio hCG 
fue incapaz de h ace rlo . E l, empleo de concentraciones 
mayores de gonadotrofina, no m odificó e s to s  re su lta d o s  
Se demostró la  ausencia de por lo  menos una n ro te ín a  - 
en lo s  o ocito s que maduraron, en comparación con los 
co n tro l y con lo s tra ta d o s  con hCG. P rogesterona, te s  
to s te ro n a  /  hCG estim ularon la  s ín te s is  p r o te ic a .

fe  concluye rué o ro res te ro n a , te s to s te ro n a  y hCG 
estim ular, la  s ín te s is  p ro te ic a  p e ro ,só lo  la s  dos p r i  
meras inaucHrt m aduración^alterando e l  n a tró n  p ro te ico  .
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ACTIVACION BIFASICA UE MgATPaSa POR ATP Y Mg. 
(Biphasic activation of MgATPase by ATP and 
Mg), Pedemonte C., Domenech C, y Boleqno H , 
Depto, Biología Molecular, Universidad Nacio
nal de Rio Cuarto. Rio Cuarto, Córdoba.Argen
tina*
Membranas de eritrocitos de tata obtenidos en 
un medio 30 mosmolar de fuerza iónica en pre
sencia de lmM de EGTa , a pH 8 ("membranas stan, 
dard") mostraron una activación bifásica de 
MgATPasa por ATP y Mg con dos Kms y dos Vms. 
Esta activación bifásica de MgATPasa por Mg 
también fue medida en membranas preparadas 
en distintos medios: ausencia y presencia de 
agentes quelantes; de cationes mono y diva- 
lentes; de muy baja fuerza iónica; y en mem
branas congeladas y descongeladas antes de 
medir la actividad enzimàtica, Las "membranas 
standard" calentadas a 50-C por distintos 
tiempos, también mostraron la activación bi
fásica, Todos los tratamientos disminuyeron 
la Vm sin cambios significativos en los Kms. 
La activación por Mg en presencia de O.lmM 
de ATP o la activación por ATP en presencia 
de 0.2mM de Mg mostró sólo el componente de 
bajo Km, Membranas tratadas con Deoxicolato 
de Sodio o con N-Etil Maleimide, mostraron 
sólo el componente de mayor Km por activación 
con Mg, Serían necesarios mayores estudios 
para determinar si se trata de dos enzimas 
o de un sólo sistema con dos sitios funcio
nales ■

VARIACIONES EN LA COMPOSICION DE LAS ESPECIES DE CITO
CROMO P-A50 Y EN LAS ACTIVIDADES CATALITICAS DE DIFE
RENTES MONOOXIGENASAS EN RATAS SOMETIDAS A DESNUTRI
CION CALORICO-PROTEICA AGUDA (A lte ra tions ín cytochro- 
me P-A50 specíes and in thè ca ta ly t íc  a c t ív it ie s  of 
several monooxygenases in rat wíth prote in ca lo rìe  
m alnutrition) Pedemonte,J. , Cervantes,P., Salazar, I. y  
G il,  D.L. Depto. de Bioquímica, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile.

Las actividades in v it ro  de las monooxigenasas que 
h id rox ilan  naftaleno, a n ilin a  y benzopíreno han sido 
estudiadas en microsomas de hígado de rata sometidas 
a desnutrición calórico proteica. Dependiendo de la 
forma de expresión de- los resultados estas son mayores 
o menores que las actividades de ratas normales. Elec- 
tro fo res is  de microsomas de ratas desnutridas en geles 
de po iiacrilam ida muestran la  desaparición de bandas 
en la región de PM 50.000-58,000 y la presencia de una 
banda predominante de PM 53.000. El espectro de maxima 
absorción de CO con citrocromo P-^50 reducido se des
plazó a k52 mu. La razón de los picos de máxima absor
ción para la unión de et i 1 i soci anuro a pH 7.7 fue 0.66 
para microsomas de ratas desnutridas y 1,0 para micro- 
somas de ratas normales. Estas y otras evidencias de
muestran alteraciones en la  composición de las especies 
de citocromo P-A50 que podrían exp lica r la mayor e f i
ciencia c a ta lít ic a  de algunas monooxigenasas durante la 
desnutrición calórico-proteica aguda.

Financiado por el Servic io  de Desarrollo C ie n t íf i
co, A rt ís t ic o  y de Cooperación In ternacional, Proyecto 
N°B 535-791.

TOLERANCIA FUNCIONAL A BARBITURICOS EN LA ALTURA 
F .P e d ra z a , S , M ontestruque y J ,  A lvarez 

B ioquím ica, U .Cayetano H ered ia , A .5045>Lim a,Perú 
Hemos encon trad o  que e l  e f e c to  h ip n ó tic o  de lo s  baaí 
b i t ú r i c o s  e s tá  m arcadamente d ism inu ido  en cobayos 
de g ran  a l t u r a .  Además, e s to s  an im ales d e s p ie r ta n  
con c o n c e n tra c io n e s  de h e x o b a rb ita l  en c e re b ro , hí-^ 
gado y sa n g re  50$ más a l t a s .  Las v e lo c id a d e s  in  
v i t r o  de o -d e m e tila c ió n  de p - n i t r o a n i s o l  en f r a c 
c ió n  h e p á tic a  de 15»000xg e h id r o x ila c ió n  de hexo- 
b a r b i ta l -2 C 14 en microsomas a is la d o s  son tam bién i -  
d é n t ic o s .  Las v e lo c id a d e s  de d is p o s ic ió n  in  v iv o  de 
h e x o b a rb ita l-2 C  . d e l  c e re b ro , h ígado  y sa n g re  son 
tam bién id é n t ic a s  en a l t u r a  y n iv e l  d e l mar. Más 
aún, l a  v e lo c id a d  de acum ulación de 5-O H -hexobarbi- 
t a l  (m e ta b o lito  fundam ental) en o r in a  s ig u e  curvas 
l i n e a l e s  id é n t ic a s  en ambos g ru p o s . E sto s d a to s  su 
g ie re n  que no e x is te n  d i f e r e n c ia s  en e l  m etabolism o 
y e x c re c ió n  de e s te  b a r b i tú r ic o  e n tr e  ambos grupos 
de cobayos y por lo  ta n to ,  la  menor re sp u e s ta  h ipnó 
t i c a  en a l t u r a  no puede e x p l ic a r s e  en térm inos de 
mayor ex c rec ió n  o m etabolism o de la  d ro g a . Se ha en 
co n trad o  que lo s  um brales de c o n c e n tra c ió n  de hexo
b a r b i t a l  p a ra  d e s p e r ta r  son d i f e r e n t e s , a s í  lo s  a n i 
m ales de a l t u r a  m uestran  un um bral 50$ más a l t o ,  Ej3 
te  h a lla z g o  su g ie re  que e s to s  cobayos p re se n ta n  una 
" to le r a n c ia  fu n c io n a l"  a lo s  b a r b i tú r ic o s ,p o s ib le  -  
mente re la c io n a d a  a cambios en e l  s is te m a  ad renérg j. 
co a n iv e l  de SNC, F in a lm en te ,encon tram os tam bién 
que e l  h e x o b a rb ita l  se  a s o c ia  p re fe re n c ia lm e n te  con 
l a  f r a c c ió n  m ito c o n d ria l d e l  ce re b ro  de co b ayo ,E ste  
h a lla z g o  f a v o re c e r ía  l a  a n tig u a  h ip ó te s i s  que lo s  
b a r b i tú r ic o s  ac tú an  a n iv e l  m ito c o n d ria l y que en 
e l  cobayo de a l t u r a  e x is te n  cambios que determ inan  
una mayor r e s i s t e n c i a  m ito c o n d ria l a l  b a rb i tú r ic o *

•p r e it il s in t e q a s a s  de  flavedo  de n a ra n ja s
( P r e n y l s y n t h e t a s e s  i r o n  o r a n g e  f l a v e d o ) .  
P é re z »  L ,H , , C h a y e t ,  L . , í la s h a g e n , U . ,  F e rn á n  
d e 2 , L .A , y  C o r i ,  O. L a b o r a t o r i o  d e  B io rm í-" ’ 
n i c a  G e n e r a l .  F a c u l t a d  d e  C ie n c ia s  'Q u ím ic a s  
y  F á r m a c o ló g ic a s .  U n iv e r s id a d  d e  C h i l e ,

L as  p r e n i l s i n t e t a s a s  d e  f l a v e d o  d e  n a r a n 
j a s  c o n d e n sa n  i s o p e n t e n i l p i r o f o s ^ a t o  (IP P ) 
con  p i r o f o s f a t o s  a l í l i c o s  d e  c o n fo rm a c ió n  IB 
d e  5 y  10 á to m o s d e  c a r b o n o , d an d o  o r i g e n  a  
m ono- y  s e s q u i t e r p e n o s  t a n t o  d e  c o n fo rm a c ió n  
E como 2 :  G e r a n i l p i r o f o s f a t o  (C m  -  E ) , l í e r i l  
p i r o f o s f a t o  (C ío  “  Z ) ,  2 ,6  -  d i  E -  F a r n e s i l p ^  
r o f o s f a t o  (C15 ) y  2 - 2 - 6 - E -  F a r n e s i l p i r o f o s f a -  
t o  (C1 5 ) .

La fo rm a c ió n  d e  l o s  c o m p u e s to s  r  y  2 d e  15 
á to m o s d e  c a r b o n o , d e p e n d e  d e l  m e ta l  b i v a l e n 
t e  p r e s e n t e  en  e l  n e d io _ d e  in c u b a c ió n .  En 
p r e s e n c i a  d e  Ilg+2 y  U n *  e l  c u o c i e n t e  d e  p r o 
d u c to s  E /Z  e s  d e  4 ,  m ie n t r a s  c u e  en  p r e s e n c i a  
d e  Co4^ ,  c u o c i e n t e  au m en ta  a  9 .  ®h p r e s e n  
c i a  d e  N i s e  fo rm a  s o la m e n te  e l  co m p u es to  “  
E . La e n z im a  n o  e s  a c t i v a  co n  Ca+^ .

La e n z im a  s e  p r o t e g e  d e  l a  i n a c t i v a c i ó n  a  
54° s o la m e n te  p o r  e l  c o m p le jo  s u s t r a t o -  o  p ro  
d u c t o -  m e t a l ,  /E s te  e f e c t o  d e  p r o t e c c i ó n  e s  
s e m e ja n te  a l  o b s e rv a d o  en  p r e s e n c i a  d e  5 , 5 ' -  
d i t i o b i s n i t r o b e n z o a t o .
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CONTROL HORMONAL DE LA ACTIVIDAD DE RNA POLI
MERAS AS EN MEDULA OSEA DE RATA. (Hormonal con 
trol of RNA polyaerases activity in rat; bone 
marrow). Perfetta. M. . Garrido.F. . Garrido. A.» 
Ronco.A.M. y Johnson.C. INTA. Universidad de 
Chile«
La expresión gènica puede ser regulada por 

hormonas en eucariontes,siendo la transcrip
ción el nivel molecular más controlado«
En médula ósea de rata* tejido de rápida 

proliferación celular y de gran especializa- 
ción, se demuestra que la eritropoyetina (EP) 
y testosterone (T) pueden controlar la activi 
dad de RNA poliaerasas, mientras la EP parece 
actuar preferentemente sobre la RNA Poi II la 
T lo hace sobre la I* En animales normales, 
anémicos, policit¿micos y castrados se deter
mina el efecto de ambas hormonas sobre la ac
tividad de las RNA polimerasas, observándose 
la acción diferencial de ambas hormonas, lo 
que caracteriza un efecto sinèrgico en el con 
trol de la sintesis de las globinas« Se pre
senta un modelo más completo de uno ya postu
lado. (Financiado en parte por proyecto B 311- 
792 del Servicio de Desarrollo Cientifico,Ar
tistico y de Cooperación Internacional« Uni
versidad de Chile)«

INTERACCION DE LA LECTINA DE POROTO DE SOJA 
CON LA MEMBRANA PLASÍlATICA DE CÉLULA PANCREA
TICA DE RATA. (In te r a c tio n  o f  Sovbean L ectin  
w ith  Rat P a n crea tic  C e ll  Plasma M enbrane).PES 
SOA, R. B .,  HAMPE, M. M. V. -  I n s t i t u t o  de 
B io c ie n c ia s ,  Departamento de B ioquím ica, 
UFRCS, BRASIL.

Las l e c t in a s  son p r o te in a s  o g l ic o p r o -  
te in a s  de o r ig en  v e g e ta l  o anim al, capaces de 
l ig a r s e  a azúcares e s p e c í f i c o s  de la  s u p e r f i
c ie  de la s  c é lu la s  haciendo que e l l a s  se  aglu  
t in e n .

L ectin a  de poroto  de so ja  (G lycina max) 
obten ida  por p r e c ip ita c ió n  fracc ion ad a  con 
s u lf a t o  de amonio, fue p u r if ica d a  por croma- 
t o g r a f ia  de a fin id a d  con Sepharose N -ca p ro il 
ga la cto sa m in a . La pureza d e l  m a ter ia l fue com 
probada por e le c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l ia c r i  
lamida y por in m u n o e le c tr o fo r e s is .

La l ig a c ió n  de la s  p r o te in a s  p u r i f ic a 
das a la  s u p e r f ic ie  de la s  c é lu la s  p a n cr e á ti
cas a is la d a s  y o b ten id a s por d igestíon ^ en zlm a  
t i c a  fué demonstrada a tr a v és  de té c n ic a s  de 
f lu o r e s c e n c ia  e inm unofluO rescencia.

Las c o n d ic io n es  óptim as de tem peratura  
y tiem po de l ig a c ió n  de la  p ro te in a  a la  mem
brana c e lu la r ^ |^ er o n  e s ta b le c id a s  con le c t in a  
marcada com ±  e incubadas con la s  c é lu la s  
a is la d a s .

Por lo s  r e su lta d o s  o b ten id o s se  v e r i f i 
co que la  l ig a c ió n  e s p e c í f i c a  de la  le c t in a  
a la  membrana p la sm á tica  ocurre en lo s  c in co  
prim eros m inutos de in cu b ación  a una tempera
tu ra  de 30°C.

DNasa C: PURIFICACION Y EFECTO DE IONES
METALICOS DIVALENTES. (D N ase C: P u r i f i c a t i o n  
a n d  t h e  e f f e c t  o f  d i v a l e n t  m e ta l  i o n s ) .  
P i c ó n - M i l l a ,  E . , G i l ,  A . y  M e lg a r ,  E . - C e n t r o  
d e  I n v e s t i g a c i ó n  I n s t i t u t o  de  B io q u ím ic a  y 
N u t r i c i ó n ,  u n i v e r s i d a d  N a c io n a l  M ayor de  San 
M a rc o s , L im a, p e r ó .

La DNasa C e s  u n a  de l a s  fo rm a s  m o le c u la 
r e s  p r e s e n t e s  en l a  DNasa p a n c r e á t i c a  (D N asa 
I ) ,  y  d i f i e r e  de l a  DNasa a en l a  s u s t i t u c i ó n  
de l a  h i s t i d i n a  de p o s i c ió n  118 p o r  u n a  p r o l i  
n a .  C o n s t i t u y e  a p ro x im a d a m e n te  e l  20‘/¿ de  l a ~  
a c t i v i d a d  t o t a l  p r e s e n t e  en l a  DNasa I  y lia 
s id o  p u r i f i c a d a  p o r  c r o m a t o g r a f í a  e n  f o s f o c e -  
l u l o s a .  La en z im a  o b t e n i d a  m o s tró  h o m o g en e i
d ad  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en a c e t a t o  de c e l u l o 
sa«

La a c t i v i d a d  de l a  DNasa C se  h a  e s t u d i a 
do a  pH 5.6, 7«5 y 9 . 0 ,  u t i l i z á n d o s e  d i v e r s o s  
io n e s  m e t á l i c o s  como a c t i v a d o r e s .  L as mayo
r e s  a c t i v i d a d e s  e s p e c í f i c a s  s e  o b s e r v a r o n  a  
pll 7.5 con  Mn+ + , Mg++ y  Co+ + . E l Ca++, Ba++ 
y  Zn++ so n  a c t i v a d o r e s  d é b i l e s  de  l a  e n z im a , 
s i n  em bargo  a  pH 7«5 y 9 .0  e l  Ca++ y e l  Ba++ 
p ro d u c e n  un e f e c t o  s i n e r g í s t i c o  cu ando  s e  
a ñ a d e n  a  l a  r e a c c i ó n  a c t i v a d a  p o r  Mg++. A pn 5.6 e l  s in e r g i s m o  no e s  a p r e c i a b l e .  S in e r  
g ism o  e n t r e  Ca+* y  Co++ se  o b s e rv ó  a  pll 7.5.

( T r a b a jo  r e a l i z a d o  con fo n d o s  de  l a  OEA 
y  un d o n a t iv o  d e l  p ro g ra m a  ULA 7 5 /0 4 7  PNUD/ 
UNESCO) .

EFECTOS BIOQUIMICOS DE LA INSULINA SOBRE FRAC 
CIONES SUBCELULARES DE TEJIDO ADIPOSO DE RATA. 
(Biochemical effects of insulin on subcellular 
fractions from rat adipose tissue). Pimentel. 
E. .González.C. A. y González-Mu.jica.F. Inst. 
Med.Exp.,Universidad Central de Venezuela,Apar 
tado Postal 50587, Caracas 105, Venezuela.
Los efectos de la insulina sobre la síntesis 
de proteínas y ác. nucleicos en tejido adipo
so son poco conocidos. Se incuba tejido adipo 
so epidimario de rata en condiciones adecua
das a 37° durante varios tiempos. El tejido 
se fracciona, obteniéndose núcleos, mit-ocon- 
drias y microsoaas. La pureza relativa de ca
da fracción fué comprobada mediante microsco
pía de luz y electrónica y con enzimas marca
doras.
Se observa que la insulina: a) aumenta la ac tividad especifica del RNA uotal y RNA nu
clear, con orótico— 0 fosfato-p32, b) pro
voca cambios cuantitativos en las diferentes fracciones de RNA nuclear; c )  aumenia la incorporación de glucosa-C*4*y Ieucina-Cl4 a 
las proteínas totales de la célula; d) estimu 
la la incorporación de glicina-C^é y fosfato- 2 a las fracciones mitocondrial y micro- sómicas después de 4 h y e) en ausencia de glucosa en el medio de incubación, aumenta 
la incorporación de precursores al RNA total y RNA nuclear.
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"RESISTENCIA DE LOS COMPLEJOS ESTRADIOL- 
RECEPTORES UTERINOS A LA INACTIVACION " in  
v i t r o "  POR LISOSOM AS".(Resistance o f  u te r in e  
r e c e p t o r - e s t r a d i o l  com plexes to  " in  v i t r o "  
ly so so m al i n a c t i v a t i o n ) . P in o .A .M .j T ro n co so , 
R. y S ie r r a l ta .W . Lab. B io q u ím ica . INTA. 
U n iv e rs id a d  de C h ile .

En e l  a n á l i s i s  de l a  r e g u la c ió n  de lo s  n i 
v e le s  de r e c e p to r e s  de e s t r a d i o l  en  ú te ro  
se  h a  e s tu d ia d o  e x h au s tiv am e n te  l a  g é n e s is  
de d ic h o s  r e c e p to r e s  en  t a n to  que s u  d e g ra -  
d a c ió n  c a s i  no ha  s id o  c o n s id e ra d a . R e s u lta 
dos p r e l im in a r e s  nos in d u je ro n  a  c o n s id e r a r  
que lo s  p ro c e so s  d e g ra d a tiv o s  son  im p o rta n 
t e s  en l a  m odulación  de l a  a c t i v id a d  re c e p 
t o r a  y a  a su m ir  que lo s  l iso so m a s  u te r in o s  
p a r t i c i p a n  en l a  a c c ié n  d e g r a d a t iv a .

Se o b tuvo  c i t o s o l  y f r a c c io n e s  p a r t i c u l a 
das s u b c e lu la r e s  de ú te r o  de r a t a s  o v a r ie c -  
to m iz ad a s . Se d e te rm in é  n iv e le s  de r e c e p to 
r e s  de e s t r a d i o l  en cada  f r a c c ió n  m ed ian te  
l a  t é c n i c a  de e l e c t r o f o r é s i s  en g e le s  de 
a g a r .  P a ra  e s t u d i a r  l a  i n a c t iv a c ió n  de r e 
c e p to re s  de c i t o s o l  y de n ú c le o s  se  in cu b a 
ro n  l a s  f r a c c io n e s  c o r re s p o n d ie n te s  con l i 
sosom as. Se o b se rv ó  que e s to s  son cap aces 
de i n a c t i v a r  r e c e p to r e s  c i t o s ó l i c o s  y nu
c le a r e s  y que l a  p r e s e n c ia  de e s t r a d i o l  en 
l a s  m ezclas de in c u b a c ió n  l im i t a  e l  g rad o  de 
i n a c t iv a c ió n .  La a c c ió n  " in  v i t r o "  de l i s o 
somas so b re  lo s  r e c e p to r e s  u te r in o s  im p lic a  
a l t e r a c io n e s  e s t r u c t u r a l e s .

CARBOCICLASAS FU LA BIOOIHTEPIP DF FlnROCARRTT 
ROS MONOTERPENICOS. ( C a r b o c y c la s e s  i n  t h e  b io  
s y n t h e s i s  o f  n o n o te r n e n e  h y d r o e a r h o n s ) .  P o r t i 
l l a ,  O. (F a c . d e  C i e n c i a s ,  U . d e  C h i l e ) .  
S á n c h e z , o . ,  M .v . v i a l . ,  C h a v e t ,  b . ,  P o l a s ,  C . 
C o r i ,  O. ( r a e .  d e  C i e n c ia s  O u ln i c a s ,  n .  d e  
C h i l e ) .

En un  e x t r a c t o  a c u o s o  d e  f l a v e d o  d e  C i t .r u s  11 
monum l a s  c a r h o c i c l a s a s  e n  p r e s e n c i a  d e  ?ln++ 
r e a l i z a n  l a  d e l a c i ó n  d e  l o s  s u s t r a t o s  de  c a 
d e n a  a b i e r t a  1 - 3H I l e r i l p i r o f o s f a t o  (IIPP) o 
1 - 3H g e r a n i l p i r o f o s f a t o  (G PP). L os p r o d u c to s  
so n  l o s  h i d r o c a r b u r o s  e t  p in e n o , p o í n e n o ,  l i -  
m oneno y  IT te r p in e n o ,  g u e  v a r í a n  e n  n r o n o r e íó n  
e n  e l  c u r s o  d e  l a  p u r i f i c a c i ó n  d e  l a  e n z im a .
La e n z im a  d e  D EA P-Sephadex g u a rd a d a  un  año  
c o n s e rv a  un 5jf d e  l a  a c t i v i d a d  d e  :jp p  v  1 
l a  d e  c.PP, y  no  f o m a  oL p in e n o .  A lg u n a s  o r e o a  
r a c i o n e s  fo rm an  s a h in e n o .  La h i o s í n t e s i s  d e  yf 
t o r p in e n o  no  o c u r r e  en  p r e s e n c i a  d e  'F 'T’-Cr>++: 
Se c o n c lu y e  croo l a  a c t i v i d a d  c a r b o c i c l S s í c a  
s e  d e b e  a  v a r i a s  e n z im a s .
L i n a l i l p i r o f o s f a t o  p o d r í a  c o n s t i t u i r  un  i n t e r 
m e d ia r io  confín d e  e s t o s  s u s t r a t o s .  P .e s u l ta d o s  
n r e l i m i n a r e s  i n d i c a n  o u e  n o  e s  s u s t r a t o  v ,  l i -  
n a l i l m o n o f o s f a to  p r e s e n t a  m avor Iso /A m  o u e  g e -  
r a n i l  y  n e r i l n o n o f o s f a t o .  (El a n á lo g o  s a tu r a d o  
d e l  s u s t r a t o ,  c i t r o n o l i l n i r o f o s f a t o  e s  e l  me
j o r  i n h i b i d o r .

E l m e ta l  e s  i m p o r t a n t e :  En a u s e n c i a  d e  e n z i - ,  
n a  CPP y  IIPP er. p r e s e n c i a r e "  Hn1 '  , i 'u ++ o  Bn+ 
so n  t r a n s f o r m a d o s  en  a l c o h o l e s  e  h i d r o c a r b u r o s  
Cald- y  iig++ so n  n o n o s  e f e c t i v o s .

BIOSINTESIS DE POLIPRENIL-AZUCARES EN A rte m ia  ■ 
( B io s y n th e s i s  o f  p o ly p r e n y l  d e r i v a t i v e s  i n  A r
te m ia  . L u is  A . Q u esad a  A l l u e . I n s t i t u t o  d e  I n 
v e s t i g a c i o n e s  B io q u ím ic a s  " F u n d a c ió n  Campomar" 
O b lig a d o  2 4 9 0 -B u en o s A i r e s ,  A r g e n t i n a .

La fo rm a c ió n  d e d o l i q u i l - f o s f a t o - a z ú c a r e s  h a  
s i d o  d e t e c t a d a  a n t e r io r m e n te  e n  v a r i o s  e s t a d i o s  
d e l  c i c l o  de  v i d a  de  d i f e r e n t e s  i n s e c t o s .  P or 
e l l o  s e  q u i s o  e s t u d i a r  l a  a p a r i c i ó n  de  s i m i l a 
r e s  a c t i v i d a d e s  e n z im á t i c a s  e n  c r u s t á c e o s .

Se c u l t i v a r o n  q u i s t e s  c r i p t o b i ó t i c o s  de A r
te m ia  s a l i n a  e n  NaCl a l  4% y  s e  p r e p a r a o o n e x -  
t r a c t o s  p a r c i a lm e n te  p u r i f i c a d o s  q u e  s e  incuba 
r o n  c o n  U D P(14c)G lc o G D P(14c)M an. E l  a n á l i s i s  
de l o s  p r o d u c to s  r a d io m a rc a d o s  s e  r e a l i z ó  me
d i a n t e  l o s  m éto d o s h a b i t u a l e s  p a r a  o t r o s  s i s t e  
mas e u c a r i ó t i c o s .

Se o b tu v o  a s í  l a  b i o s í n t e s i s  de p o l i p r e n i l -  
a z ú c a r e s ,  p o r  p r im e ra  v e z  en  C r u s t á c e o s .  Se es 
t u d i ó  s u  fo rm a c ió n  a l o s  0 ,3 0 ,8 0  m in u to s  y  2 ,5 ,  
8 y  16 h o r a s  de  a c t i v a r  l a s  g á s t r u l a s  p o r  h i -  
d r a t a c i ó n .  A lo s  80 m in . y a  a p a r e c e n  p o l i p r e -  
n i l - a z ú c a r e s  r a d io m a rc a d o s .  E s te  e v e n to  p r e c e 
d ió  l a  m a rc a c ió n  de g l i c o p r o t e í n a s ,  d e t e c t a b l e  
a l a s  5 h s . ,  e n  c o n c o r d a n c ia  co n  o t r o s  a u t o r e s  
que  d e t e c t a r o n  e l  e n s a m b la je  de  p o l is o m a s  r e 
c i e n  a l a s  4 h s .  de  i n m e r s ió n .  Como l a s  c é l u 
l a s  d e l  q u i s t e  no  s e  d u p l i c a n  n i  c r e c e n  p e ro  
s í  s e  d i f e r e n c i a n ,  p a r e c e  l í c i t o  su p o n e r  que  
l a s  t r a n s f e r a s a s  e s t u d i a d a s  e s t a r í a n  i n v o l u c r a  
d a s  e n  p r o c e s o s  de  m o r f o g é n e s i s .

MICRO-RADIOENSAYES DE ENZIMAS ACOPLABLES A HEXOQUINASA: 
GLICERALDEHID0-3-P DESHIDROGENASA Y ENOLASA 
Hexokinase-coupled enzyme micro-radioassays: 
Glyceraldehyde 3-P dehydrogenase and enolase

Radojkovic, J . y Ureta, T. Departamento de Bio logía, 
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Para medir enzimas aisladas de cantidades pequeñas de 
te jidos hemos buscado métodos con sustratos marcados por 
la  a lta  sensib ilidad de su medición. Sin embargo no siem 
pre se dispone de sustratos rad iactivos, o son caros, o 
la  separación de producto y sustrato es engorrosa. Estos 
problemas pueden ser subsanados acoplando la  enzima (dj_ 
recta o indirectamente) con hexoquinasa (HK) y glucosa mar
cada que se separa de glucosa-6-P en Dowex-1 (Radojkovic 
et a l . AjicJi Bix il Med Expe* U_, 73, 1978). P re lle r y Ureta 
(Anai Bto&Aem 76, 416, 1976) api icaron el método a piruvato 
quinasa (PK). Se mostrará ahora el caso de g liceraldehido 
3-P deshidrogenasa (GAPDH) y enolasa (ENO).

La reacción GAPDH (g liceraldehido-3-P + NAD1,3-diP- 
g licera to  + NADH) se acopló a P-gliceratoquinasa + ADP. La 
reacción ENO (2-P-glicerato-*■ P-enolpiruvato) se acopló 
a PK +ADP. En ambos casos el ATP formado se hizo reaccio
nar continuamente con ^C-glucosa+ HK de levaduras pro
duciendo ^C-glucosa-ó-P que se a is ló  y cuantificó. Se 
lograron condiciones que permiten velocidades linea les 
y proporcionales a la  cantidad de GAPDH y ENO usadas y 
capaces de detectar 0,1 mU de enzima. Los ensayes pro- 
ouestos se ilu s tra rá n  por medición de dosisoenzimas de 
GAPDHy una forma de ENO separadas en CM-celulosa usando 
un único oocitoderana chilena. Se mostrará la  p o s ib il i
dad de u t i l i z a r  el método para varias otras enzimas. (Fi 
nanciado por PNUD/UNESC0, Servicio de Desarrollo CientT 
fico , U. de Chile y Organización de Estados Americanos j~!
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REGULATION OF PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYLASE FROM 
AMARANTHUS VIRIDIS, A CA PLANT: INHIBITION BY PYRO
PHOSPHATE AND ROLE OF -SH GROUPS. Raghavendra, A.S. 
y Va lle jos , R.H.- Centro de Estudios Fotosintéticos 
y Bioquímicos, Suipacha 531, 2000 Rosario, Argentina.

Phosphoenolpyruvate (PEP) carboxylase was pu ri
fied  from the leaves of Amaranthus v i r id is .

PEP carboxylase was activated by incubation with 
d ith io e ry th re ito l and was inh ib ited  by o-iodosoben- 
zoate. The in h ib it io n  by £-iodosobenzoate was time- 
aod.concentration-dependent and followed apparent 
f i r s t  order k ine tics. The in h ib it io n  by £-iodosoben- 
zoate was p a r t ia lly  revers ib le  by d ith io e ry th re ito l. 
These resu lts indicate the involvement of v ic ina l 
d ith io ls  essential fo r PEP carboxylase a c tiv ity .

Pyrophosphate inh ib ited  PEP carboxylase. The 
in h ib it io n  could be noticed a t a concentration as 
low as 0.1 mM and exhibited two trends: a) P rim a rily  
PPi competed w ith PEP; b) 1 mM or higher PPi chela
ted Mg¿ . The Km (PEP) of the enzyme was increased 
both at 0.5 or 2.0 mM PPi while Km (Mg2+) was not 
affected at 0.5 mM PPi. The Ki of PPi increased from 
0.45 mM at 2 mM MgCl2 to 1.2 mM at 8 mM MgCl«. PPi 
exhibited noncompetetive k ine tics w ith bicarbonate. 
Glucose-6-phosphate activated the native enzyme but 
could not protect the enzyme from in h ib itio n . Our 
data suggest that PPi can be a powerful in h ib ito r of 
PEP carboxylase in  v ivo . The re la t iv e  leve ls of PPi/
Mg in  the ce ll may regulate the ra te  of enzyme reafc- 

tion.

CULTIVO CONTINUO DE BACTERIAS LACTICAS. (Continuous 
cu ltu re of la c tíc  bacteria) .Pagout,A. ,Pe.6c.z de P.lU z 
Holgado, A. ,0LLven,G. y S lñe ftí z ,K  -Centro de Refererv 
cía para Lactobacilos (CFRELA)-P1anta P ilo to  de Proce 
sos Industria les Microbiolóqícos (PROIMl).San Miguel 
de T.ucumán .Aroent i na.

La fina lidad  de este estudio consiste en la 
determinacion de las condiciones óptimas de trabajo, 
para obtener una concent rae i ón elevada de m¡croorga_ 

nisnos,destinados a la elahoración de sta rte rs  de yo 
ghurt.Para re a liz a r los ensayos se emplea LactobacZ 
¿íuó bulga'u.cu& ATCC 118^2.Se c u ltiv a  a 45*C en un 
quimiostato cuyo volumen se F ija  en 500 ni .manteníen_ 
do microaerofi 1ía,por pasaje de N2 e s té r il.

Se usa un medio que contiene trip tona .peptona, 
extracto de levadura y glucosa (LAPTo),con cantidades 
variab les de esta última.Se encontró que para una con_ 
centración superior a 20 mM del azúcar,se producen os 
cilaciones en e l crecimiento de los microorganismos,*” 
sin lograr alcanzar el estado estacionario.Por este 
motivo se u t i l iz a  concentraciones del sustrato 1¡nu_ 
tante, in fe rio res a la citada. Los c r ite r io s  para es_ 
tablecer e l estado estacionario son valores constan_ 
tantes de D05£o»peso seco de microoraanismos y consu_ 
mo to ta l del sustrato.

Se comprobó que la hexosa suministrada se 
fermenta estequiométricamente a ácido 1SctÍco;se dê  
terminó glucosa enzimáticamente.La oroducclÓn de aci 
do láctico  L(+) y D(-)se investigó con enzimas espe_ 
cTficas.Se ensayaron d is tin tas  velocidades de dllu_ 
ción.(V) .determinándose la V c r ít ic a  y por lo tanto, 
la V específica de crecimiento máximo.Trabajando en 
el rango de V de d iluc ión c r ít ic a s  se obtiene la ma_ 
yor productíviddd de lactobacilos (biomasa/hora).

SEPARACION RAPIDA Y CUANTITATIVA DE LAS SUB- 
UNIDADES DE LA cAMP-PROTE INA QUINASA PPFSENTE 
EN EXTRACTOS T1SULAPES (Rap id  and q u a n t i t a t iv e  
re s o lu t lo n  o f cAMP-Protein K inase s u b u n its  o f 
t ís s u e  e x t r a e t s ) .  Range1 - A1dao, R. ;  Departamen
to  de C ien c ia s  F u nc io n a le s , U n iv e rs id a d  de 
Carabobo, Núcleo A ragua , Maracay, Venezue la .

En e u c a r io te s ,  e l cAMP e je rc e  su acción regu
la d o ra  a c tiva nd o  la  cAMP-prote ína q u in a sa . La 
un ión del cAMP con la  ho lenz im a in a c t iv a  l ib e  
ra la  un idad c a t a l í t i c a  cuya a c t iv id a d  fosfo- 
t ra n s fe  ras ica es e ven tu a l mente la  responsab le  
de la  acción de v a r ia s  hormonas a n iv e l m o le
c u la r .  Como paso p re v io  a l e s tu d io  j_n_ y i vo de 
es to s  procesos se d e s a r ro l ló  un método cuan
t i t a t i v o  para sep a ra r la s  subunidades de la  
pro te ín a  q u in asa .

La té c n ic a  c o n s is te  en la  crom at0 0 r a f ía  de 
e x t ra c to s  crudos en m in ico lum nas (5x50mm) de 
Sephadex G25F (40mm) con una capa s u p e r io r  de 
Sephadex.CMCSO, e q u il ib ra d o s  con b u f fe r  Mes a 
pH 6 ,2  y a A°C. Ba jo  e s ta s  cond ic io nes  se 
separa cas i ins tan táneam ente  la  un idad c a t a l í 
t ic a  de la  ho loenzim a y la  un idad r e a u la to r ía  
(R ). Luego de la  e lu c ió n ,  también se separa 
e l cAMP l ib r e  del lig a d o  a P. La p ro te ín a  
qu inasa se ensaya en cond ic iones a ltam en te  
s e le c t iv a s  que pe rm iten  d is t in g u i r  esa a c t i 
v id ad  de o tra s  fo s fo tra n s fe ra s a s  p re sen te s .

En expe rim en tos  en lo s  que se s im u ló  la  acción 
hormonal añadiendo (3 h ) cAMP a e x tra c to s  crudos 
de te j id o s  o de c é lu la s  en c u l t i v o  se comprobó 
la  v a l id e z  y v e r s a t i l id a d  del método.

PECEPTORFS DE DOPAMINA EN CEPEBP0 PE PATA (Popamíne 
receptors in rat braín) P i ve ros , N., Poat ,J . , Pepto.de 
F is io log ía  y Farmacología, Universidad de Southampton, 
Ing la te rra .

La actividad antípsícót¡ca de los neurolépticos se 
atribuye al bloqueo de los receptores dopaminérgicos 
en el.sistema mesolímbíco. La acción de estas drogas 
sobre receptores en el cuerpo estriado produce efectos 
secundarios importantes. En el presente trabajo se es
tudian los receptores en ambos sistemas ya que el cono 
cimiento cabal de e llo s  p e rm it ir ía  el desarro llo  de una 
droga de acción se lectiva sobre los receptores mesol í[ti
bíeos. La adición de dopamina a homooeneizados de 
n.accumbens y cuerpo estriado produce un aumento del 
n ive l de cAMP. A fin  de ca racte riza r farmacológicamen
te los receptores y determinar los requerimientos es
truc tura les para la  acción de la drona, se investigó 
el efecto de análogos de dopamina sobre los niveles 
de cAMP en ambos núcleos. Los únicos derivados activos 
son aquellos que poseen grupos h id rox ilos  lib res  o mo- 
nosust i tu idos. E1 8-rotamero de estructura ríg ida ADTN 
es tan activo como la dopamina. Al determinar las ca- 
racteríst¡cas de la  unión de 3H-APTN a sínaptosomas se 
demostró la presencia, en ambos núcleos, de dos s itio s  
de unión saturables. El efecto de diversas drooas so
bre la unión de 3H-ADTN al s i t io  de a lta  afin idad puede 
correlacionarse con las variaciones oue e lla s  producen 
en el n ive l de cAMP y con su acción farmacológica. El 
s i t io  de baja afinidad no presenta las caracte rísticas 
de receptor. Los resultados sugieren que los receptore 
serían sim ilares en ambas regiones del cerebro.
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EFECTOS COMPARATIVOS DE ALGUNOS PESTICIDAS 
SOBRE LOS LIPIDOS DE E s c h e r i c h i a  c o l i .  
(C o m p a ra tiv e  e f f e c t s  o f  so n é  p e s t i c i d e s  
upon E s c h e r i c h i a  c o l i  l i p i d s ) . B R o sas S .B . 
S ecco  M .C ., G h i t t o n i  N .E . -  D e p to .B io lo g ía  
M o le c u la r ,  U n iv e r s id a d  N a c io n a l  d e  R ío  C u a r to  
5800 R ío  C u a r to ,  C ó rd o b a , ARGENTINA.

S i  b i e n  no  s e  h a n  d i l u c i d a d o  m ecan ism os 
de  a c c ió n  d e  p e s t i c i d a s  y s u s  p r o d u c to s  de  
d e g r a d a c ió n  s o b r e  e l  m e ta b o lism o  in te r m e d io  
d e  l o s  m ic ro rg a n is m o s  d e l  s u e l o ,  l a  i d e a  g e 
n e r a l  e s  q u e  d e b e n  a f e c t a r  en  p r im e r  l u g a r  a 
l o s  co m p o n en tes  d e  s u s  m em branas. N o s o tro s  
c u l t iv a m o s  c é l u l a s  de  E s c h e r i c h i a  c o l i  en 
p r e s e n c i a  d e  d i v e r s o s  p e s t i c i d a s  y  o b s e rv a 
mos l a s  v a r i a c i o n e s  en  á c id o s  g r a s o s  y  f o s -  
f o l í p i d o s  em p lean d o  l a s  t é c n i c a s  c l á s i c a s  de 
e x t r a c c i ó n  d e  l í p i d o s ,  c r o m a to g r a f í a  g a s e o s a  
y  en  c a p a  d e lg a d a .  T odos l o s  p e s t i c i d a s  e n s a 
y a d o s  a u m e n ta ro n  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  á c id o s  
g r a s o s  s a t u r a d o s  y no s a t u r a d o s .  T am bién  t o 
d o s  e l l o s  e l e v a r o n  l a  c o n c e n t r a c ió n  t o t a l  de  
f ó s f o r o  l i p í d i c o ,  p e r o  m ie n t r a s  DDT d is m in u 
yó  l a  r e l a c i ó n  e n t r e . f o s f o l í p i d o s  n e u t r o s  y 
á c i d o s ,  D i e l d r i n  tu v o  e f e c t o  o p u e s to  y P a r a -  
t i o n  no a f e c t ó  d ic h a  r e l a c i ó n .  E s to s  h a l l a z 
g o s  i n d i c a n  q u e  se g ú n  e l  p e s t i c i d a  p r e s e n t e  
en  e l  m e d io , s e  v en  a l t e r a d a s  d i s t i n t a s  e t a 
p a s  en  e l  m e ta b o lism o  d e  l o s  f o s f o l í p i d o s  de 
E . c o l i .  E l  r e s u l t a d o  d e  l a  a l t e r a c i ó n  s e r í a  
im p o r ta n te  p a r a  f l u i d e z ,  p e r m e a b i l id a d  y a c 
t i v i d a d e s  e n z im á t i c a s  d e  l a  m em brana.

ENZIMAS FIJADORAS DE C02 EN LA HALOFILA MODERADA

VIBRIO COSTICOLA. (CO^ - fixing enzymes in thè mode_ 
nate haiophi le,(Vibrio Costi col a). Salvarrey, M.S. 
y Cazzulo, J.J. - Centro de Estudios Fotosintéticos 
y Bioquímicos, Rosario, Argentina.

La bacteria halófila moderada Vibrio costicola 
es capaz de crecer entre 0.5 y 2.2 ó 3.5 M NaCl, 
dependiendo de la fuente de carbono; la concentra
ción s a l i n a  asociada a las células es variable y 
similar a la extracelular (Kushner y col.).

Empleando un método radioquimico hemos determi
nado la naturaleza de las enzimas potencialmente fi_ 
jadoras de CO2 presentes en V.costicola desarrolla- 
do en medio complejo con NaCl 1 M a 30 °C. Se encon. 
tró una alta actividad de carboxiquinasa fosfoenol- 
pirúvica dependiente de ADP (PEPCK), una actividad 
menor de carboxilasa fosfoenolpirúvica (PEPC) y una 
baja actividad fijadora de CO2 atribuible a la enzj_ 
ma malica NADP dependiente; no se encontró carboxi
lasa pirúvica. Las enzimas han sido separadas y par 
cialmente purificadas. PEPC es activada por aceti!” 
CoA e inhibida por L-aspartato; PEPCK es activada 
sinèrgicamente por Mg2+ y Mn2+. Ambas enzimas, en 
especial PEPC, son inhibidas por concentraciones 
salinas similares a las supuestamente intracelula- 
res. Estas propiedades son similares a las de las 
enzimas fijadoras de CO? presentes en una Pseudo- 
mona^ marina, halófila leve, previamente estudiada 
en nuestro laboratorio.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE CROMATI NA DE HUEVO NO 
FECUNDADO DE ERIZO DE MAR. (Chromatin protease act- 
ív ít y  from un fe rt ílíz e d  sea urchín eggs) . Sánchez,
L.; Ponce,0.; Raddatz,0. y Merino,V. Depto. de Bío 
química, In s titu to  de Ciencias Médico-Biológicas, 
Universidad de Concepción, Chile.

Ha sido reportado que cromatina de varias célu
las somáticas contienen actividades p ro teo líticas 
que degradan proteínas cromatíni cas. No se conoce 
la existencia de estas enzimas en células altamen
te diferenciadas como huevo y espermio. Por e llo , 
se ha investigado y caracterizado parcialmente es
ta enzima en huevos de e rizo  no fecundado en un 
intento de investigar su rol en fe r t i l iz a c ió n  y en 
estado precoz de desarro llo  embrionario. La frac
ción nuclear obtenida por un tratamiento combina
do con T ritón  X-100 y centrifugación d iferenc ia l 
en un gradiente discontinuo de sacarosa, contiene 
una actividad p ro teo lític a  que degrada caseína, 
poli Usina y po lia rg in ina. La cromatina posee el 
67% de esta activ idad, la que fue parcialmente so- 
lub ilizada con NaCl 0.7M. La enzima soluble tiene 
un pH óptimo de 8, es activa en urea 5M y es re
versiblemente inactivada por NaCl 2M. Un aumento 
de la actividad sobre caseína y proteínas croma- 
tín icas es obtenido en presencia de b is u lf ito  de 
sodio 30mM. Es inactivada parcialmente por TLCK 
y totalmente por PMSF. La p ro teo lis is  de cromati
na por esta enzima es detectada por e lectro fo res is 
en geles de poliacrilamida-SDS. Se concluye que en 
cromatina de huevo no fecundado ex iste  una enzima 
p ro teo lítica  con caracte rís ticas de tr ip s ina  que 
ca ta liza  la h id ró lis is  de determinadas proteínas 
cromatínicas.

EFECTO DE LA HIDROLISIS DE FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA SO 
3RE LA UNION DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO (IIC) A MICRO 
SOMAS. (Effect o f hydrolysis of membrane phospholipids 
en the sp ecific  binding of human growtn hormone to  mi- 
crosames). SánchezT S.H. y Vidal, J.C. y Paladinó., A.C. 
Facultad de farmacia y Bioquímica, Depto, de Química " 
Biológica, Universidad de Buenos Aires. Argentina.-

El tratamiento de micros caías de hígado de rata hem
bra adulta con distintas fos fo lipas as incrementa, la  
unión específica de la  IIC humana a los mismos. Se usa
ren fosfolipasas de páncreas, de veneno de B.Neuwiedii 
y de C.Welcnii.

Los aumentos de unión varía del 30 a l 100% y repre
sentan mayor capacidad sin  modificación de afinidad de 
los s i t io s .  Los nuevos receptores tienen igual sensibi
lidad a la  tripsina que los preexistentes.

0.2 a 1% de m iristo il lec itin a  agregada a l medio in 
crementa 100% la  unión específica; 5% la  anula. 5% de” 
seroalbúmina anula e l  efecto de la  fosfolipasa A .̂

No se registran cambios en los espacios intra o in
tervesiculares durante e l tratamiento con las fo sfo li-  
pasas.

Medidas de la  enzima marcadora 5’nucleotidasa indi
can que la  incrementación de unión específica no puede 
explicarse por una apertura de vesículas invertidas de 
la  membrana plasmática.

En microsomas de hígado y riñón de ceneja se obser
van efectos similares a los descriptos.-
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ALGUNAS PROPIEDADES DE LA FOSFORI LASA DE TUBERCULO DE 
PAPA INDEPENDIENTE DE ACEPTOR AGREGADO. (Some 
properties of a primer independent Isoenzyme of potato 
tuber phosphorylase). Sivak, M. y Tandecarz, J . 
In s titu to  de Investigaciones Bioquímicas "Fundación 
Campomar" y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 
(Universidad de Buenos A ires).

El proposito de esta comunicación es desc rib ir: a) 
el comportamiento e lectro fo ré tico  de las fosfo rilasas 
de una preparación no sedímentable de tubérculo de pa- 
pa y b) algunas propiedades d iferencia les de la ¡soen
zima ca ta liza  la  transferencia de glucosa a p a rt ir  
de lZfC glucosa-1-P a material insoluble en TCA, en au
sencia de polisacar ido agregado. Por e lectrofores¡s en 
gel de po liac ri lamida en presencia de dodecil-sulfato 
de sodio y urea, el producto radioactivo insoluble en 
TCA migra hacía e l anodo.

La actividad de fosfo rílasa  independiente de aceptor 
agregado puede separarse de las otras mediante electro- 
fo resis en gel de políacrilam ida en condiciones no des
natura lizan tes. Por cromatografía en DEAE-celulosa se 
obtienen 3 picos de actividad enzimatlca, pero solamen
te uno tiene actividad independiente de aceptor externo, 
el que eluye a 0.28 M de C1K, En esta fracción coexis
ten ambas actividades, y a través de d iferentes etapas 
de purificación no se pudo separar la actividad inde
pendiente de aceptor externo de la actividad de fosfo- 
r ila s a  clásica. Sin embargo, es posible medir una a c t i
vidad en presencia de la otra aprovechando las d iferen
tes propiedades que poseen en lo que se re fie re  a: a) 
requerimiento de aceptor exogeno; b) afinidad por glu- 
cosa-l-P; c) sensib ilidad a la inactivación por tempe

ra tu ra ; y d) rango de pH.

ESTUDIOS SOBRE EL PROCESAMIENTO DE tRNA EN 00CIT0S DE 
XENOPUS LAEVIS (Studíes on tRNA Processing in X .laevis 
oocytes) S ila r í ,A . ,  y A llende,J.E ,; Dpto.Bioquímica, 
Facultad de Medfe ina(Norte) , Universidad de. Chile.

Todos los RNA de eucariontes sufren modificaciones post 
transcripcfonales que tienen importancia en la  estruc-” 
tu ra y función de estas macromoléculas y que implican 
instancias de posible regulación de la  expresión géníca 
ce lu la r. Nuestro trabajo  se ha concentrado sobre dos 
reacciones de procesamiento del tRNA en oocitos de 
X . la e v is , la reparación del term inal CCA en la posición 
3' por medio de la  tRNA nuc leo tid il transferasa y la 
metüación de las bases nucleotídicas por la  tRNA 
rneti! transferasa. Avanzando eñ e l trabajo ya presen
tado- só b re la  tRNAnúc leotid ff transferasa, se ha 
estudiado la ubicación ce lu la r de esta enzima logrando 
determinar que los núcleos de oocitos contienen a lre 
dedor del k0% de la  actividad estando el resto en el 
citoplasma. Las enzimas de ambos compartimentos tienen 
s im ila r comportamiento cromatográfico y dependencia 
del pH del medio. Estudios sobre la  metilación de tRNA 
se realizaron u tilizando  (3h) S-adenos i 1-met ion ina y 
tRNA de E .co li. Se han logrado caracte riza r por cro
matografía en DEAE-celulosa tres fracciones que se 
diferencian además por su respuesta a la  espermidina 
por sus pesos moleculares y por su especificidad de 
sustrato. Mediciones en extractos de núcleos aislados 
demuestran que este organelo tiene una tRNA metí lasa 
que se activa 8-10 veces por la  adición de 1 mM esper
midina en lo que se diferencia de la  enzima cítoplas- 
mática que es inhibida por esta poliamina.
Auspiciado por: OEA, Universidad de Chile, Fundación 
Ford y fNUD/Unesco proyecto RLA 78/021*.

BIOSSÍNTESIS Y PROCESAMIENTO DE COLAGENO EN FIBROBLAS 
TOS DE EMBRIONES DE COBAYO (Biosynthesis and Proces
sing o f  ooílagen in  guinea pig errbryo fib ro b la s ts ).
S» Sonoharaa G.M. Machado-Sanielli3 H.F.Andrade J r .3 Y 
R. Brentani. Laboratorio le  Oncología Experimental da 
Fac. Medicina da Univ. Sao Paulo e Fundagáo Centro de 
Pesquisas em Oncología -  Sao Paulo -  B rasil.
Colágeno después de sin tetizado  es secretado por fibzo_ 
blastos en e l medio de cu ltivo  bajo forma de una molé
cula precursora majort e l procolágeno. Este es hidroli_ 
zade en sus dos extremidades por proteasas especificas 
de lo que resultan dos cadenas proteicas maduras3
y a 2-
Tal processo ha sido estudiado em cu ltivos primarios 
de fibroblastos de embriones de cobayo después de la 
incorporación de prolina-ZH en diferentes intervalos  
de tiempo. El medio conteniendo las moléculas de proco_ 
lágeno radioactivas fue transferido para un cultivo  
equivalente conteniendo exceso de prolina no radioacti 
va» Además del aná lis is  del procesamiento de las molé
culas secretadas del procolageno, se estudió tambiem 
e l procesamiento de esas moléculas en la oamada celu
lar» Los produtos de estos experimentos fueram analisa  
dos en géles de SDS-poliacrilamida y fluorografía don
de se observó la presencia de por lo menos 6 bandas 
correspondientes a los d iferentes precursores. En los 
experimentos de "ohase" com prolina no radioactiva se 
observo una reducción quarititativa de los precursores 
con e l  correspondiente acumulo de los productos fin a 
les o- 1 y ci 2.
La interpretación de estos datos ponen de re lieve  que 
no existe  un orden preferencial de acción de las pep- 
tidasa3 de procolágeno sobre los pept'ídeos fin a le s . /

RITMO CIRCADIANO DE LA CETOGENESIS EN HIGADO 
DE RATA. ( C i r c a d ia n  Rhythm f o r  c e t o g e n e s i s  i n  
r a t  l i v e r ) .  S o u z a , B .C . d e , W a jn b e rg , S . ,  Gon 
q a l v e z ,  E . ,  P e r r y ,  M .L .S . e  D ic k , T . D e p a r ta 
m en to  d e  B io q u ím ic a , U n iv e r s id a d e  F e d e r a l  do 
R io  G ran d e  do  S u l ,  B r a s i l .

A lfcino  r a t s  k e p t  a t  20°c room  te m p e r a tu  
r e ,  on a  12 h s / l i g h t / d a r k  c y c l e  an d  on an  Mad 
l i b i t u m "  fe e d in c r  s c h e d u le  p r e s e n t  c i r c a d i a n  
v a r i a t i o n s  o f  t h e i r  f r e e  f a t t y  a c id  (FFA) 
b lo o d  l e v e l s  and  o f  t h e i r  h e p a t i c  g ly c o g e n  
c o n t e n t .  The p o s s i b i l i t y  o f  a  sy n c h ro u n o u s  v a  
r i a t i o n  o f  t h e  m e ta b o lis m  o f  k e to g e n ic  b o d ie s  
(KB), w as i n v e s t i g a t e d  b y  m e a s u r in g  t h e  f o l i o  

w in g  p a r a m e te r s :  KB b lo o d  l e v e l s  ( e v e ry  6 h s)  , 
g ly c e m ia ,  k e to g e n ic  a c t i v i t y  o f  l i v e r  hom oge
n a t e s  ( i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p a l r a i t a t e ,  ATP and 
CoA ), FFA b lo o d  l e v e l s  and  h e p a t i c  g ly c o g e n  
c o n t e n t  ( e v e ry  3 h s ) .

H e p a t ic  g ly c o g e n  l e v e l s  w e re  h i g h e s t  a t  
9 :0 0  AM an d  lo w e s t  a t  9 :0 0  PM, an d  FFA b lo o d  
l e v e l s  p r e s e n t e d  an  o p p o s i t e  v a r i a t i o n .  G ly 
c em ia  a t t a i n e d  a  maximum a t  1 2 :0 0  PM and  a 
minimum a t  1 2 :0 0  Ail, B lo o d  KB l e v e l s  p r e s e n 
t e d  an  i n v e r s e  v a r i a t i o n .  K e to g e n ic  a c t i v i t y  
o f  l i v e r  h o m o g en a te s  h ad  a  b i p h a s i c  v a r i a t i o n  
w i th  p e a k s  a t  6 :0 0  AM and  6 :0 0  PM an d  m in i -  
muns a t  1 2 :0 0  PM an d  b e tw e e n  9 :0 0  and  12:00AM

T h e r e f o r e ,  we w ere  a b l e  t o  d e t e c t  c i r c a  
d i a n  c o r r e l a t i o n s  b e tw e e n  h e p a t i c  g ly c o g e n  
and  b lo o d  FFA l e v e l s  on o n e  h a n d , an d  b e tw e e n  
l i v e r  k e t o a e n i c  a c t i v i t y  and  b lo o d  g lu c o s e  
and  KB l e v e l s  on t h e  o t h e r .
S u p p o r te d  by  PROPESP-urRGS, B r a z i l
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CARACTERISTICAS DE LA SINTESIS DE RNA EN VI
RUS VACUNA. (Properties of RNA synthesis on 
Vaccinia virus). Soencer.E«* y Htirwitz. J.+ 
INTA.Universidad de Chile«, Albert Einstein 
College of Med. Yeshiva University+.
Virus vacuna purificado tiene la propiedad 

de transcribir RNA nin vitro" en presencia de 
ribonucleotidos trifosfato, Mg+ y DTT. El RNA 
producido tiene "cap" y es poliadenilado. La 
síntesis de RNA depende de la hidrólisis de 
ATP a ADP y P parece estar relacionada con la 
elongación del RNA y no con su iniciación, co 
no ha sido informado anteriormente* Se estu
dió la relación entre la síntesis de RNA y la 
acción de dos fosfohidrolasas dependientes de 
RNA que tienen capacidad de desestabilizar 
DNA, formando DNA de simple hebra a partir de 
DNA nativo.
Las enzimas (RNA polimerasa y las fosfohi

drolasas) fueron purificadas. La RNA polímera 
sa tiene propiedades semejantes a algunas RNA 
polimerasas de eucariontes. Solo usa como tem 
piado DNA de simple hebra o formas "super he- 
lical" de plasmidio PMB 9 o DNA QFI de phago 
¿ x 174. El efecto de otras enzimas de virus vacuna en la actividad de la RNA polimerasa 
sobre preparaciones de cromatina viral,sugie
re que la transcripción requiere de otros fac 
tores proteicos.

"B1 OS INTESIS Y TRANSFERENCIA DE OLIGOSACARI DOS UNIDOS 
A ASPARAGI NA EN LAS GLICOPROTEI ÑAS". (B¡osynthes i s and 
transfer of asparagine-1ínked oligosaccharídes). Stane- 
loni, R.J., Ugalde, R.A. y Leloir, L.F. Instituto de 
Investigaciones Bioquímicas "Fundación Campomar" y Fa
cultad de Ciencias Exactas y Naturales, Obligado 2490, 
1428 Buenos Aries.

Estudios previos han demostrado que los microsomas de 
hígado catalizan la síntesis de un do!¡col difosfato- 
oligosacirido que contiene 2 acety1g 1ucosami ñas, 9 ma
ñosas y 1-3 glucosas. Este ol ígosacárido es transfe
rido en block a un polipéptido y luego procesado para 
dar lugar a la formación de los diversos sacáridos que 
se encuentran unidos a asparagina en las glicoproteí- 
nas. Se ha desarrollado un sistema para cromatografía 
en papel que permite separar los oligosacár¡dos con 
3, 2 y 1 glucosas. Con este procedimiento se ha po
dido establecer que solo el dolico! difosfato oligosa- 
cárído que contiene las tres glucosas sirve como dador 
para la transferencia a proteína. Además se comprobó 
que en la biosíntesis del olígosacari do las tres glu
cosas se adicionan usando dol¡colfosfato-g!ucosa como 
dador. También se ha estudiado la acción de las glu- 
cosidasas específicas que hidrolizan las glucosas in
mediatamente después de la transferencia a proteína.

CINETICA DEL TRANSPORTE DE L-LEUCINA EN LEVADURAS. 
(Kinetics of L-[^C | leucine transport in yeasts) . 
Stoppani, A.O.M. , Ramos, E.H. , Conches de Bongioanni, 
L. Instituto de Química Biológica, Facultad de Medi
cina, Universidad de Buenos Aires.

La cinética del transporte de L- ^cjleucina en 
levaduras (Saccharomyces cerevisiae y S. ellipsoideus) 
involucra dos sistemas (S-l y S-2) caracterizados por 
los parámetros cinéticos Kj j , Kj. 2 » ^  y ¿ 2 * ^“1 es 
un sistema de a lta  afinidad y baja velocidad mientras 
que S-2 es un sistema de baja afinidad y a lta  veloci
dad. Los coeficientes cinéticos secundarios derivados 
de K<j> y J_ muestran valores compatibles con la opera
ción de un doble sistema de transporte. Cuando se 
aumenta la carga de energía metabólica celular por 
preincubación con glucosa, disminuye K«p 2 Pero J£t 1 no 
varía. La activación metabólica aumenta  ̂ y J_2 aPro~ 
ximadamente 10 veces y entonces J_2 - —̂1 * Con l evaóu- 
ra metabolicamente activa y concentraciones de 
L-jl^cjleucina <0.01 mM, la entrada se produce por 
S-l mientras que con concentraciones > 1.0 mM la en
trada se produce por S-2, de manera que S-l y S-2 no 
suman sus actividades. Ambos sistemas son concentrati- 
vos. Los inhibidores de la  ATPasa de la membrana(DCCD, 
etc) inhiben a S-l (no a S-2) mientras que los ionofo- 
ros inhiben ambos sistemas. Durante el período in ic ia l 
de entrada, se observa una fase de cinética muy rápida 
(“entrada inicial") seguida por el estado estacionario 
Con levadura ayunada y concentraciones a ltas de 
L-[l^c|leucina, la "entrada in icial" incide sobre el 
valor de las constantes cinéticas interfiriendo con la 
interpretación del mecanismo de operación de S-l y 
S-2.

ESTRUCTURA MOLECULAR DEL F0SF0LIPID0 DML COMO MODELO 
DE MEMBRANAS. (Molecular structure of the phospholioid 
DML as a model for membranes).
Suwalsky,M.- Departamento de Polímeros, Instituto de 
Química, Universidad de Concepción.

Los fosfolípidos son los principales constituyen
tes de las membranas biológicas y determinan su natura 
leza de bicapa.

La estructura molecular de la dimiristoil-lecitina 
(DML)fue estudiada por difracción de ravos X. Muestras 
orientadas fueron analizadas en función del grado de 
hidratación a una temperatura constante (21°C ± 2°C).

Las moléculas del fosfolípido presentan una estruc 
tura de bicapa y cambian de conformación y modo de em
paquetamiento según el grado de hidratación. Con un 
bajo contenido de agua las moléculas presentan las ca
denas hidrofóbicas totalmente extendidas y paralelas 
entre sí, mientras que los grupos polares fosforilco- 
1 i na están inclinados casi perpendicularmente originan 
dose con las moléculas un sistema de atracciones elec
trostáticas que estabilizan la estructura. La celda u- 
nitaria es ortorómbica, con â = 54.8 A(que corresponde 
al ancho dé la bicapa), b = 8.64 ! y c = 9.88 A (sena- 
ración lateral de las moTéculas). A medida que aumen
ta gradualmente la hidratación los grupos fosforilcoli 
na tienden a abrirse, lo que eventualmente conduce a 
la ruptura de las uniones electrostáticas y, consecuen 
temente, al desorden molecular. A una hidratación má
xima las moléculas se encuentran totalmente extendidas 
En este estado, el ancho de la bicapa es de 64 a. Los 
cambios descritos son reversibles.
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FORMAS MOLECULARES INTERCONVERTIBLES DE FOSFODIESTERASA 
DE NUCLEOTIDOS CICLICOS EN GLOBULOS ROJOS, (intercon
ve rt ib le  molecular forms of cycl¡c-nucleotíde phospho" 
diesterase in red blood ce lls ).
T e lle z-i ñon, M.T. and Torres. H.N.
in s titu to  de Investigaciones Bioquímicas - Fundación 
Campomar. Obligado 2A9O - 1A28 Buenos Aires -Argentina.

El sistema soluble de fosfodiesterasa de glóbulos 
rojos tiene capacidad para h id ro liz a r cAMP y cGMP cuan
do se rea lizan los ensayos a bajas concentraciones del 
nucleótido c íc lico .

La purificación parcial de los extractos por f i l t r a 
ción en Bio-gel A 1.5m mostró la presencia de dos a c ti
vidades enzimátícas con capacidad de h íd ro liz a r cAMP.
La actividad asociada al componente de peso molecular 
mayor tiene actividad h id ro lít ic a  sobre cGMP. Por lo 
contrario  la actividad asociada al componente de menor 
peso molecular no h id ro liza  a este nucleótido. La re
cromatografía de la fracción de mayor peso molecular en 
el mismo sistema» muestra la formación de un componente 
de bajo peso molecular sin capacidad para h id ro liz a r 
cGMP, mientras la recromatografía de la fracción de ba
jo  peso molecular genera un componente de a lto  peso mo
lecu la r con capacidad para h id ro liz a r ambos nucleótídos.

Estos resultados sugieren qje el estado de agrega
ción de la enzima determina su especificidad por el 
nucleót ido c íc lico .

GLICOPROTEINAS DEL PLASMA SEM INAL H UM ANO  

Glycoproteins from Human seminal plasma

Tortoreíla, H .-Opio.Bioquímica. Inst. Biociencias, UFRGS. 

P.A legre. RGS. Brasil. Becario de CAPES.

M azzin i, M .N . y Cerezo, S .A .-Opto. Quím ica Orgánica 

Fac. Ciencias Exactas y Naturales - UBA - Argentina.

El estudio de las macromoléculas de plasma seminal huma

no puede aportar datos sobre problemas de in fe rtilidad .A lgu

nas glicoproteínas del plasma tienen oligosacóridos con uni

dades terminales no reductoras con configuración O^-D-glu- 

co oO¿--D-mano u otras esféricamente relacionadas. Se frac 

cionó el plasma seminal humano dializado usando Concana- 

valina A-Sepharose 4B.

Se separan! I- moléculas que no interaccionan con Con A,

II- que ¡nteraccionan débilmente y

I I I- que interaccionan fuertemente.

Cada uno de estos tipos se dividió en fracciones de acuerdo 

al diagrama de elución.El estudio de estas fracciones indicó« 

a- Las macromoléculas de tipo II y t il son glicoproteínas .

La fracción de la clase I estudiada posteriormente también 

es una glicoproteína. Es notable la ausencia de proteínas, 

b- Son glicoproteínas de bajo peso molecular y tendencia a 

la agregación.

c- La composición en aminoácidos varía para todas las frac

ciones y subfracciones obtenidas de las mismas, 

d- Los hidratos de carbono están formados casi exclusiva

mente por hexosas y contienen cantidades menores de hexo- 

saminas y ácido siálico.

C AfiACTERIZACION DE DNA POLIMERASA DE PSEUDOMONA 
BAL-3 1 • (C haracterization of a DNA polymerase 
from Pseudomonas BAL-31). Valdés, F .J . .  Vicuña. 
J . f í ., Medina. M. A. y Yudelevich, A.- Labórate^ 
rio  de Bioquímica, Departamento de Biología Celu 
la r ,  Universidad Católica de C hile.-

Hemos detectado y purificado a homogeneidad 
a p a r t ir  de Pseudomona marina BAL-31, una DNA p£ 
limerasa DNA dependiente. La preparación fina l 
muestra niveles muy bajos de actividad exonucleo 
l í t i c a  y se encuentra lib re  de actividad endonu- 
c le o l í t ic a . Por centrifugación en gradientes de 
g lice ro l se estimó para esta  e.nzima un peso mole 
cular nativo de 110.000 d. En geles de acrilami_ 
da en condiciones dénaturantes la  polimerasa mi
gra como un solo polipéptido cuyo peso molecular 
es de 103.000 d. Como todas la s  demás DNA po li- 
merasas, esta  enzima requiere un metal divalente 
para su acción c a ta l í t ic a .  2 ^ste requerimiento 
es satisfecho por Mg o Mn en concentraciones 
cercanas a 1mM. Cationes monovalentes muestran 
un efecto inh ib ito rio  a concentraciones sobre 
50mM. Esta enzima es sim ilar a la  DNA polimera 
sa I de E .co li en algunas propiedades como peso 
molecular, re s is ten c ia  a N-etilmaleimida y capa 
cidad para extender un polinucleotido de. una h£ 
bra en ausencia de proteínas aux ilia res .
Financiado por DIÏÏC.-

CAMBIOS EN DA ACTIVIDAD DE SISTEMAS PROTEC
TORES DE LA LIPOPEROXIDACION EN DESNUTRICION 
EXPERIMENTAL. (Changas in  th e  a c t i v i t y  o f 
p ro te c t iv e  system  a g a in s t  l ip o p e ro x id a t io n  in  
e x p e r im e n ta l m a ln u t r i t io n ) . Va lenzue la#  A . , 
Hoffman# J . # Fernández# N. y Guerra# R. INTA. 
U n iv e rs id a d  de C h ile .

La lip o p e ro x id a c ió n  es in ic ia d a  p o r lo s  r a 
d ic a le s  l ib r e s  d e l o x íg eno : sup e ró x id o  e h i-
d r o x i lo .  Muchas enzimas generan e s to s  ra d ic a 
le s  expon iendo a la  c é lu la  a la  l ip o p e ro x id a -  
c ió n . Las enzimas sup e ró x id o  d ism utasa  (SOD), 
c a ta la s a  (CAT) y g lu t a t io n  p e ro x id a sa  (GSB-Px) 
p a r t ic ip a r ía n  en la  p ro te c c ió n  de la  c é lu la  
c o n tra  e s te  daño. SOD y  CAT fo rm a ría n  un s i s 
tema a n t io x id a n te  y GSH-Px un s is tem a  d e s to x i-  
f ic a d o r .  En la  d e s n u t r ic ió n  se p roducen a l t e 
ra c io n e s  en la  e s t ru c tu ra  y fu n c ió n  de lo s  
g ló b u lo s  ro jo s  que e s ta r ía n  re la c io n a d a s  con 
fenómenos l ip o p e r o x id a t iv o s . U t i l iz a n d o  es
te  modelo se e s tu d ió  e l  cambio de a c t iv id a d  
de la s  enzimas SOD# CAT y GSttPx y lo s  n iv e le s  
de lip o p e ro x id a c ió n  en g ló b u lo s  ro jo s .  Se ob
se rvó  que la  d e s n u t r ic ió n  d ism inuye  la  a c t i 
v id ad  de CAT y aumenta la  de GSBPx y lo s  n i 
v e le s  de l ip o p e ro x id a c ió n .  La b a ja  a c t iv id a d  
de CAT f a c i l i t a r í a  la  l ip o p e ro x id a c ió n  a l  d i  s- 
m in u ir  e l  e fe c to  a n t io x id a n te  d e l s is tem a  
SOD-CAT. E l  aumento de GSBPx s e r ía  una re s 
pues ta  a d a p ta t iv a  a l  aumento de la  l ip o p e ro 
x id a c ió n .
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REGULACION DE LA AROMATIZACION TESTICULAR POR 
LH. (LH regulation of testicular aromatiza - 
tion). Valladares.L.* y Payne.Anita*. INTA. 
Universidad de Chile*. Reproductive Endocri
nology Program,Dept. Ob-Gyn. and Biological 
Chemistry. The University of Michigan, Ann 
Arbor, Michigan 48109+.
No se conoce bien el sitio intra testicular 

de síntesis de estrógenos y cuál es la gonado 
trofina qüe regula la aromatización testicu
lar.
En este estudio se demuestra que el trata

miento IN VIVO de ratas adultas con hCG por ó 
días induce aromatización de testosterona (T) 
en homogenizado testicular,cuando este se in
cuba con T tritiada. No se pudo detectar pre
sencia de Ei~h3 o E2~h3 en ratas tratadas con 
FSU. Pero, en aquellas inyectadas con hCG se 
producen 238 pg de E2-H3 por testículo. No se 
obtiene Ei-h3» En homogenizados de tejido in
tersticial y de tdbulo seminíferos de ratas 
tratadas con hCG, solo el primero es capaz de 
producir E2-h3 a partir de T-h3. Experimentos 
realizados en células de Leydig purificadas 
por gradiente de Metrizaraida demuestran que la 
aromatización de T—h3 a E2-H3 puede ser esti
mulado por hCG IN VITRO.

AISLAMIENTO Y SECUENCIA DE BASES DE LOS GENES PARA 
tRNA eu DE LEVADURAS. ( I s jla tio n  and nucleotide 
sequence o'1' the yeast tRNA genes). Venegas, A. , 
Quiroga, M. , Zaldívar, J . .y  Valenzuela, P.-  Labo
ra to rio  de Bioquímica, Depto. de Biología Celular, 
Universidad C atólica, Santiago.-

A p a r t ir  de un banco genético de bOO colonias* 
conteniendo plasmidios rec-ombinantes con genes de 
tRNA de levaduras se detectaron 14 clones diferen
te s  c^e dieroj^señal positiva  por h ibridización 
con ''i-tRNA 3 de levaduras. El peso molecular 
de los in sertos de DNA de levaduras varió entre 
2.1+5 x 10 y x 10 daltons. Uno de los clones, 
PYLT18, se analizo eij^detalle .

El gen para tRNA1- se localizó  en base a mapa 
f ís ic o , usando d iferen tes enzimas de re s tr ic c ió n  y 
posterio r h ibrid ización de los fragmentos^con 
tRNA 3 . La presencia del gen para tRNAx 3 se 
confirmó por an á lis is  de secuencia de DNA mediante 
e l método químico de Maxam y G ilbert.

La región nucleotíd ica que codifica^gara este 
gen no es co lineal con aquella del tRNA 3» Un 
in tron de 33 pares de bases interrumpe la  secuen
c ia  codificadora del DNA (en sentido 3 ’— 5 ’ ) jus
to una base después de la  región que codifica para 
e l anticodon. En base a estos resultados hemos 
postulado uijta estructu ra  secundaria para el precur 
sor de tRNA 3 en la  cual e l brazo del anticodon 
se extiende con la  formación de pares entre bases 
del anticodon y bases de la  secuencia in tercalada.

Resultados prelim inares del an á lis is  del mapa 
fís ico  de otro clon sugieren que ^a^longitud de 
los intrones de los genes de tRNA puede ser va
riab le  y sin  embargo, las secuencias vecinas al 
gen parecen conservarse sin  grandes variaciones.

FUNCTIONAL PROPERTIES OF TWO CATFISH HAEMOGLOBINS 
FROM AMAZON RIVER. -  Vieira,H.F., Vieira,M.L.C., Por~ 
tus,M.L.G. , and Focesi,Jr.A. - U.F.C., INPA and Depto 
Bioquim.»IB -  UNICAMP - Brazil.

Several fish species are generically polymor- 
phic at their haemoglobin loci, and the biological si£ 
nificance of this heterogeinity is not ascertained.To 
study such as phenomenon! two fish species from the sa
me family (DORADIDAE) were chosen: i) Oxydoras sp a 
slow-swimming, botton dwelling fish which lives in 
Amazon River deeper-water and presents a single haemo
globin, and i i )  Megalodoras sp with same characteris
tic  but that lives in shoreline areas of the river 
and has 4 haemoglobins.

The oxygen binding equilibrium curves from the 
haemolysate of the fishes showed the following: Oxydo
ras sp haemolysate presented oxygen affin ity  constant 
in the stripped form at pH 7 of abount P50 ■ 0.36 Torr 
and small increase with the pH (Bohr effect -  -0.14) 
whereas Megalodoras sp present P50 ■ 0.33 Torr at pH 
7 and Bohr effect even lower of -0.03. In the presen
ce of ATP the P^q values become 1.58 Torr and 0.67 
Torr at the same pH and the Bohr effect -0.60 and 
-0.42 of Oxydoras sp and Megalodoras sp respectively.

The findings suggest that the oxygen disposal 
and the metabolic activity  of the fishes should play 
an important role in the functional properties of the 
haemoglobin.

Supported by FAPESP, CAPES.

EVIDENCIAS PRELIMINARES DE LA EXISTENCIA DE 3 
NADH DESHIDROGENASAS EN MITOCONDRIA DE PHASEO_ 
LI® VULGARIS. ( P r e l im in a r y  e v id e n c e  o f  t h r e e  
NADH d e s h y d ro g e n a s e s  i n  P h a s e o lu s  v u l g a r i s  m i- 
t o c h o n d r i a s ) .  V i l l a ,  C . ,  V ega, P . O e s t r e i c h e r ,  
G . D ep . de B io q u ím ic a , F a c u l t a d  de  M e d ic in a ,
U. de  C h i l e .

E s tu d io s  e n  m i to c o n d r ia s  de  p h a s e o lu s  v u l  
g a r i s  h a n  e v id e n c ia d o  l a  e x i s t e n c i a  de  d o s 
NADH d e s h id r o g e n a s a s  u b ic a d a s  a ambos la d o s  de 
l a  m em brana m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a .  La a c t i v i d a d  
e n z im à t ic a  s e  m id ió  p o r  e l  m etodo  d e l  f e r r i c i a  
n u ro  y  NADH c i to c r o m o  c  r e d u c t a s a  t a n t o  e n  m i
to c o n d r i a s  i n t a c t a s  como s o n i c a d a s .

En m i to c o n d r ia s  i n t a c t a s  l o s  pH ó p tim o s  
f u e r o n  6 .9  y  $ 4, e n  cam b io  e n  l a s  s o n ic a d a s  
l o s  pH ó p tim o s  f u e r o n  6 ,9 ,  7 ,8  y  8 , 4 .

La s e p a r a c ió n  de  l a s  m em branas m ito c o n -  
d r i a l e s  p e r m i te  o b t e n e r  una f r a c c i ó n  s o l u b l e ,  
una f r a c c i ó n  l i v i a n a  de  m em brana e x t e r n a  y  una 
f r a c c i ó n  p e s a d a  de  v e s í c u l a s  de  m em brana in ta ^ .  
na c u y o s  pH ó p tim o s  s o n  6 ,9 ,  8 ,4  y  7 ,8  r e s p e c -  
t i v a m e n t è .  La a c t i v i d a d  e n z im a t ic a  pH 6 .9  e s  
i n s e n s i b l e  a r o te n o n a  y  l a s  a c t i v i d a d e s  a pH 
7 ,8  y  8 ,4  s o n  s e n s i b l e s  a  r o t e n o n a .

F in a n c ia d o  p o r  p r o y e c to  N °B -629 791 de  l a  
O f ic in a  de  D e s a r r o l l o  C i e n t í f i c o ,  A r t í s t i c o  y  
de C o o p e ra c ió n  I n t e r n a c i o n a l ,  U n iv e r s id a d  de 

C h i l e .  E l  p o r o to  p h a s e o lu s  v u l g a r i s  v a r i e d a d  
a p o lo  fu e  p r o p o rc io n a d o  p o r  l a  e s t a c i ó n  E x p e r i  
m e n ta l  d e  l a  P l a t i n a .  INIAP M i n i s t .  A g r i c u l t .
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AISLAMIENTO Y ANALISIS MOLECULAR DE LOS GENES DE 
tRNAa r® DE LEVADURAS. ^ Is o la t io n  and m o lecu la r 
a n a ly s is  o f yeast tRNA ® genes). V illa n u e v a , J . , 
Venegas, A. , Yude levich , A. y  V a lenzue la , P.- 
Departamento de B io lo g ía  C e lu la r, Lab o ra to rio  de 
B ioquím ica, U n ive rs id ad  C a tó lic a  de C h ile .-

Una co lecc ión de 3*700 c lones b ac te rianos  
(E .c o li) que contienen p lasm id io s recom binantes 
con segmentos de DNA de le vadu ras (S .c e re v is ia e ) 
han sido  ana lizados por la  p resenc ia  de genes de 
tRNA. A p a r t ir  de éstos, usando la  té c n ic a  de 
h ib rid iz a c ió n  en co lon i^^hem os a is la d o  19 c lo 
nes que h ib r id iz a n  con I-tRNA31*®. Los plasmi^ 
d ios h íb rid o s  de cada una de estas co lo n ias fue
ron a is lad o s  y ana lizados con endqnucleasas de 
re s tric c ió n  e h ib rid iz a c ió n  con "i- tR N A  .
Los re su lta d o s  in d ican  que hay 6 fragm entos dife^ 
re n te s  de DNA de levadu ras que poseen genes de 
tRNA33̂ ®.^ Estos poseen un tamaño que v a ría  en tre  
5 ,^  x  10 y  10 x  106 d a lto n s . Uno de estos genes, 
lo c a liz a d o  en un fragm ento EcoRy de 2 ,5  x  10° dal̂  
tons ha sido  ana lizado  en d e ta lle . E l gen de 
tRNA31*® ha sido  lo c a liz a d o  en un fragm ento de 300 
pares de bases obtenido por d ig e s tió n  con la  en z i 
ma A lu  I .  Este segmento se ha a is la d o  en forma 
p re p a ra tiv a  por e le c tro fo re s is  en g e les de agaro 
sa. E l a n á lis is  de su secuencia de bases está  
en progreso.

Financiado por DIUC y N IH .

SECRECION DE HSH DURANTE LA PSEUDOPRENEZ EN LA RATA. (HSH secretion during pseudopregnancy ¡n the rat). Volosin, M. y Celis, H.E. Institû  to de Investigaciones Médica H. y H. Ferreyra. Córdoba, Argentina.La función fisiológica de las me 1anotrofinas (HSH).en los mamíferos permanece aun sin dilucidarse..Ha sido demostrado que HSH sufre variaciones durante el ciclo sexual y preñez. El presente trabaj-o se realizó con el fin de cono ccr el perfil de secreción de HSH durante la pseudopreñez(PSP) Esta se induce por estimulación vaginal (EV) en la mañana del estro (día 0 de PSP) y se determinan los valores de HSH en suero y el contenido en hipófisis durante las 2 k hrs. posteriores a la estimulación vagj_ nal y en los días 1,2#A#6f8f10,12 y 14 de PSP. Se. dosa el HSH por medio de un ensayo biológico, utilizando un a-HSH sintético como standard. Una hora después de la EV el HSH en suero se encuentra aumentado con respecto a los controles. Durante el curso de la PSP el HSH presenta, en los días y horarios estudiados, una variación cíclica, tanto en suero como en hipófisis, con dos picos uno diurno y otro noc turno. Estas observaciones dan la posibilidad de que el HSH esté involucrado de algún modo en la PSP. El perfil de variaciones de HSH durante los días estudiados es muy similar al ob_ servado por otros autores para prolactina con la diferencia que los picos de HSH son anterio res a los de esta. Se propone un mecanismo por el cual el HSH estaría involucrado junto con prolactina en la mantención de la PSP.

RELACION ENTRE TRANSPORTE ACTIVO DE AMINOACIDOS Y 
SISTEMAS DE ENERGIA ACOPLADOS EN LEVADURAS. (The re 
la tio n sh ip  between ac tive  amino acid transpo rt and 
energy coupling systems in  yeasts). Va ine r, S.R. y 
Ramos, E.H. In s titu to  de Química B io lóg ica, Facultad 
de Medicina, Universidad de Buenos A ires .

En levadura Saccharomvces carlsberggnsis, cepa 
s ilv e s tre , con baja y a lta  carga energética, la  en tra
da de L- [14C ¡ leucina es mediada por dos sistemas de 
transporte  de acuerdo a lo s  parámetros c iné ticos me
didos. En su mutante citop lasm atica (rho-) lo s dos 
sistemas de transporte pueden ser determinados en con
diciones de a lta  carga energética.

En la  cepa s ilv e s tre  e l consumo de D-glucosa per
m ite un transporte  concentrativo de l aminoácido. E l 
propionaldehido perm ite la  entrada contra gradiente  
aun en condiciones de resp irac ión c e lu la r in h ib id a .
En la  mutante e l consumo de D-glucosa perm ite un 
transporte ac tivo  dependiente exclusivamente de ener
g ía citop lasm atica no m itocond ria l.

Los desacoplantes m -c lorofen il hidrazona de l 
cianuro de carbonilo  (CCCP), triflu o rm e to x ife n ilh i-  
drazona de l cianuro de carbonilo (FCCP) 2,4 d in itro -  
feno l (DNP) y pentac lo ro feno l (PCP) inhiben e l trans
porte ac tivo  de L- [l^c j leuc ina  en la s  dos levaduras, 
la  in h ib ic ió n  es mayor sobre la  translocación que so
bre la  entrada muy temprana.

En la s  cé lu las sometidas a l proceso de shock os
mótico se observa una reducción en la  entrada de l 
aminoácido, en ese caso e l aporte energético res idua l 
no es afectado por e l CCCP y e l FCCP y sólo p a rc ia l
mente por e l DNP y e l PCP.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA BETA-LACTAKASA 
EXTRACELULAR DE STREPTOHYCES ANTIBlOTICUS.(Purifica-  
tion and characterization of an ex trace lu la r beta-lac 
tamase of Streptomyces a n tib io ticus) . Zaror, H . I. y 
Garcés,E.-Departamento de Bioquímica, In s titu to  de 
Ciencias Médico-Biológicas,Universidad de Concepción.

Las beta-lactamasas son enzimas que tienen la pro 
piedad de h id ro liz a r la  unión carbamida (C-N) de los 
an tib ió ticos beta-lactámieos y constituyen uno de los 
mecanismos de resistencia de los microorganismos que 
las producen.

Se pu rificó  una beta-lactamasa ex trace lu la r de 
Streptomyces an tib io ticus aislado de suelos de Concej) 
ción. La metódica de purificación comprende:ultrafi 1- 
tración por membrana, precipitac ión por su lfa to  de a- 
monio, f i lt ra c ió n  por sephadex y cromatografía en co
lumna de DEAE-Celulosa.

La enzima se comporta como una proteína globular, 
de bajo peso molecular y de carácter aniónico. Frente 
a diferentes sustratos ensayados, se comporta como pe- 
n ic ilin asa  y como cefalosporinasa con la misma actiyi_ 
dad. Se determinaron las constantes cinéticas para 
bencilpen¡ci 1ina, ampícílina y cefalosporina. Presen
ta un amplío rango de pH óptimo y no requiere la ad i
ción de metales para efectuar su acción. Por otra 
parte, su actividad es inhibida por iones cúpricos y 
ferrosos, por para-cloromercuribenzoato y monoyodo a- 
cetato y por m e tic ilina  y c lo xac ilina .
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