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EFFECTS OF GLUCOCORTICOIDS ON THE 
COMPOSITION AND ARCHITECTURE OF 
THE CELL SURFACE - MEMBRANE -
CYTOSKELETAL SYSTEM IN RAT GLIAL 
CELLS. 
Armelin, Man C. S. & Armelin, Hugo A. 
Universidade de São Paulo, Instituto de 
Química, Departamento de Bioquímica 
- C P . 20780 - São Paulo, Brasil. 

Glucocorticoids have been shown to tran­
siently and partially inhibit proliferation 
of brain glial cells both "in vivo" and "in 
vitro". The mechanism of action of these 
hormones is still poorly understood. C 6 rat 
glioma cell line constitutes a convenient 
model system to study steroid homones' 
mechanism of action. Our approach has 
been to select variants with different res­
ponses to these hormones. One such variant 
(ST1) when subjected to hydrocortisone 
treatment, has been shown to undergo 
reversible phenotypic alteration from the 
transformed to the normal phenotype. The 
analysis of cell surface and cytoskeletal 
elements by indirect immunofluorescence 
showed: a) one important cell surface 
protein—fibronectin—is absent from ST1 
cells' surface but the hormone treatment 
restores an extensive fibronectin meshwork; 
b) at least one cytoskeletal element-microtu-
bules—reorganizes into a radially distri­
buted network in hormone treated cells. 
Therefore, an important part of the phe­
notypic reversion observed in this cell 
system is achieved by modulation of cell 
surface composition and cytoskeletal archi­
tecture. By mutagenesis (MNNG) it has 
been possible to derive morphological va­
riants which allow separation of the gluco­
corticoid effects on the cell surface from 
the effects on cytoskeleton (sponsored by 
FAPEST, CNPQ and UNTP) . 

LARGE VARIABILITY OF LYSINE—RICH HIS-
TONE (Hi) SUBSPECIES: IS THIS A MICRO 
ADJUSTEMENT OF STRUCTURAL AND 
FUNCTIONAL PROPERTIES OF CHRO­
MATIN? 
Burzio, Luis O. Instituto de Bioquímica, 
Facultad de Ciências, Universidad Aus­
tral de Chile, Valdivia, Chile. 

Although the role of the core histone 
( H 2 A , H 2 B, H 3 and H „ ) in maintaining the 

first level of packing of DNA in the 
nucleosome is quite clear, the participation 
of a heterogeneous group of basic protein 
referred to as lysine-rich histone or H, is 
only partially known. 
Three aspects of this problem will be 
discussed: a) Flexibility or limits of H, 
definition, emphasizing the partial overlap­
ping of properties between HMG proteins, 
"Typical" Hi , new variants of Hi ( T H X ) 
related to spermatogenesis, and a special 
group of more basic protein' ( H 5 and H 0 ) ; 
b) Post-synthetic modifications of H, his-
tones (ADP—ribosylation and phosphory­
lation) and their possible role in the organi­
zation of the microfilament; c) Finally, 
the characteristic of human H 0 and the 
hypothetical function of this lysine-rich 
protein in terminal cell differentiation and 
quiescence. 
(Suppor ted by Grant Dl U A C H 
R S - 7 9 - 2 0 ) . 

INVOLVEMENT OF CALCIUM AND CYCLIC 
NUCLEOTIDES IN THE MEIOTIC MATURA­
TION OF AMPHIBIAN OOCYTES. 
Connelly, C; Jedlicki, E.; Orellana, O.; 
Echeverria, M.\ Plaza, M., and Allende, 
J.E. — Departamento de Bioquímica, Fa­
cultad de Medicina, and Departamento de 
Biologia, Facultad de Ciências Básicas y 
Farmacêuticas, Universidad de Chile. Ca­
sula 6671, Santiago 7, Chile. 

Isolated Xenopus laevis oocytes can be 
induced to undergo meiotic maturation by 
treatment with gonadotropins or proges­
terone. Hormone treatment causes a transi­
ent decrease in cAMP levels and a conco­
mitant increase in free calcium ion. 
These phenomena may be related by the 
finding that these cells contain a cyclic 
nucleotide phosphodiesterase that can be 
activated by calmodulin (CaM) and calcium 
ions. This enzyme differs from other cAMP 
phosphodiesterases present in oocytes in 
that it also hydrolyzes cGMP with equal 
efficiency and higher affinity. The acti­
vation of the enzyme with CaM can be 
inhibited by phenothiazine derivatives. The 
CaM activated phosphodiesterase is appa­
rently not active on microinjected sub­
strates as evidenced by the fact that cGMP 
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is hydrolyzed at a very low rate and the in 
vivo hydrolysis of cAMP is not inhibited by 
phenothiazine or stimulated by the micro­
injection of CaM and Ca 2 + 

Supported by Ford Foundation, the Orga­
nization of American States and the Uni­
versity of Chile. 

AMINOACYLATION OF TRANSFER RIBO­
NUCLEIC ACID: FIDELITY, MISCHARGING 
AND PROOFREADING. 
Cramer, F.; von der Haar, F.;and Sten-
bach, H. Max—Planck-Institut für ex-
perimentelle Medizin, A M . Chemie, 
D-3400 Gõttingen, GFR. 

A correct recognition and aminoacylation 
of specific tRNA with the corresponding 
amino acid by aminoacyl—tRNA synthe­
tase is one of the most important prerequi­
sites which determine the accuracy and 
fidelity of the translation of the RNA 
message into a protein sequence. 
tRNA species with an altered C—C—A 
terminus are a versatile tool for investi­
gation of the mechanism of aminoacy­
lation. The properties of native and mo­
dified tRNAs in the correction of misac-
tivation and misacylation have been 
studied. 
Distinction of the amino acids is achieved 
by a two step process and by accurate 
interaction of tRNA and aminoacyl—tRNA 
synthetase. The non-accepting OH of the 
3'—terminus of tRNA causes corrective 
hydrolysis of a misacylated amino acid. 
Every misactivated and proofread amino 
acid consumes one molecule of ATP. 
In the yeast system the overall specificity 
in distinguishing valine and isoleucine is 
about 1 : 180 000. Investigations of mam­
malian systems exhibit a change in the 
proofreading mechanism gaining higher 
specificity. 

STIMULATION OF CELLULAR DNA SYN­
THESIS AND NUCLEOLAR REACTIVATION 
INDUCED BY SV40 DNA FRAGMENTS. 
(Estimulación de síntesis de ADN celular 
y reactivación nucleolar inducida por 
fragmentos de ADN del virus SV40). 
Galanti, N.; Soprano, K.; Jonak, G.;and 

Baserga, R. Departament of Pathology, 
Temple University, Philadelphia Pa. 
19140, USA. 

The product of the SV40 A gene (T 
antigen) induces cellular DNA replication 
in non-permissive cells and reactivation of 
silent rRNA genes in human-mouse hybrid 
cells. 
By manual microinjection, we have in­
troduced SV40 DNA fragments, alone or in 
plasmid, in non-permissive cells and in 
human-mouse hybrid cells. The biological 
activity of these fragments was investigated 
in microinjected cells by incorporation of 
3H—thymidine, by immunofluorescence of 
T antigen and by incorporation of labeled 
uridine into human and mouse rRNA. 
Our combined results show that the in­
formation for stimulation of cellular D N A 
synthesis is coded within a definable 
fragment of SV40 A gene, different from 
the sequence that codes for nucleolar reac­
tivation. 

(This work was done while N.G. was a 
fellow of the John Simon Guggenheim 
Fund). 

STRUCTURED AND TRANSCRIPTION OF 
YEAST tRNA GENES. 
Gonzalez E.; Standring, D.; Villanueva, 
J.; Gómez, L; Bello, A.; Bull P.; Valen-
zuela, P. and Venegas, A. Laboratório de 
Bioquímica, Pontifícia Universidad Cató­
lica de Chile. 

We have isolated and studied several yeast 
tRNA genes. From their structural analysis 
the presence of intervening sequences in 
some of them has been detected. We have 
studied in detail the yeast tRNAP h e gene 
family, finding that all of them are split 
genes. On the other hand, some genes like 
those coding for t R N A a r g and t R N A ™ e t 

do not contain introns. 

In order to obtain further information 
about tRNA biosynthesis we have initiated 
transcription studies using cloned genes and 
HeLa cell-free extracts. Transcription expe­
riments carried out with a cloned tRNA 1! 1 1 

gene suggest that the order of one of the 
events during tRNA maturation, the RNA 
splicing, depends on the in vitro trans­
cription system used. 
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A comparative analysis of several tRNA 
gene, sequences, searching for similarities 
with the "consensus intragenic sequence" 
proposed by Koski for 5 S and tRNA 
genes, has allowed us to detect sequences 
that represent potential intragenic control 
regions in several other tRNA genes. Loo­
king at some initiator t R N A m e t gene se­
quences, differences in these regions can be 
observed. 

The wide occurrence of the intragenic 
control mechanism in eucaryotic genes 
transcribed by RNA polymerase III will be 
discussed. 

Supported by DIUC, U.C. and NSF 
Cooperative Science Programs in Latin 
America. 

MEDIATION OF Ca 2 + RESPONSES BY CALMO­
DULIN. 
Klee, Claude B. Laboratory of Bioche­
mistry, National Cancer Institute, Na­
tional Institutes of Health, Bethesda, 
Maryland, USA. 

The intracellular Ca 2 +-binding protein, 
calmodulin, acts in several different ways as 
a universal receptor for Ca2* acting as a 
second messenger. 
Firstly, the sequential binding of Ca 2 + to 
calmodulin generates stepwise confor­
mational transitions which enable calmodu­
lin to transform quantitative changes in 
Ca 2 + concentrations into qualitatively dif­
ferent cellular responses. Secondly, the 
different Ca 2 + dependent interactions of 
calmodulin with its several protein targets 
also allow calmodulin to effect a kinetic 
regulation of the Ca 2 + signal. In contrast to 
phosphorylase kinase which interacts with 
calmodulin in the absence of Ca 2 + cyclic 
nucleotide phosphodiesterase needs Ca 2 + 

for interaction and for activation and 
exhibits a highly cooperative Ca2+—depend­
ent activation. The fast deactivation of the 
enzyme upon removal of Ca 2 + suggests that 
different degrees of Ca 2 + occupancy may 
be needed for interaction and activation. 
Thirdly, the two second messengers Ca 2 + 

and cAMP are closely linked at the levels of 
phosphorylation of the target proteins, 
regulation of cyclic nucleotide and Ca 2 + 

concentrations and also by virtue of inter­

actions between their two intracellular re­
ceptors: the regulatory subunit of protein 
kinase, and calmodulin. 

BEHAVIOR OF THE tRNA POPULATION 
DURING CELL DIFFERENTIATION AND 
DEVELOPMENT. 
(Comportamiento de la población de 
tRNA durante diferenciación celular y 
desarrollo). 
Krauskopf, Manuel, Instituto de Bioquí­
mica, Facultad de Ciências, Universidad 
Austral de Chile, Valdivia, Chile. 

Many reports have shown that qualitative 
and quantitative changes in the tRNA 
population occur in a number of organisms 
during different developmental and func­
tional stages. This work was undertaken in 
order to asses the involvement of tRNA in 
development and cell differentation in two 
different organisms: Bombyx mori and 
Cyprinus carpio. 

In collaboration with other laboratories we 
have examined the functional adaptation of 
some tRNA isoacceptor species during the 
terminal differentiation of silkgland. We 
have also studied the behavior of the tRNA 
population in the acclimatization process. 
The carp hepatocyte undergoes profound 
morphological changes between the winter 
and summer seasons, which can be associat­
ed to differences in gene expression. The in 
vivo content of several aminoacyl-tRNAs 
decreases significantly during summer, 
where protein synthesis is more active. This 
behavior contrasts with the one observed in 
B. mori where the intracellular level of the 
aminoacyl-tRNAs increases concomitanly 
with the biosynthesis of fibroin. Possible 
interpretations will be discussed. 
(Supported by Grant Dl UACH RSE— 
80-17) . 

MECHANISM OF CONTROL OF ADENYLATE 
CYCLASE BY INHIBITORY RECEPTORS. 
Klee, Werner A. — Laboratory of General 
and Comparative Biochemistry, National 
Institute of Mental Health, Bethesda, 
Maryland, USA. 

Adenylate cyclase is under the control of 
two types of receptors: stimulatory, ones 
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such as |3—adrenergic or glucagon; and 
inhibitory, ones such as a—adrenergic and 
opiate. It has become reasonably clear in 
recent years that stimulatory receptors, 
when coupled to adenylate cyclase, faci­
litate the exchange of GTP for GDP and 
thereby activate the enzyme. The me­
chanism of action of inhibitory receptors 
has, until recently, been much less well 
understood. Receptor mediated inhibition 
of adenylate cyclase has been known to 
require GTP, in common with stimulatory 
receptors, and in addition Na+ as well. We 
have recently found that in neuroblastoma 
x glioma cell hybrid and in brain mem­
branes opiate receptors inhibit adenylate 
cyclase by stimulatory GTP hydrolysis in 
the presence of Na+. Preliminary evidence 
indicates that a—adrenergic receptors share 
this mechanism of action. Thus, inhibitory 
receptors act by stimulating the adenylate 
cyclase turn-off mechanism, whereas stimu­
latory receptors speed up the turn-on 
reaction. 

PROPERTIES AND SPECIFICITY OF THE LOW 
MOLECULAR WEIGHT FORMS OF PHOS-
PHORYLASE PHOSPHATASE ISOLATED 
FROM RABBIT SKELETAL MUSCLE. 
Lee, E.Y.C.; Silberman, S.R., and Gana-
pathi, M.K.— Department of Bioche­
mistry, University of Miami, Florida, 
USA. 

Phosphorylase phosphatase may be isolated 
from skeletal muscle by a procedure in­
volving treatment of extracts with high 
concentrations of ethanol. The enzyme 
subsequently isolated is of low molecular 
weight. In this report we describe the 
purification of two forms of this enzyme to 
homogeneity. Enzyme C—I has a molecular 
weight of 34,000, and enzyme C - I I has a 
molecular weight of 32,500. The specificity 
of both enzymes has been examined. Both 
C—I and C—II will dephosphorylate phos­
phorylase, glycogen synthase, phosphory­
lase kinase, and phosphorylated histone. 
However, there are strong qualitative dif­
ferences. Enzyme C—I has is very active on 
phosphorylase a, whereas C—II has a low 
activity toward this substrate. The dephos-
phorylation of phosphorylase kinase had 

been examined in detail. Enzyme C—I is 
relatively specific for the dephosph'ory-
lation of the beta-subunit, whereas C—II is 
relatively specific for the dephosphory-
lation of the alpha-subunit of phosphory­
lase kinase. 
(Supported by NIH Grant AM 18512 and 
in part by the Florida Heart Association). 

DNA POLYMERASES AND DNA SYNTHESIS 
IN PLANT CELLS. 
( D N A polimerasas y síntesis de DNA en 
células vegetales). 
Litvak, S.; Castroviejo, M.; Tarragó-Lit-
vak, L.; Christophe, L.; Tharaud, D., y 
Hevia-Campos, È. Institut de Biochimie 
Cellulàire du C.N.R.S. 1 rue Camille 
Saint Saêns. 33000 Bordeaux. France. 

The past 8 years have witnessed a rapid rise 
in interest in the DNA-dependent DNA 
polymerases of vertebrates and specially of 
mammalian cells. It is now well stablished 
that animal cells have three different poly­
merases called a (involved in nuclear D N A 
replication), 0 (DNA repair, and y (mito­
chondrial DNA replication). Much less in­
formation is available on plant cell DNA 
polymerases. In this meeting we will discuss 
the following points: 

I. Ungerminated wheat embryos contain 
multiple DNA polymerases called by us A , 
B, C and mitochondrial. 
II . The study of the properties of these 
polymerases, mainly the inhibition by 
specific agents as aphidicolin, ddTTP and 
N-ethylmaleimide suggest very strongly 
that wheat DNA polymerases B and C are 
of the a type and enzyme A of the y type. 
Mitochondrial DNA polymerase from 
wheat embryos has many properties dif-
ferents to those of the animal mitochondrial 
polymerase, thus it is difficult to clasify as a 
7—like D N A polymerase. 

III . The results obtained when studying the 
changes of the wheat enzymes during ger­
mination confirm the similarity between 
wheat DNA polymerase B and animal 
polymerase a. Moreover we will discuss the 
results concerning the antigenic relation­
ship between the plant polymerases. 
Supported by C.N.R.S. and the University 
of Bordeaux II. 
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REGULATORY ROLE OF SODIUM AND PO­
TASSIUM IN ANGIOTENSIN H INDUCED 
STEROIDOGENESIS. 
Marusic. Elisa T. Departamento Fisio-
logía y Biofísica, Universidad de Chile. 

The main factors controlling the activity of 
the adrenal cortex are well documented 
and there are many examples of careful and 
reliable studies of the mechanism by which 
ACTH increases corticol production by the 
zona fasciculata. However, aldosterone bio­
synthesis by the zona glomerulosa is regu­
lated by an intriguing system in which 
several different stimuli are involved: re­
nin-angiotensin, ACTH and potassium ions. 
All these stimuli are affected by sodium 
and potassium states and the purpose of 
this comunication is to summarize studies 
by the author on the inter relationships of 
the various adrenocorticotrophic stimuli by 
an analytical approach of dissecting and 
studying these factors individually in an "in 
vitro" system and comparing with simulta­
neous studies "in vivo". Particularly the 
sensitization phenomena observed during 
sodium depletion will be considered in re­
gard to plasma membrane receptors for 
angiotensin II and to the mitocondrial en­
zymes involved in the late pathway of 
aldosterone biosinthesis. 

LACTOGENESIS REGULATION BY Ca i + AND 
CYCLIC NUCLEOTIDES. 
Sapag-Hagar, M., Departamento de Bio­
química, Facultad de Ciências Básicas y 
Farmacêuticas, Universidad de Chile. 

Cyclic AMP (cAMP) and adenylate cyclase 
( A C ) activity in rat mammary gland (MG) 
are high in pregnancy and low during 
lactation, showing an inverse relationship 
with cyclic GMP (cGMP) levels and cAMP-
phosphodiesterase (PD) activity. We have 
also found that low concentrations of Ca 2 + 

(1 nM) activates AC from MG of pregnant 
rats and that the increase of intracellular 
Ca 2 + in the lactating gland would lead to an 
eventual inhibition of AC, suggesting a 
close relation between Ca 2 + and cAMP in 
which the mutual interaction would cons­
titute a feedback loop. Mammary calmodu­
lin activity increases significantly along the 
lactogenic cycle contributing also to 

explain the increase in, PD activity and the 
low level of cAMP during lactation. Studies 
in explants of rat MG showed that cAMP 
markedly inhibited the synthesis of DNA, 
RNA and fatty acids as well as the activities 
of those enzymes involved in lipogenesis. 
Our results suggest that the opposing action 
of cAMP and cGMP in MG would represent 
a modulatory mechanism for lactogenesis 
and that the high cAMP level before par­
turition plays a negative regulatory role in 
hormonally induced biosynthesis and se­
cretion of the characteristic components of 
milk which would be stimulated with 
cAMP decrease after parturition. 
(Supported by grant Bl 138-8113, Universi­
dad de Chile). 

ADENILATO-CICLASAS DEPENDIENTES DE 
Mri*. (Mn* -dependent adenylate cyclases). 
Torres, H.N.- IIB "Fundación Campo-
mar" - FCEyN - UBA - Obligado 
2490, Buenos Aires, Argentina. 

La primera adenilato-ciclasa dependiente de 
Mrf* fue descubierta en el hongo ascomice-
te Neurospora crassa en este laboratório. 
Enzimas con similares características 
fueron luego descriptas por otros autores 
en Blastocladiella, Saccharomyces, Trypa­
nosoma, Mucor, células germinales de tes­
tículo, espermatozoides, y en una variante 
de células de linfoma S—49. Estas enzimas 
no son estimuladas por fluoruro, o por GTP 
o por toxina colérica. 

En Neurospora el gen cr—1 es responsable 
de la actividad ciclasa. La presencia de AMP 
cíclico en el medio de cultivo produce la 
reversion fenotípica del efecto de mutacio-
nes de dicho gen. 
Las adenilato-ciclasas dependientes de Mri"" 
representan en general un tipo primitivo de 
ciclasa ("protociclasa") carente dei compo­
nente regulatorio que reconoce nucleósidos 
de guanosina. Algunas de estas ciclasas 
pueden obtenerse como formas solubles en 
ausência de detergente, siendo purificables 
por métodos utilizables con enzimas globu-
lares "solubles". 

Determinados tipos de "protociclasa" pue­
den reconocer al componente regulatorio 
de eritrocitos aviarios. Los sistemas recons­
tituídos, heterólogos, presentan propieda-
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des similares a la "holociclasa" de membra­
nas de eucariotes superiores. 

LUTROPIN REGULATION OF STEROIDOGE­
NESIS IN LEYDIG CELLS. 
Valladares, Luis; Ronco, A.M. and Rois-
man, E., Division Ciências Básicas, 
I NT A. Universidad de Chile. 

The regulation of steroidogenesis and tes­
tosterone synthesis in the interstitial cells 
of the testis depends upon the secretion 
and actions of luteinizing hormone ( L H ) 
from the anterior pituitary gland. LH acts 
as the trophic hormone for Leydig Cell 
development and maintenance, and also as 
the acute stimulus for testosterone biosyn­
thesis and secretion. The action of LH and 
the closely related placental hormones, 
human chorionic gonadotropin are me­
diated through high affinity membrane 
receptor wich activate the adenylate cy-
clase-protein kinase enzymatic pathway. 
The precise machanism by- which this phos­
phorylation pathway regulates steroidoge­
nesis has not been clarified, but a major site 
of action during LH stimulation is early in 
the biosynthetic pathway, at the conversion 
of cholesterol to pregnenolone. 
The control of this reaction appears to be 
the predominant mechanism of hormonal 
regulation in all steroidogenic target cells 
during stimulation by the respective 
trophic hormones. In the testis, LH—in­
duced stimulation of androgen synthesis 
depends upon the continuos synthesis of 
protein and RNA during hormone action, 
and the presence of a labile protein is 
necessary for LH stimulation of testoste­
rone secretion. 

(Supported by B-1016-801 Grant. U. de 
Chile). 

THE GENOME OF BACTERIOPHAGE PM2: 
CLONING, RESTRICTION ENDONUCLEASE 
MAP AND ORIGIN OF REPLICATION. 
Urquiaga, I.; Alonso, A.; Valenzuela, P.; 
Venegas, A.; Vicuna, R. and Yudelevich, 

A. Laboratório de Bioquímica, Pontifícia 
Universidad Católica de Chile. 

The entire PM2 genome has been cloned in 
the pBR322 plasmid vector using E. coli as 
a host. The DNA was inserted at the unique 
pBR322 PstI site. The seven fragments 
generated by digestion of PM2 DNA with 
Hindlll have also been separatedly cloned 
at the Hindlll site of pBR322. 

A detailed restriction map of PM2 DNA 
has been obtained, with sites distributed 
throughout the genome. None of several 
restriction enzymes recognizing the se­
quence GATC cleaves PM2 DNA indicating 
that such a sequence is not present in the 
viral DNA. 

Utilization of thymidine—requiring mu­
tants of Alteromonas espejiana BAL 31 as a 
host for infection with bacteriophage PM2 
has enabled us to localize the origin of 
replication of PM2 DNA. In order to synchro­
nize viral DNA replication, thy cells were 
deprived from thymidine and subsequently 
infected with PM2 phage. The addition of a 
pulse of 3H-thymidine or 3 2 P-ortophos-
phoric acid plus unlabeled thymidine 
allowed us to label the origin of replication. 
Subsequent analysis of the labelled DNA 
shows that the origin of replication is lo­
cated in fragment HindIII-4, and that re­
plication is unidirectional. 
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MET I LAC ION DE PROTEÍNAS EN VARIAS ESPÉCIES BACTERIA-
NAS (Protein methylation In several bacterial species) 
Amaro,A_.M._, Mardoncs,E., Toledo,H. y Jerez,C.A.- De­
partamento dV B foquimfca, Facul tad de Medicina Norte, 
Universidad de Chile. 

Algunas proteínas de E. coti son metiladas y a! pa­
recer estas modificaclones son Importantes para las 
funciones que desempefian. Hemos determinado el grado 
de metilaclôn de las proteínas ribosomales y del fac­
tor de elongacíón Tu en distintas espécies de proca-
rtontes para establecer si estas modificaclones post-
traduccíonales son uníversales en Ias bactérias. 

Se utílfzaron EAckvUckia cote, Ba<Utlu& òubtLLU, 
BacULtiiÁ &te.aA.otheAmopkChL& y AtteAomonoÁ z&p&júma 
(bacteria marina), los cuales se crederon en presen­
cia de metfl- 3H-metionína y/o 1- 1 HC-metfonlna. La se-
paraciõn electroforética de Ias proteínas ribosomales 
y la determinación de su metilaclôn se efectuaron como 
en: Mardones,E., Amaro,A.M., and Jerez,CA. 1980, J. 
Bacteriol. 142:355-358. Los amínoacfdos metilados se 
determínaron por cromatografTa después de hídrõlisis 
5cida de Ias proteínas. 

Encontramos que tanto el numero de proteínas ribo­
somales met fiadas como su grado de metilaclôn son muy 
similares en todas Ias espécies estudiadas. Esto su-
gtere que Ias meti lactones de Ias proteínas ribosoma­
les en los procariontes son altamente conservadas y 
pueden, por lo tanto, ser Importantes para su funclõn. 
Por otro lado, bactérias que poseen dos genes para ei 
factor de elongacíón Tu, como E. coJLL, presentan Tu 
metilado. En cambio, en una bacteria con un solo gen 
parsa Tu como el B. òabtÁJLiÂ, este factor no aparece me-
t i lado. 

Financiado por Univ. de Chile, proyecto B.1065.8124. 

EFECTO DE LAS VARIACIONES DEL POTENCIAL DE 
REPOSO SOBRE LA LIBERACION DE P R O S T A G L A N D I N S 
(PGs).(Effect of changes in the membrane po­
tential on the release of prostaglandins). 
Barioolio.S; Lacuara,J.L. Instituto de Fisio-
logía. Fac. C. Médicas. U.N. Cordoba (Republic 
ca Argentina). 

La liberaciõn de PGs a partir de miometrio, y 
el potencial de reposo del mismo, fluctúan du 
rante el ciclo estral y la prefiez. En el pre­
sente trabajo se investigo una posible rela-
ci6n entre ambos parâmetros. Para ello, se in 
cubaron trozos uterinos de rata en estadío de 
estro en 3 diferentes soluciones despolarizan 
tes: medio Krebs P.inger Bicarbçnatõ (KRB)+KC1 
20mM, KRB+procaína, KRB sin Ca y en solu-
ciôn hiperpolarizante (KRB sin K + ) ; se cuanti_ 
ficaron Ias PGs totales liberadas al medio 
por bioensayo. Con el primer grupo se obtuvo 
un notório aumento en el eflujo de estas sus-
tancias respecto a los controles (en KRB) , 
mientras que con soluciõn hiperpolarizante, 
la liberaciõn disminuyó, a cifras menores que 
los mismos; se descarto la posibilidad de que 
la Ü b e r a c i Ó n en KRB-KC1 20mM fuera consecuen 
cia de la hiperosmolaridad o del mayor traba­
jo muscular inducido por KC1, incubando los 
tejidos en KRB-KC1 20mM isotónico y en KRB-
KC1 20mM+papaverina. Los valores obtenidos no 
fueron significativamente diferentes a los an 
teriores. Los resultados sugieren que los cam 
bios en el potencial de reposo o bien en los 
flujos iÓnicos inducidos por dicha alteración 
podrían contribuir al control de la libera­
ciõn de PGs a partir de ütero. 

POLI(ADP-RIBOSA) SINTETASA EN MITOCONDRIAS 
AISLADAS DE TESTÍCULO DE RATA. (Poly(ADP-ri-
bose) synthetase in rat testis mitochondria). 
Burzio.L.O.. Sãez.L.J. y Cornejo.R.- Institu­
to de Bioquímica, Facultad de Ciências, Uni­
versidad Austral de Chile. 

Poli(ADP-ribosa) sintetasa, una enzima lo­
calizada en el núcleo de eucariontes, fue en­
contrada en mitocondrias aisladas de testícu­
lo de rata (actividad específica - 125 a 400 
pmoles de ADP-rib incorporados/mg proteína). 
Similares niveles se encontraron en mitocon-
drias de testículo de toro (283 pmoles/mg 
proteína) y de hamster (147 pmoles/mg proteí­
na) . En contraste, la actividad de esta enzi­
ma es baja (3 pmoles/mg proteína) en mitocon­
drias de hígado, cérebro y espermio de rata. 

La enzima mitocondrial es inhibida por ni-
cotinauida, teofilina y timidina, y ademãs 
requiere DNA para su actividad. Que no es un 
contaminante nuclear, lo demuestran los si-
guientes resultados: a) en mitocondrias puri-
f içadas por sedimentaciõn en gradiente de sa­
ca rosa, la actividad coincide con marcadores 
mitocondriales; b) el Km ap. de la enzima mi­
tocondrial es 21 uM, comparado con un Km ap. 
de 220 pM para la enzima nuclear; c) trata-
miento con digitonina muestra que la enzima 
está en el complejo membrana interna-matriz 
mitocondrial; d) estúdios de desarrollo Ques­
tran que la maxima actividad de la enzima mi­
tocondrial coincide con la apariciõn de ésper 
matoeitos primários en el epitelio germinal.~ 
(Proyecto Dl UACB R S - 7 9 - 2 0 ) . 

PROGESTERONA EN LA "MADURACIÕN DEL OOCITO Y EN 
LA INCUBACION DEL SAPO MARSUPIAL GASTROTHECA 
RIOBAMBAE Y SINTESIS OVARICA DE ESTEROIDES 
(Role of progesterone on oocyte maturation 
and on incubation in the marsupial frog G. 
riobambae and evidence of ovarian steroid syn 
thesis). Campos, M., Merizalde, C , Ruiz, R., 
y del Pino, E.M.- Departamento de Biologia, 
Pontifícia Universidad Católica del Ecuador. 

Progesterona y hCG inducen la maduraciõn 
del oocito in vitro. En Quito los oocitos ma-
duraron 10 horas mas pronto que en Santiago 
de Chile (Lab. del Dr. J.E. Allende) . Ademãs 
hubo maduraciõn expontânea de los controles. 
La maduraciõn se acelera en oocitos preincuba 
dos en soluciõn de Barth (MBS) y luego expues 
tos a progesterona. Oocitos de hembras trata­
das con 50 IU hCG maduraron expontaneamente 
en menos de 1 hora. Pero si se guarda el ova-
rio en MBS libre de Ca** y Mg** la maduraciõn 
se para y solo se reinicia al exponer los fo­
lículos a progesterona en MBS. Los folículos 
ovãricos producen esteroides al igual que los 
folículos post-ovulatorios. La progesterona 
produce cerramiento y vascularizaciõn de la 
bolsa mientras que hCG actüa solo en hembras 
con ovarios grandes. 

Por tanto hormonas de la hipôfisis parecen 
estimular la producciôn por el ovario de una 
hormona parecida a progesterona la cual gati-
11a la maduraciõn y los câmbios reproduetivos 
de la bolsa. Hay gati1lamiento endõgeno de 
los oocitos y la maduraciõn puede ser parada 
y reiniciada experimentalmente. 
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EFECTO DE VÁRIOS NUCLEOTIDOS CÍCLICOS COMO MEDIADORES 
DE LA ACCI0N HORMONAL EN CÉLULAS DE HIGADO FETAL. 
(Effects of dlfferents cyclic nucleotides as a , 
mediators of hormone action 1n fetal liver cells). 
P.Cartas, L.F.Congote. McGIll University, Royal Victoria 
Hospital, Department of Endocrinology, Montreal,P.O. 
Canadá. 

El efecto de cAMP, cGMP y cCMP y sus derivados como 
poslbles mediadores de la acdôn de hormonas como er1-
tropoyetlna y prostaglandlnas fue estudlado en células 
de hfgado fetal en cultivos de corto término.Los efec-
tos de estos nucleotidos se mldleron en procesos a cor. 
to y largo plazo como la sfntesls de RNAs y hemoglobi­
nas fetal es. 

La síntesis de RNAs se m1d16 utilizando núcleos a1s-
lados y agregando 3H-UTP como precursor. La sfntesls 
de dos hemoglobinas fetales de ternero, Fo y Fi, se mj_ 
d1í en células de hfgado fetal preparadas por trlpsi-
nlzadín e Incubadas 20 horas con nucleotidos cíclicos 
y 5 horas con 3H Leudna. 

De los tres nuclefitldos cíclicos solamente cGMP a 
10-8 M y 10-9 M estimulo la sfntesls de RNAs en condi­
ciones de baja fuerza 1fin1ca y el efecto es sensible a 
a-aman1t1na a bajas concentradones. Por otra parte, 
los tres nuclefitldos cíclicos estlmularon la sfntesls 
de hemoglobinas fetales a concentradones mayores que 
10-7 siendo los efectos muy diferentes de acuerdo a 
la concentradôn del nuclefitido y al tipo de hemoglobin 
na sintetizada. PGEi y PGE2 tenían el mlsmo efecto que 
cAMP a 10-7 M. 

Estos resultados Indlcan que de los tres nucleotidos 
cíclicos sfilo cGMP tlene la capaddad de estimular la 
sfntesls de RNAs y hemoglobinas simultaneamente y es 
el mis probable segundo mensajero de erltropoyetlna en 
este tejldo. 

INTERACCI0N DE LA GLUC0QUINASA CON FRUCTOSA. 
(Interaction of glucokinase with fructose). 

Cárdenas,M.L., Rabajille, E. y Niemeyer, H. Laboratório 
de BioquímicayBiologia Molecular, Facultad de Ciências 
Básicasy Farmacêuticas. Universidad de Chile. 

La glucoquinasa es una enzima hepática que cataiiza 
lafosforilación por medio de MgATP de diversas hexosas. 
Mientras la función de saturación es sigmoidea con glu-
cosa y con manosa (n =1,5), es hiperból ica con 2-deso-
xiglucosa. En este trabajo se muestra que la función 
de saturación con fructosa es también hiperbólica, a 
todas Ias concentradones de MgATP usadas. 

La actividad fosforilante de fructosa se media a tra­
vés de la formación de NADPH2-,util izando fosfoglucosa-
isomerasa y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa como en­
zimas auxiliares. Para medir la fosforilación de glu-
cosa se omitia la isomerasa. 

Los resultados de estúdios en velocidad inicial a 
pH 8,0 son compatibles con un mecanismo en secuencia. 
La IC para fructosa es 174 mM (solo es fosforilada la 
fructofuranosa), y la K,,, para ATP es 0,35 mM. El valor 
para fructosa es más de 30 veces superior al K Q _ 5 para 
glucosa. La V con fructosa es 2,6 veces la - V m a x 

con qlucosa. La coooeratividad cinética con glucosa 
desaparece al medir su fosforilación en presencia de 
sustratos alternativos o análogos, siendo la fructosa 
el más eficiente: a una concentración semejante a su 
K m se logra un n B de 1,0. La fructosa protege a la en­
zima de la inactivación por el ácido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico). 

La información sugiere que la fructosa es capaz de 
interactuar con la enzima libre e inducir un cambio 
conformacional. (Financian SDCACI (U. Chile) y OEA). 

DMA POLMERASAS Y SÍNTESIS DE DNA EN OOCITOS ESTADO 
VI DE XENOPUS LAEVTS. (DNA polymerases and DNA synthe­
sis in large oocytes of Xenopus laevis).- Carvallo, P. 
Plate, J. y Tarragó-Litvak,L. Departamento de Bioouí-
mica. Facul tad de Medicina. Universidad de Chile. 

La microinyección de DNA nativo no se tra­
duce en una replicaciõn del mismo. Sin embargo, nues-
tros resultados y los de otros gruDos indican que exis­
te una actividad DNA polimerásica muy importante en 
estos oocitos. En una primera etapa nemos caracteriza­
do las DNA polimerasas en este estado. En el núcleo 
hemos encontrado solamente una DNA polimerasa que tie-
ne todas las propiedades de la polimerasa o( descrita 
en otras células animales. En la fracción mitocon-
orial nemos encontrado la DNA polimerasa J* . No nemos 
podido poner en evidencia la DNA polimerasa /8, des­
crita por otros autores en el citoplasma soluble de 
oocitos estado VT. 

Los experimentos disenados para la búsque-
da de un inhibidor de la síntesis de DNA presente en 
oocitos no maduros serán discutidos. 

La microinyecciõn de DNA activado o de ma­
trices sintéticas dei tipo poli dA-oligo <3T\,, mâs TTP 
radiactivo, tanto en núcleos ccmo en citoplasma de 
oocitos, se traduce en el caso de los núcleos en una 
incorporaciõn dei precursor radiactivo. La caracte-
rización de Ias DNA polimerasas de oocitos, utilizan-
diferentes matrices sintéticas e inhibidores especí­
ficos implicados en la síntesis de DNA despuês de mi­
croinyecciõn será descrita. 

CADEHA RESPIRATÓRIA MITOCOHDRIAL EINTERCÂMBIO DE 
PR0T0HK3 ES SHOi AL0OH0LI9MO FERKAHBHTE T FILIAL. 
SUBSTRATOS SITIO 17 (CHS Mitooondrial respiratory 
ohain and. proton exchange in filial and permanent 
alcoholism. Site I Substrates). Bgaila,. sL. Ramirez. 
t.T. y Llona, I. Instituto de Nedioina Experimental 
P'aouliaa. de Hedioina - Universidad de Chile. 

alcoholism. Site I Substrates) t 

ràoúií 

Dado que al ingerir et ano 1 apareoe aoetaldehido 
(AoCHO) olroulante elev&viose la oferta a SBC y se 
altera espeoialmente la membrana mitooondrial, nos 
interest oonooer si la ingestion permanente y fi­
lial de BtOH "in vivo" y el AoCHO "in vitro" afeo-
tan la respiraoitfn y el movimiento de protones en 
mitooondria de SNC. Se uso" substratos HAD-dependien 
tea (sitio I ) . 

Rata adultaiambos.sexos.llormal.bebe HpOj "A.O./12* 
bebe BtOH 12# v/»-(70*generaoi<n)íA.O./25*"recibe EttH 
25$ v/vi^generaoianJjil.a.y^aCi'bebiii BtOH hasta la 
48*generaoi<5n,despuás ingiere H20 ( 2 5 a generación) . 
Mitooondria de oerebelo,me"todo BShme et al.1 — 1 .5mg/ 
ml en 2 ml de medio Clark y Hioklas pH 7.4.Qlutama-
to 10mM.Piruvato 10mK,Nalato 2mN;ADP 0.09mM)200 nio 
nes 0a*lO.1-0.25-0.5 y 1mX AoCHO. Consumo de Og y ~ 
transporte de protones medidos en polarfgrafo uilson 

Con Glut/ilal .oomo substrato no ae afeota estado 
4 . Bstado 3, RCR,H/Ca2}ADP/0, H/O CaF/o est an des-
oendidos en los 3 grupos experimentales ts normal• 
Al agregar AoCHO estos valores bajan, adn en normal, 
en relaoion direota a la oonoentracion. Al usar Fir/ 
Hal se afeota el estado 4 al igual que los otros pa 
rámetros jpero los valores son más bajos que oon Oil/ 
Hal en iguales condiciones experimentrles. Estos re 
sultados indicarfan que el oomplejo piruvato deal- -

drogenasa es mis sensible a la acoián de AoCHO y 
permitiria postular que hay alteraoion de membrana 
en la ingestion permanente y filial de BtOH. 
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ESTÚDIO COMPflflATIV/O DEL PROCESO DE ACUMULACION DEEa 
EN MITOCOIMDRIAS DE HIGADG DE RATAS EN DIFERENTE ESTA­
DO IMUTRICIONAL (comparative stud/ of C a + + uptake pro­
cess in rat liver mitochondria at different nutritio­
nal state) Ferreira, J. y Gil, L. Depto. de Bioquímica, 
Fac. de Medicina U. de Chile. 

Al comparar la estimulación de laa velocidades da 
oxidación de glutamato y da succinate par Ca++ en mi-
tocondriaa de hígaab de ratas sometidaa a desnutri-
ción calórica-proteica aguoa, con ratas alimentadas 
con dieta normal, se observa que las V máx. da consu­
mo de 0 2 estan disminuídas en un 32% y 35% y las V.máx 
de liberación da H en un 32% y 34% cuando los austra-
tos oxidados son glutamato y suecinato respectivamen­
te. La afinada d aparente ae Ca no se ve afectada +(Km 
app 1 x 10*" M ). Los controles respiratórios de Ca dis-
minuyen en 37% pajs cjlotamata y 26% para suecinato a una 
cnncentración de Ca de 0.2mM. La razórt Ca / 2 i = 2 
en ratas narmales y dasnutridas con ambos sustratos, 
pero con glutamato se obtiene este valor a concentra-
ciones menores da Ca en mitocondrias da ratas das-
nutridas, sugeriencb que tienen menor número de sítios 
da incorporación para Ca . La razán H / 2 i = 2 en ambos 
estaobs nutricionales lo que sugiere que la dasnutri-
ción calórica-proteica aguda no afecta el proceso da 
acoplamienta de energia. 

Financiado Pray. NO de SDCACI U. de Chile. 

ACOPLAMIEHTO DF LA SUBÜNIDAD CATALITICA DF LA ADETI-
LATO-CICLASA DE NEURORPORA CRASSA CON IA SUBÜNIDAD 
REGULATOR IA DE MEMBRANAS ERITROCITICAS D*! AVE. (Cou­
pling between the catalytic subunit of Neurospora 
cragsa adenylate cyclase and the regulatory subunit 
of avian erythrocyte membranes) . Flawia",M.M., Korn-
blihtt,A.R. y Torres,H.N. - IIB "Fundación Campomar" 
FCEyN - UBA - Obligado 2490, Buenos Aires, ARGENTINA. 

La adenilato-ciclasa de la cepa salvaje de Neuros-
pora crassa se encuentra en parte como forma asociada 
a membrana y el resto en forma soluble. La cepa cr-1 
carente de actividad adenilato-ciclasa no posee nin-
guna de ambas formas. La enzima, particulada o solu­
ble, no se activa por F~, GTP, o toxina del cólera y 
tiene una dependência absoluta por el M n + + para su 
actividad catalftica. 

La adenilato-ciclasa de eucariotes superiores está 
constitufda por un componente "C" catalftico y un 
componente "G/F" regulatorio. La ciclasa de Neurospo-
ra solo posee un componente "C". Pe puede purificar 
el componente "G/F" de eritrocitos de aves y acoplar-
lo al componente "C" de Neurospora crassa. El sistema 
reconstituído es: a) Activo en presencia de M n + + y 
Mcr++? h) tfatimulable por F~; c) Estimulable por GTP v 
GHP-P (FT*)-P y d) Sensible a una estimulación por 
isoproterenol. Para que se produzea la reconstituoión 
es necesaria la presencia dei componente "C" asociado 
a un sistema de membranas. El fenômeno no se observa 
cuando se utiliza una subunidad *C" soluble o cuando 
se utilizan membranas de la cepa mutante cr-1 carente 
de actividad adenilato-ciclasa. 

UNION DE DOS PEPTIDOS TRÍPTICOS DE AP0MIOGLOBINA DE CA 
BAILO POR MEDIO DE TRIPSINA (Trypsin assisted coupling 
of two horse apomyoglobin tryptic peptides) GauXe. C. 
y Hvytztui, C., Instituto de Ciências Químicas, Pont if1 
cia universidad Católica de Chile. 

La apomioglobina de caballo es una proteína globu­
lar de 153 resíduos aminoacídicos, que ha sido usada 
como modelo para estúdios de semisíntesis, lo que invo 
lucra la realización de procedimientos tanto de hidró^" 
lisis como de síntesis de enlaces peptídicos. En este 
trabajo se ensaya un nuevo procedimiento de síntesis 
catalizada por una enzima proteolítica. 

Por hidrõlisis tríptica de N^N^is maleil apomio­
globina de caballo se obtienen tres pêptidos a los que 
se denomina A (1-31), B (32-139) y C (140-153). Los 
pêptidos A y C fueron sometidos a una reacciôn catali­
zada por tripsina en una soluciõn de alta concentra-
ción de reactantes y con un 60% (v/v) de dimetil forma 
mida. Despuês de 4 dias la mezela de reacciôn se some 
te a separaciÓn por filtración en Sephadex G-50 y los 
produetos son identificados en base al contenido amino 
acídico determinado en un analizador de aminoãcidos. 

Se obtienen cuatro fracciones de la mezcla de rea£ 
ciôn. La composición aminoacídica de estas fracciones, 
consideraciones teóricas respecto a sus pesos molécula 
res relativos y el orden de elución, permiten estable-
cer que se trata de: I tripsina, II polipêptido A-C 
(formado por la union de los pêptidos A+C), III pépti-
do A y IV pêptido C. 

Los resultados indican que ha sido posible sinteti 
zar un enlace peptídico por medio de tripsina en condT 
ciones de reacciôn tales que han permitido revertir la 
acciôn catalítica normal de esta enzúna. 

CARACTERIZACION DE MINICÍRCULOS DE TRIFANOSOKAS 

SUDAMERICANOS. (Mini-cirtle caracterization from 

South American Trypanosomes). Goijman, S.G.a; 

Frasch, A.C.C. 3'^; Cazzulo, J.J.C y Stoppani, A.O. 

U. a» b.- aInstituto de Química Biológica, bCentro 

de Investigaciones Bioenergéticas, Universidad de 

Buenos Aires e Instituto Nacional de Diagnóstico 

e Investipación de la Enfermedad de Chagas "Dr. M. 

F. Chaben" Ministério de Salud Publica y Medio 

Ambiente. 

La digestion de los minicírculos de DNA kine-
toplãstico con dos endonucleasas de restrieción, 
nos permitiõ caracterizar y diferenciar stocks de 
dos tripanosomas sudanericanos, Trypanosoma cruzi 
Y Trypanosoma rangeli. Ambas endonucleasas (MspI 
y BspRI) cortan los minicírculos en regiones de 
mayor varíabilidad evolutiva. 

Otra endonucleasa de restrieciõn (Taql) a di­
ferencia de Ias anteriores, corta los minicírculos 
en una rep.ion mas altamente conservada, ya que 
una sola banda prominente de l/A de su peso mole­
cular fuê observable en todos los stocks estudia-
dos. 

Estos resultados sugirieron un modelo acer­
ca de la posible evolución de estas moléculas de 
DNA. 
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ROL DE SULFÃTIDOS EN LA FOSFATASA DEPENDIENTE DE POTA-
SIO.(Sulphatide role in the K +- dependent phosphatase) 
Gonzalez, M.E., Jedlicki, A, y Zambrano, F. Facultad 
de Ciências Básicas y Farmacêuticas, Departamento de 
Biologia, Universidad de Chile. 

La hidrolisis específica de sulfãtidos en membrana 
plasmática inactiva la (Na++K+")-ATPasa sensible a uoa-
baina, siendo importante dilucidar en que etapa espe­
cífica de su mecanismo de acciõn, son ellos requeridos 
Resultados prévios involucran a los sulfãtidos en la 
afinidad de la enzima por KT1", por lo tanto se estúdio 
la dependência de ellos en la actividad fosfatãsica 
dependiente de K"1", que cataliza la defosforilaciõn 
dei coraplejo ATPásico. 

Al pretratar con arilsulfatasa, una fracciõn micro­
somal rica en actividad (Na'N-K*") , se observa que la 
actividad decae en un 80% cuando se ha hidrolizado un 
59% de los sulfãtidos. A diferencia de la inhibiciõn 
por ouabaina, la inactivaciõn provocada por la hidro­
lisis de sulfãtidos no es revertida por K"*", en cambio 
la adiciõn de sulfãtidos microdispersos produce un in­
cremento de la actividad remanente. El hecho aue con-
centraciones altas de no sean capaces de abolir el 
efecto causado por la hidrolisis de sulfãtidos indi­
caria que de alguna manera,la afinidad por potasio ha 
sido modificada lo que traería como consecuencia la 
inactivaciõn de la fosfatasa y así la defosforilaciõn 
dei complejo intermediário no podría ocurrir. 

Los resultados obtenidos estarían, de esta manera, 
apoyando la hipôtesis que los sulfãtidos son un re-
querimiento lipídico de la (Na++K+)ATPasa y que espe­
cificamente estarían involucrados en la etapa de de­
fosforilaciõn de la enzima y en la afinidad por K"*". 

REPLICACION DEL DNA Y FORMACIÕN DE INTERCAÍ1BIOS EN­
TRE CROMATIDAS IIERÍIANAS. (DNA replication and sister-
-chromatid exchange formation). Gutierrez, C., Calvo, 
A., Hernandez, P.- Instituto de Biologia Celular, Ve­
lazquez, 144, Madrid-6. ESPAflA. 

Los intercâmbios entre cromãtidas hermanas 
(SCEs) se consideran hoy Como una de Ias pruebas ci-
tolõgicas más gráficas de intercâmbios de material 
genético entre Ias cromãtidas dei cromosoma eucariõ-
tico. 

Hemos analizado Ias frecuencias de SCEs en los 
cromosomas de segunda mitosis desde el inicio de los 
tratamientos con 5-bromodesoxiuridina (BrdUrd) en cé 
lulas meristemãticas de Allium cepa L. Los cromoso­
mas de células que han replicado en presencia de 
BrdUrd durante 2 ciclos poseen mayor número de SCEs 
que los de células que solo incorporáron BrdUrd duran 
te el primero. Este doble diseno nos ha permitido de_ 
terminar que, en nuestras condiciones experimentales, 
existe una frecuencia basal de 0.11 SCEs por cada 
10^ nucleotidos que replican y aue la incorporaciõn 
de BrdUrd en el qenoma provoca un incremento de 0,58 
SCEs por cada 10^ nucleotidos y por ciclo de replica-
ciõn, sobre Ias frecuencias basales. 

Por último, nuestros resultados apoyan la exis­
tência de un mecanismo de formaciõn de SCEs muy liga­
do a la replicaciõn cromosomica y presentamos la hi­
pôtesis de que en su inducciõn y formaciõn participan 
Ias 4 cadenas de polinucleõtidos del DNA que acaba de 
duplicarse. 

ASPECTOS CINETICOS Y ESTEQUIOMETRIC0S DE LA 
CARBAMILACION DE FRUCTOSA 1,6-BIFOSFATASA. 
(Kinetic and stoichiometric aspects of fruc­
tose 1 , 6-bisphosphatase carbamylation). He-
rrera.R. , Ojeda.A. y S l e b e . J . C - Instituto 
de Bioquimica, Facultad de Ciências, Univer-
sidad Austral de Chile. 

La carbamilacion de la Fructosa 1,6-bifos-
fatasa t enzima clave en el control de la glu-
coneogénesis, conduce a- importantes altera-
ciones de las propiedades regulatorias de es­
ta enzima sin afectar su actividad cataliti-
ca. El tratamiento de la enzima con NaNCO 
conduce a una perdida de la inhibiciõn coope­
rativa por AMP y de la activaciõn por catio-
nes monovalentes. En presencia del sustrato. 
la modificacion produce una perdida de la co-
operatividad sin alterar la union del nucleo­
tide ni la activaciõn de la enzima por K + . 

En este trabajo se presents un estúdio de 
la cinêtica y estequiometría de la reacciõn 
de la enzima con N a N l v C 0 , bajo diferentes 
condiciones de modificacion. La reacciõn de 
modificacion se detiene por diluciõn en Tris 
20 mM pH 7.5 y/o TCA al 10% cuantificãndose 
los parâmetros cinéticos alterados y la ra­
dio actividad precipitable. 

Los resultados obtenidos indican que exis-
ten k residues lisina/mol enzima relacionados 
con la cooperatividad hacia el AMP y. otros 4 
residuos relacionados con la union del nucle-
õtido. Se sugiere la participaciõn de 2 gru­
pos reactivos relacionados con la activaciõn 
por K + . (Proyecto Dl UACH RSM-79-9). 

Regulaciõn de la Fructosa-1,6-bisfosfatasa y la Sedo-
heptulosa -1 ,7"bÍsfosfatasa de los cloroplasto de es-
pinaca. (Regulation of spinach chloronlnst fructose-
1,6~fe,lspho5p-hata*e and seéoheptulose-1 ,7 -bisphospha-
tase). C.M.HERTIG y R.A.W0LQS1UK.- Instituto de in­
vest Igaciones BtoouTmicas Fundaclón Campomar, Buenos 
Aires, Argent ina. 

En la asimilaciõn fotosintética de por las plantas 
superiores, la regeneraciõn dei aceptor primário de 
CO2, la ribulosa -1 ,5-bisfosfato, está regalada por 
la fructosa -1,6-bísfosfatasa (Fru-P^asa) y la sedohep-
tulosa -1 ,7-bisfosfatasa (Sed-P^asa) de los cloroplas-
tos. 

Estúdios reclentes han establecido que la tiorredoxína 
reducída interactüa con la fructosa -1 ,6-bisfosfato y 
el Ca^ + en la regulaciõn de la actividad Fru - P 2 a s a . 
Otros azúcares difosfato (sedoheptulosa -1 ,7 -bÍsfosfa-
to, ribulosa -1 ,5~bisfosfato, glucosa -1 ,6-bisfosfato). 
reemplazan a la fructosa-1,6-bisfosfato; en tanto que 
el C a ^ + lo es solamente por el M n ^ + . El C a ^ + presenta 
un efecto dual sobre Ia Fru-P^asa de tos cloroplastos 
actüa en la activaciõn de la enzima mediada por tio­
rredoxína reducída y fructosa-1 ,.6-bísfosfato, en tan­
to inhibe la actividad catalttica. 

Por otra parte, la actividad Sed-P-asa de los cloro­
plastos, es modificada por la Sedoneptulosa-1,7-bis-
fosfato, Ca^ +, y tiorredoxína reducída. Un efecto dei 
Ca^ + , similar al encontrado con la Fru-P^asa, fué 
observado con esta enzima. 
Los resultados mencionados sugieren que al producírse 
la transíciõn oscurídad-luz, la tiorredoxína reducída 
interactüa con los metabolitos dei estroma de los clo­
roplastos en la regulaciõn dei cíclo de Benson-Calvin. 
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IMHIBIDORES E INACTIVADORES DE LAS CARBOCI-
CLASAS DE CITRUS LIMONUh (Inhibitors and inac 
tivators of Citrus limõnum carbocyclases). 
Holuigue, L., Chayet, L. y Cori.O. Dep. de 
Bioquímica, Fac. de Ciências BSsicas y Farm. 
Universidad de Chile. 

Las carbociclasas catalizan la transfor-
mación de neril y geranilpirofosfato en hidro 
carburos monoterpênicos cíclicos. 

La enzima purificada es inactivada por 
bromuro de bencilo 1 mtl. Reacciona un 29% de 
los SH titulables de la preparaciõn. Esta 
fracciôn no cambia en presencia de complejos 
de íln-substrato que protegen a la enzima en 
un 7 5%'. Participarían en la reacciôn enzimã-
tica no sâlo grupos SII sino que probablemen-
te raetioninas. 

El dimetilalilpirofosfato(C 5) es un in-
hibidor tan efectivo como el citronelilpiro-
fosfato (Cio saturado), en tanto que el iso-
pentenilpirofosfato (Cj no alílico), los pi-
rofosfatos inorgânicos y el 6 amino hexilpi-
rofosfato son inhibidores muy poco eficien­
tes. Se concluye que para que una molécula 
sea reconocida por Ias carbociclasas se re-
quiere tanto un grupo pirofosfato como una 
estructura alílica. El dimetilalilpirofos­
fato, que tiene ambas características, no 
tiene el largo de cadena suficiente para la 
ciclaciôn. 

PURIFICACION Y CABACTERIZACIOH DE LA DESCARBOXILASA 
PIROFOSFOMEVALONICA DE HIGADO DE P0LL0. (Purificati­
on and properties of chicken liver pyropho6phomevalo 
nate decarboxylase.) Jabalqulnto, A.M.. Alvear. H. 
y Cardemil. E. Departamentos de Medicina Experimental 
y de Ciências Biológicas, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile. 

La descarboxllasa plrofosfomevalonlca catallza 
la de8carboxilaci(5n del pirofosfomevalonato, una de 
las primeras etapas en la síntesis del colesterol a 
partir del ácido mevalônlco. 

La descarboxllasa se purified a partir de homoge­
neizado de hfgado de polio. Las etapas de purlfica-
cl<5n comprenden cromatograffa en columnas de DEAE 
celulosa, Sephadex G-200, fosfoceluloea, hldroxllapa-
tlta y azul dextrano-3<?pharose. Se obtuvo una enzi­
ma 85-90 £ pura con un h f> de rendlmlento. + + ^ 

La enzima requiere para su actividad Mr o Mn 
y presenta un pH <5ptimo entre 4.5 y o.O. Su peso 
molecular es de 87.000 * Ó.25O y está compuesta de 
2 subunidades. La descarboxllasa presenta cintftica 
hiperbólica, slendo las Km para MVAPP y ATP de l.W 
10" 5M j 5.04 • 10" M, respectivamente. Los estúdios 
cinrfticos indican un mecanismo secuenclal para la 
adicion de los sustratos. 

Financiado por proyecto B-W2-813-3, U. de Chile. 

110DIFICACION DE RESÍDUOS DE ARGININA DE DOS 
ISOAPIRASAS (Modification of arginyl residues 
of two isoapyrases)A.M.Kettlun, M.A.Valenzuela 
S.Silva,M.Mancilla y A.Traverse.Laboratório 
de Bioquímica, Departamento de Bioquímica. 
U. de Chile. Fac. de Ciências Básicas y Farm. 

La apirasa es una enzima que hidroliza en 
laces pirofosforicos, siendo ATP,ADP y PPP 
los sustratos más utilizados para medir su ac 
tividad. Se ha purificado apirasa de cuocien-
te ATPasa/ADPasa=l (S.tuberosum var.Desirêe y 
otra ATPasa/ADPasa=10(var.Pimpernel). Estas 
diferencias cinêticas podrlan explicarse por 
el distinto grado de compromiso que tendrían 
los raisntos resíduos de amino ácidos en sitio 
activo (COO -, Trp y T i r ) . 

BasSndose en el hecho que la mayorla de 
Ias enzimas cuyos sustratos son aniãnicos tie 
nen resíduos de arginina en el sitio activo, 
se modificaron Ias 2 apirasas con diacetilo 
(en tarapón borato) encontrândose una cinética 
de inactivaciôn de pseudo primer orden y un 
número fraccionario de argininas que se expli^ 
caria por la dimerizaci6n de Ias enzimas pro-
ducida por el borato. Fenilglioxal en NaIlC03 
produce también el mismo tipo de cinetica de 
inactivaciôn, sin dimerizacifin de Ias enzimas. 
De esta manera se pudo calcular el numero de 
argininas de ambas isoenzimas. Los sustratos 
protejieron a estas enzimas de la inactiva-
ci6n con estos dos reactivos. 

SOLUBILIZACION Y CAP.ACmERIZACION DE T.A ADFNILATO CI­
CLASA DF ESPERMATOZOIDES DE RATA. (Solubilization and 
characterization of rat spermatozoa adenylate cycla­
se) . Kornblihtt,A.R., Flawiâ~,H.H. y Torres,H.N.- IIB 
"Fundación Campomar" - FCEyN - UBA - Obliqado 2490, 
Buenos Aires, ARGEMTINA. 

La adenilato ciclasa (AC) de espermatozoides es una 
enzima localizada en la membrana olasmática. Su acti­
vidad es deoendiente de M n + + e insensible a la acti-
vaaión Dor F~, nucleotides de quanosina, toxina de 
cólera y hormonas D o l i o e p t f d i c a s. Estas últimas ca­
racterísticas son idênticas a las descriptas para la 
AC soluble de c é l u l a s de la linea germinal de testí­
culo. 

La AC de espernatozoides de epidfdimo de rata fue 
solubilizada en un 80% por un tratamiento secuencial 
con los detergentes Brij 58 y Lubrol PX. El comoleio 
enzima detergente sometido a ultracentrifugación en 
gradientes de sacarosa en H2O y D2O presenta un 
s20,w de 3,5 S y un v de 0,8 ml.g -^. Parâmetros si­
milares fueron obtenidos para la AC soluble de testí­
culo, centrifuqada en iquales condiciones. 

Por otra parte se comprobó que ambas formas enzimá-
ticas (solubilizada con detergente y soluble) presen-
tan el mismo punto isoeléctrico (pl«5,25) y el mismo 
Km (1 mM para el ATP-«m + +) . 

Fsto£? datos indicarfan que, aun cuando la AC de es­
permatozoides es una orotefna inteqral de membrana y 
la AC de células qerninales es una enzima citosólica 
soluble, ambas podrfan representar una mima entidad 
molecular con diferente localización intracelular en 
distintas etapas de la diferenciacióh dei epitelio 
germinal• 
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INHIBICIÕN DE LA CONDUCTANCIA DE K + ACTIVADA 
POR CÁLCIO EN ERITROCITOS HUMANOS POR DROGAS 
QUE INHIBEN A CALMODULINA (Inhibition of cal 
cium-activated K + conductance by calmodulin-
inhibitory d r u g s ) . Lackington,I. y Orreyo,F. 
Depto. Fisiología y Çiotlsica, Fac. Medicina, 
Universidad de Chile. 

La conductancia de K* activada por el i6n 
cálcio citosôlico gK* (Ca**) ocurre en nume­
rosos tejidos animales, pero su mecanismo In 
timo es desconocido. Usando drogas que inhi-
ben a calmodulina (CAM) , tales como Ias feno_ 
tiazinas clorpromazina y flufenazina; como 
Ias difenilbutilpiperidinas pimozida, fluspi^ 
rileno y penfluridol o como el W - 7 , hemos es 
tudiado si estas drogas también inhiben a gK~* 
(C a * * ) . Se uso glóbulos rojos humanos lavados 
3 veces e incubados en (mM) NaCl 135, KC1 0.2 
M g C l 2 1, C a C l 2 1, HEPES-NaOH pH 7.4 20 (San­
chez y c o l . ) . El eflujo neto dè K* se midiâ 
con un electrodo sensible a K + . 

La ki, de salida de K + en ausência dei io 
nõforo de cálcio A23187 y de drogas fue de 
0.00245 m i n " 1 ; al agregar 0.5mM A23187 k, au 
mentô 20 veces a 0.0503 m i n - 1 . Esta saliaa 
estimulada por cálcio es exponencial hasta 
que se ha perdido 801 dei K + de los C R . Las 
drogas inhibidoras de CAM son poderosas inhi^ 
bidoras de gK ( C a * * ) , con ICcn( mM) para pimo 
zida 6.2; penfluridol 3.9; fluspirileno 8.2; 
clorpromazina 36; flufenazina 68; y W-7 23. 
Aparece un coeficiente de correlacifin r de 
0.988 entre la capacidad de estas drogas de 
inhibir gK (Ca**) y CAM. 

EFECTO DE CATIONES DIVALENTES EN LA PRODUC_ 
CION DE ALDOSTERONA. (The effect of divalent 
cations on aldosterona production).Lobo.M.V.-
Departamento de Fisiología y Biofísica, Escue_ 
la de Medicina, Universidad de Chile. 

Se estúdio el efecto de los iones Sr** y 
Ba** en la esteroidogénesis en condiciones ba 
sales y en presencia de angiotensina II, po-
tasio y ACTH, comparándose con la respuesta a 
Ca**, el cual es necesario para el efecto de 
estos estímulos. La producciSn de aldostero­
na se midiõ en células aisladas de glomerulo 
sa de buey, las que fueron incubadas en solu 
ci6n Krebs-Ringer-Bicarbonato en el cual 
1.25mM Ca** se sustituyÔ por Sr** o Ba**. Am 
bos cationes fueron capaces de reemplazar aT 
cálcio en la producciôn de esteroides cuando 
Ias células se estimularon con angiotensina 
II o ACTH. La producciôn de aldosterona rela 
tiva fue C a > S r > B a . ~ 

Sin embargo cuando el estímulo fue potasio 
ni Sr** ni Ba** fueron capaces de reemplazar 
al cálcio en su respuesta; este hallazgo di-
fiere con los resultados encontrados en otros 
tejidos endocrinos en los cuales Sr** es ca­
paz de imitar al cálcio en su acciôn. Ademãs 
estos resultados indican que habría una diso 
ciacién en el mecanismo por el cnal angioten 
sina II y potasio e s t i m u l a n l a producciôn de 
aldosterona. 

Financiado parcialmente por: 
Proyecto N°1/81, PNUD/UNESCO, RLA 78/024 
Proyecto N°B-1 378-81 1 -5 , Univ. de Chile. 

ACTIVIDAD ENZIMATICA EN MEMBRANAS PLASMATIC AS' DE PA-
ROTIDAS DE RATON EN EL PERÍODO PRE-REFLIC ATIVO. 
( Enzyme activity in the plasma membranes from mouse 
parotid glands along the prereplicative period ). 
Lopez Solfs. R.O. y Galanti. N. - Dpto. de Biologia 
Celular y Genética, Fac. Medicina, U.de Chile. 

El isoproterenol es una catecolamina beta adrenér-
gica que induce síntesis de ADN en los acinos de pa-
rotidas de raton por un mecanismo no mediado por los 
receptores beta. Este efecto, sin embargo, parece 
vincularse a câmbios específicos en la composicion 
química de la membrana plasmática, como es una dis-
minucián temprana de su contenido de ácido siálico. 
Para correlacionar estos câmbios con la funcionalidad 
de la membrana se analizó" la actividad de fosfodies-
terasa ( E.C. 3.1.4.1 ), Mg-ATPasa ( E.C. 3.6.1.4 ), 
proteina kinasa ( 2.7.1.37 ) y leucina amlnopeptida-
sa ( E.C. 3.4.1.1 ) en dos fracciones de membranas 
plasmáticas ( liviana y pesada ) aisladas a lo largo 
dei período pre-replicativo. 

La actividad de estas enzimas disminuye en períodos 
tempranos con recuperaciôn posterior, a excepción de 
proteina kinasa, que aumenta continuamente en Ias 
membranas livianas. 

Las variaciories observadas en la actividad de estas 
enzimas y la disminución temprana del contenido de á-
cido siálico en la membrana plasmática durante el pe­
ríodo pre-replicativo, sugieren que el isoproterenol 
induce una modificacion generalizada dinâmica a nivel 
de este agragado de raacromoléculas. 

Proyectos B 1245 811-2, U de Chile y Programa Mul-
tiinstitucional Integrado de Biologia de la Reproduc-
ciín Celular, O.E.A. 

RESÍDUOS DE GALACTOSA, N-ACET-IL NEUROAMINICO, FUCOSA 
Y MAPDSA, CONSTITUTENTES DE LA GLICOPROTEÍNA CEA ASO-
CISDA A MEMBRANAS DE CÉLULAS TUMORALES DE TEJIDO GÁS­
TRICO. (Galactose, N-acetil neuroaminic acid, fucose 
and mannose, carbohydrate components of glycoprotein 
associated to membranes of human cancer digestive 
cells). Lorie, L., Adriasola, N. Lab. Inmunobioqulmi-
ca, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso. 

La glicoproteina asociada a membranas de célu­
las tumorales del sistema digestivo humano conocida 
como antigeno carcinoembrlogénico (CEA) se ha descri­
to con variables contenidos glucídicos, loe que se-
rian responaables de perturbaciones en los mecanismos 
de reconocimiento y destrucción de Ias células tumora. 
lea in vivo, a nivel de receptores celulares de super 
ficie de células lnmunoreactiv&s. 

En base a estos hechos se inicio el estúdio de 
la fracciõn glucldica de esta glicoproteina, para lo 
cual se prepare a partir de un pool de tejido gástri­
co tumoral un extracto perclórico que se purifico por 
cromatografla en columna de DEAE-Sephadex A -50. 

La fracción aislada y purificada que revele la 
presencia de glicoproteina con un contenido de glúci-
dos de 32.lí fué sometida a hidrólisis ácida y anali-
zada por cromatografla gaseosa y en papel. Los resul 
tados obtenidos evidencian la presencia de galactose, 
N-acetil neuroamlnico, fucosa y manosa. 

Estos resultados fueron corroborados utilizando 
anticuerpos anti CEA absorbidos separadamente con es­
tos monosacáridos los que inhibieron la hemoaglutina-
ción paaiva en presencia de la glicoproteina CEA. 
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BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES ,CARACTERIZACION 
DEL SISTEMA EHZIMATICO DE FLAVEDO DE CITRUS 
PARADISII (Biosynthesis 6f Isoprenoid:Charac-
terization of the Enzymatic system from Ci­
trus paradisii flavedo).Lozada,R*, Pfirez,L.M. 
Cori,0_. Lab. Bioquímica. Fac.Ciências Bas. y 
Farm. U. de Chile y *Dep. Química, U. de An-
tioquia Medellln Colombia. 

Un extracto acuoso de C.paradisii incorpo 
ra un 25% de la radiactividad del (3R) MVA, 
en presencia de ATP y metales bivalentes, a 
isoprenoides de 5,10 y 15 Storaos de carbono 
tanto de conformaciôn E como Z. 

La isopentenil pirofosfato-isomerasa dei 
sistema no requiere metal bivalente para su 
actividad. Requiere de la presencia de gru­
pos S1I, aunque no es inhibida por DTNB 200 jM, 
pero es inactivada a 30° por DTNB 200 ̂ iM en 
ausência de sustrato. 

La Ci5-prenilsintetasa dei sistema forma 
en presencia de M g 2 + los productos E-FPP y 
Z-FPP, mientras que con Mn2+ solamente sinte­
tiza el E-FPP. No utiliza NPP como sustrato. 
Requiere de grupos SH para su actividad, sien 
do inactivada reversiblemente por DTNB. La 
reacciôn de modificaciôn sigue un patron ci-
nético monofásico y de seudoprimer orden. 

El sistema presenta ademãs actividades 
fosfatásicas, que hidrolizan diversos compues 
t o s fosforilados. 

LA RECUPERACION DEL EFECTO LETAL POR LUZ ULTRAVIOLETA 
EN CÉLULAS DE RATA 3T3 CARENCIADAS EN G Q NO ES DEBIDO 
SOLAMENTE A LA ESCISION DE DIMEROS. (Recovery of the 
lethal effect of UV-light in 3T3 mouse cells arrested 
in G 0 is not accounted for excision of dimers only). 
Menck.C.F.M. y Meneghini,R. - Departamento de Bioquí­
mica, Instituto de Química, Universidad de Sao Paulo, 
Brasil. 

Las células de mamíferos poseen vários mecanismos 
que pertniten su sobrevivência por mas que tengan le -
siones en su genoma. Entre estos mecanismos, claramen 
te el reparo de escisitíh, que implica en la remociÕn 
de la lesion es el mas conocido. 

Hemos estudiado la cinetica de eliminaciõn de los 
dímeros de pirimidina, principal lesión producida por 
luz UV a 254 nm, en células de rata dei línaje 3T3. 
A más de eso se midiõ la capacidad de formaciõn de co 
lonias de células 3T3 sincronizadas, que fueron irra­
diadas a diferentes tiempos de la fase S dei ciclo ce_ 
lular. Es necesario resaltar. que la replicación dei 
DNA danado es considerada la responsable por el apare 
cimiento de lesiones letales. Observamos que estas ce 
lulas presentan una recuperación en su viabilidad, d<5 
pendiendo dei tiempo entre la irradiaciõn y el inicio 
de la fase S. Esta recuperación supera aquella espera 
da por el número de dímeros aün presentes en el geno­
ma. Por otro lado tambien observamos que estas célu­
las presentan un proceso inducido de reparo que pertni 
te a la maquinaria de replicación dei DNA ultrapasar 
mas facilmente al dlmero. Es posible que este proceso 
sea responsable por lo menos en parte por la recupera 
ciõn de la viabilidad citada arriba. 

Financiado por FAPESP y CNPq. 

PURIFICACION PE IJM INFIBIDOF OUINASAS DF PPOTEINAS 
A PARTIR DE EXTRACTOS DF EMFRIOVFS DF POMO. (Purifi­
cation of a orotein kinase inhibitor fron chicken em­
bryo extracts) . Molina y ve^ia,T,. y Torren,H.N. - IID 
"Fundación Campomar" - FCEyN - UBA - oMiaad.o 249H, 
Buenos Aires, ARGENTINA. 

A partir de extractos de embriones de polio se ha 
ourificado un factor inhibitorio de la actividad de 
diferentes tipos de quinasas de orotefnas denendien-
tes o no de AMP cfclico. 

Las etapas de purificaciôn utilizadas fueron: cro-
rtatograffa de intercâmbio iónico, calentamiento, ex-
traccion con etanol, filtración en geles y electrofo-
resis. 

El factor es termoestable, su peso molecular es a-
proximadamente 2000 y es de naturaleza aparentemente 
polipentfdica. Luego de su hidrólisis con ácido clor-
hfdrico y dansilación se detecto" la presencia de los 
siguientes aminoá"cidos: lys, asp (asn) , glu (gin) , 
arg, gly, ala, vai y ser. Por otro lado el compuesto 
da reacciôn de fosfato. 

El compuesto presenta caracterfsticas bastante si­
milares a las descriptas para los putativos "segundos 
mensajeros" de la insulina. 

ASCORBATO £ATRAPADOR DE RADI CALES SUPER0XID0? 
Is ascorbate a superoxide radical scavenger? 

O'Reilly, S. y Gonzalez.. G. Instituto de Química» Uni^ 
versidad Católica de Valparaiso. 

En el metabolismo celular de organismos aerõbi 
cos se ha comprobado la producción de radicales super­
oxide altamente reactivos que pueden producir dano ce­
lular. Estos radicales son primariamente eliminados 
por la superoxidismutasa, existiendo tambiên atrapado-
res no enzimãticos, como el ascorbato, Se ha estudia­
do el efecto dei ascorbato sobre un sistema produe tor 
de radicales superõxidos. 

El sistema utilizado consistia en la redueción 
del nitro blue tetrazolium (NBT) por la riboflavins fo_ 
toreducida de acuerdo al método de Vinterbourn modifi­
cado en este trabajo. 

Los resultados indican que no es claro el efe_c 
to dei ascorbato a Ias altas concentraciones utiliza­
das como atrapador de radicales. pues no se observa una 
inhibición neta en la resucciôn del NBT, la que sí es 
evidente a menores concentraciones de ascorbato. Por 
otra parte se observa redueción dei NBT por el ascorb^a 
to, tanto en ausência como en presencia de luz, siendo 
esta mayor en el último caso. 

La redueción simultânea dei NBT por riboflavina 
f o toreducida y por ascorbato explica la aparente auseri 
cia de inhibición por este ultimo a concentraciones â l 
tas, pues por un lado estaria ínhibiendo la redueción 
dei NBT mediada por ribof lavina, y por otro estaria re 
duciéndolo directamente. A bajas concentraciones de as 
corbato donde la redueción dei NBT por este es menor *~ 
su efecto como atrapador es evidente. 
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REGULACIÕN DE F0SF0DIESTERASAS DE NUCLEOTIDOS CÍCLICOS 
EN OVARIO DE X. LAEVIS. (Regulation of cyclic nucleo­
tide phosphodiesterases from X. Za.t\>£&). Orel lana.O., 
JedUcki.E., PjazaJ,M.J CpnnelJy.C. y A11ende,J.- Dep»o. 
Bioquímica, Fac.de Medicina y Depto. Biologia, Fac. 
de Ciências Básicas y Farmacêuticas, Univ. de Chile. 

La regulaciõn del proceso de maduraciõn me(ótica de 
oocitos de anfíbio involucre câmbios en los niveles 
intracelulares de nucleotidos cíclicos y del Ion cál­
cio libre. Las enzimas que degradan nucleotidos cícli­
cos han sido analizadas en extractos de ovarío de X. 
laev-ca. La actividad fosfodiesterisica de cAMP del ex-
tracto no es alterada mayormente por la presencia del 
i6n cálcio y el activador proteico de las fosfodieste-
rasas, calmodulina. Por otro lado la separaciôn croma-
togrifíca del extracto en DEAE-celulosa permite dis­
tinguir varfas actividades enzfmitícas que hidrolfzan 
cAMP y/o cGMP, una de las cuales (FDE l) es estimulada 
entre 6 y 10 veces por calmodulina/Ca + +. El extracto' 
ovárico contlene además un factor proteico que tnhlbe 
la activaciõn por caImodulfna/Ca + +, Este factor ha 
sido parcialmente caracterizado en columnas de afini­
dad de Sepharose-AzuV de Cibacr&n. 

Experimentos de saturacfÕn de la enzima FDE I por 
cGMP y de filtracíôn en geles de Sephadex sugferen la 
presencia de dos o más formas enzimSttcas con diferen­
te susceptibi1fdad a calmoduUna/Ca + +. La digestion 
parcial de FDE t con tripsins provoca un aumento de la 
actividad basal para cAMP y cGMP y la perdida de la 
estfmulacifin por calmodulina/Ca + +. 

Estos estúdios en ovarfos de anfibfo sugferen que 
las fosfodTesterasas de nucleotidos cíclicosy sus pro­
teínas moduladoras juegan un rol Importante en la res-
puesta celular ante câmbios en los niveles de calcio. 
Patrocinado por Fund. Ford, OEA, Univ. de Chile. 

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

E N G L Â N D U L A M A M A R I A . (Regulatory action of 

calmodulin in m a m m a r y gland). Pizarro, M . ; Puen-

te, J. y Sapag-Ha.gar, M . -Departamento de BioqujT 

mica,Facultad de Ciências Básicas y Farmacêuticas 

Universidad de Chile. 

E n la glândula mamaria (GM) el A M P cíclico 

( c A M P ) es un regulador negativo de la lactogénesis. 

Se ha demostrado en muchos tejidos que la 3' *5 1 nu 

cleótido fosfodiesterasa es activada por calmoduli 

na, una proteína de bajo peso molecular que partici 

pa en diversos procesos celulares. E n este trabajo 

se demuestra la presencia de esta proteína activado 

ra en la G M y su relaciõn con las variaciones de los 

nucleotidos cíclicos y cálcio a lo largo dei ciclo lac_ 

togénico. 

Se ensayó la proteína activadora por su propie_ 

dad de activar la fosfodiesterasa tanto de cérebro 

de bovino como de G M en lactancia. 

Los resultados muestran que la calmodulina 

aumenta significativamente a lo largo dei ciclo laĉ  

togénico. Esto explicaria, en parte, el aumento de 

actividad de la fosfodiesterasa de c A M P de K m alta 

en la G M durante la lactancia, La actividad de la 

calmodulina es dependiente de calcio e inhibida por 

trifluoperazina; además. Ias características cinéti 

cas de la activaciõn de la fosfodiesterasa de G M re 

sultaron ser análogas a Ias de calmodulina de otros 

tejidos, confirmando así la universalidad de su ac 

ciõn. Proyecto B1138-8113 Universidad de Chile. 

LINALXL PIROFOSFATO £SUBSTRATO EN LA BIOSINTE 
SIS DE HIDROCARBUROS MONOTERPENICOS? (LynalyT 
Pyrophosphate: A substrate for the biosynthe­
sis of raonofcerpene hydrocarbons?) Portilla,G., 
Rojas.M;C. y Cor.i, O. Deps. de Bioquímica y 
de Química, Fac. de Ciências Básicas y Farma­
cêuticas. Universidad de Chile. 

El flavedo de Citrus limonum contiene en 
ziraas que a partir de los substratos G e r a n i l -

pirofosfato (GPP) o neril pirofosfato (NPP) 
sintetizan hidrocarburos monoterpênicos cfcli^ 
cos sin que medie isomerizaciôn de GPP en NPP 
o viceversa. Es posible que se forme ligado 
en el sitio activo de la enzima un intermedia 
rio de estructura terciaria por migraciÔn dei 
grupo pirofosfato desde un carbono primário 
a uno terciario. Se sintetizo este posible 
intermediário, Linalil pirofosfato (LPP). La 
carbociclasa de C.limonum forma limoneno, eC 
y $ pineno a partir de LPP. Al igual que pa­
ra GPP y NPP hay requerimento absoluto de 
M n 2 + . La eficiência catalítica es mayor que 
para UPP y GPP. 

Vmax/Km (min" 1 x mg"*)10* 
NPP 1,5 

GPP 2,9 

AISLAMIENTO Y CARACTERI2ACION PARCIAL DE HIS 
TONAS DE OOCITOS DE TETRAPYGUS NIGER. (Isola 
tion and partial characterization of histo -
nes from unfertilized eggs of Tetrapygus n i -
g e r ) . Puchi, M. , Momberg, A . , Massone , R., 
Inostroza, D.jlmschentezky, M. Depto. Biolo 
gia Molecular, Universidad de Concepciôn. 

Se ha demostrado en oocitos de Tetrapygus 
niger la presencia de cinco frácciones protei 
cas con características de histonas de cêlu-~ 
las eucariõticas y dos frácciones, CS1 y CS2, 
particulares de oocitos y de los primeros es­
tados de segmentaciõn. 

Con el objeto de caracterizar estas protei 
nas, se procedido al aislamiento de cada frac­
ciõn para la determinaciôn de su composicion 
en aminoãcidos y peso molecular. 

Las histonas de oocitos fueron purificadas 
por electroeluciõn desde geles de poliacrila-
mida al 15% - urea 6M - ãcido acêtico 0.9N. 

Las frácciones aisladas son microheteroge-
neas: HI con un PM de 20.000 es rica en gli, 
ala y lis; H3 de 18.000 es rica en lis, arg, 
gli; H4 de 10.000 es rica en lis, arg, glu y 
gli; CS1 y CS2 de 21 . 500 y 26.000 respectiva­
mente, son ricas en gli, lis y glu. H2A y 
H2B no fueron analizadas. 

Las histonas de oocitos tienen una compo -
siciõn de aminoãcidos significativamente di -
ferente de Ias histonas de células somáticas 
y de espermatozoides. 

Trabajo financiado por OEA y por Vice Rec-
toría de Investigación, U. de Concepciôn. 

http://Fac.de
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CARACTERIZACION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DE LA ADE-
NILATO CICLASA DE NEUROSPORA CRASSA. (Characteriza­
tion of the catalytic subunit of Neurospora crassa 
adenylate cyclase). Reig Macia,J.A., Kornblihtt,A.R., 
Flawlaf,M.H. y Torres,H.N.- IIB "Fundación Campomar" -
FCEyN - UBA - Obligado 2490, Buenos Aires, ARGENTINA. 

La adenilato ciclasa de Neurospora crassa se en-
cuentra asociada tanto a membranas como en forma so­
luble. La proporción de esta tfltima se incrementa con 
la ffuerza iónica del buffer empleado en la extrac-
cion. 

La referida forma soluble se purifica por: cromato-
graf fa hidrof óbica, filtración en gel de agarosa, 
cromatograffa de afinidad en Blue Dextran-Sepharose y 
electroforesis preparativa en geles de poliacrila-
nida. En geles analfticos de poliacrilamida en pre­
sencia de SDS las frácciones más puras mostraron un 
componente polipeptfdico mayoritario con un peso 
molecular aparente de 63 000 daltons. 

Se determino" el radio de Stokes y la constante de 
sedimentaciín de dicha ciclasa; los valores fueron 
7,3 nm y 6,2 S respectivamente. En base a estos valo­
res se calculo un PM de 200 000, un volúmen específi­
co parcial de 0,74 ml.g -^ y un coeficiente friccional 
de 1,65. Evidencias experimentales permiten postular 
que la adenilato ciclasa de Neurospora crassa estaria 
constituída por tres monômeros idênticos de PM 63 000 
daltons. 

Estúdios sobre el mecanismo de iniciación y termi-
nación en DNA's circulares de doble hebra (Studies 
on the mechanism of initiation and termination of 
closed circular double stranded DNA's). Reinberg, 
D., Zipursky,L., Brown,D. and Hurwitz,J.- Albert 
Einstein College of Medicine, N. York. 

Los mecanismos por los cuales DNA circulares 
de doble hebra son replicados, son procesos comple_ 
jos, que requieren a lo menos 15 actividades enzi-
máticas diferentes. La especificidad de la repli-
cación de DNA radica en el mecanismo de iniciación 
y terminación, esta especificidad está dada en el 
reconocimiento de la secuencia iniciadora y termi­
tt adora. Hemos estudiado estos procesos usando los 
DNAs de los fagos 0X17*+, y del plasmido pBR322. 

Los estúdios indiean que los mecanismos que 
operan en la iniciación de la hebra viral y comple_ 
mentaria en 0 X 1 7 ^ son diferentes en cuanto a la se 
cuencia reconocida y. proteínas iniciadoras. Estú­
dios con fragmentos de DNA conteniendo la estructu 
ra necesaria para el reconocimiento requerido para 
iniciación y terminación de la hebra viral, indi -
can que ambas se encuentran contenidos en la misma 
secuencia, y que cuando esta es clónada en el DNA 
de pBR322, este puede ser replicado en reacciones 
especificas para 0 X 1 7 ^ . Estos estúdios demuestran 
además, que en ambas hebras del DNA de pBR322 exis 
ten secuencias necesarias para iniciación de la 
síntesis de DNA por un mecanismo similar al que 
opera en la síntesis de la hebra complementaria 
de 0 X 1 7 ^ . 

M E C A N I S M O S DE D E T 0 X I C A C I 0 N EN E C H I N 0 C 0 C C U S 
G R A N U L O S U S : G 1 u t a t l ô n - S - T r a n s f e r a s a 
( G l u t a t h f o n e - S - t r a n s f e r a s e in E c h i n o c o c c u s 
g r a n u l o s u s ) . R e p e t t o Y. y M o r e l l o A. De p a r ­
tamento de B ioqu Tm Í c a . F a c u l t a d de M e d i c i n a 
U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

H i d a t i d o s í s es una e n f e r m e d a d c a u s a d a por 
la larva fescol Ices) de E. g r a n u l o s u s . Las 
dr o g a s son inefectivas en c o n t r o l a r el p a r a ­
sito p o s i b l e m e n t e d e b i d o a p r o b l e m a s de per-
meabil [dad, o a sistemas d e t o x i c a n t e s . 

Los e s c õ l i c e s de E . g r a n u l o s u s se o b t u v i e -
ron de q u i s t e s de hTgado de o v i n o s . La a c t i ­
vidad de la enzima se d e t e r m i n a u s a n d o como 
sustrato | - c l o r o - 2 , 4 - d i n i t r o b e n c e n o ( C D N B ) . 
La c o n c e n t r a c ión del c o n j u g a d o formado se 
d e t e r m i n o a 3^0 nm en un e s p e c t r o f o t õ m e t r o 
de doble h a z ( A E c o n j u g a d o 9.6; m M - 1 c m - l ) . 

La g l u t a t l ó n - t r a n s f e r a s a se e n c u e n t r a so­
lamente en el cI toso 1. Su v e l o c i d a d m á x i m a 
es de A5 nmoles de sustrato c o n j u g a d o por 
m i n . y por mg de p r o t e í n a . El Km(mM) para 
CDNB y- G-SH son 1.1 y 0.25 r e s p e c t i v a m e n t e . 

La e n z i m a es indue Ida en un 30% por p r e -
t r a t a m i e n t o con fenobarbital o n a f t o f l a v o -
n a . Los e s c õ l i c e s c o n t i e n e n g l u t a t i õ n en una 
c o n c e n t r a c í õ n de 287 n m o l e s / g . 

Estos r e s u l t a d o s s u g t e r e n que la g l u t a -
t i ó n - t r a n s f e r a s a podría jugar un rol en la 
re s i s t ê n c i a dei p a r a s i t o a d r o g a s . 

F i n a n c i a d o por grant B-9308124. U n i v e r s i ­

dad de C h i l e . 

ACLIMATACION A TEMPERATURA ,EN PECES. ESTÚDIOS 
EN UN SISTEMA DE HEPAT0CIT0S AISLADOS (Accli­
matization in fish. Studies in an isolated 
hepatocytes system). Sáez.L.J.. Amthauer.R.» 
Goicocchea.0. y KrauskopfjM.- Institutos de 
Bioquímica y de Embriologia, Facultad de Cien 
cias, Universidad Austral de Chile. 

Aun cuando se han ident if içado câmbios en 
la síntesis de macromolêeulas durante la acli 
matación de ectotermos, no se ha podido deter 
minar con claridad la naturaleza de la estra­
tégia compensatória, ni el mecanismo de res-
puesta de la síntesis protej.ca en estos pro­
cesos . 

Hace algun tiempo informamos la obtencion 
de hepatocitos aislados del pez Cyprinus car-
£io (Arch. Biol. Med. Exper. _1_2_, 495, 1979).Aho-
ra presentamos resultados acerca de su capa-
cidad de reconocimiento, de autoagregaciõn y 
de originar estrueturas similares a tej ido, 
los que confirman su alta integridad morfolõ-
gica y funcional, permitiendo el uso de ellos 
para investigar la síntesis de macromolêeulas 
durante aclimatizaciõn. La síntesis de protei 
nas y RNA en hepatocitos aislados de carpas 
aclimatadas a ambas estaciones, presentõ una 
marcada dependência de la temperatura. Se de­
tecto una mayor velocidad de síntesis en Ias 
células aisladas de peces de verano, respecto 
a los de invierno. 

Los resultados permiten concluir que duran 
te la adaptaciõn térmica existe una coapensa-
ción inversa, y que el efecto de la temperatu 
ra se correlacionaria con una posible.hiberna 
ciõn dei animal. (Financiado Dl RSE-80-17). 
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EFECTO DE RENZO (a) PIRENO (,BP) SOBRE LAS DNA 
POLIMERASAS DE CÉLULAS ANIMALES. (Effect of BP 
on animal DNA polymerases). Salazar. I., GíL» 
L. y Li tvak, S. Depto. de Bioquímica, Fac. de 
Medicina. Universidad de Chile. 

El BP es una subtancia con un alto 
poder cancerígeno.Al inyectarla a un animal 
produce en las primeras 7 2 hrs.una disminu-
ciSn transiente de las síntesis de DNA. Hasta 
ahora se han atribuído los efectos celulares 
de la droga a su capacidad para unirse al DNA 
nuclear y mitocondrial despues de ser activa-
da. Dado que BP tambiên se une a proteínas, 
hemos investigado su efecto sobre las DNA po-
linterasas. Nuestros resultados muestran que: 
1) La síntesis de DNA en núcleos de ratas in-
yectadas con BP es menor que en núcleos con­
troles. 2) La incubaciõn con NADPH, un cofac-
tor de la BP hidroxilasa, aumenta notablemen-
te, la inhibiciõn de la síntesis de DNA en 
núcleos de ratas tratadas. 3) La actividad 
DNA polimerasa solubilizada de núcleos de ani 
males tratados es mucho menor que la de nú­
cleos controles. 4 ) La incubaciõn in vitro 
de núcleos normales con BP, inhibe la síntesis 
de DNA. Este efecto es muy potenciado por el 
NADPH. 5) La DNA polimerasa mas afectada por 
BP tanto in vivo como in vitro es la enzima 

La p o l i m e r a s a e s más resistente. 
Nuestros resultados indican un efec­

to directo del BP sobre las DNA polimerasas 
as i como una relaciõn entre este efecto y la 
BP hidroxilasa nuclear. 
Proyectos:B-535-802 y B-933-812 del SDCACI. 

EFECTO DE CLORURO DE S0DI0 SOBRE ACTIVIDAD 
PROTEOLITICA UNIDA A CROHATINA DE HUEVO DE 
ERIZO TETRAPYGUS NIGER ACTIVADO POR AM0NI0. 
NaCl effects on chromatin bound proteolytic 
activity from ammonium activated sea urchin 
egg. 
Sanchez. , L., Merino, V., Ponce , 0. 
Departamento de Biologia Molecular. Univer­
sidad de Concepciôn, Concepciôn. 

La cromatina de huevo de erizo de mar ac-
tivado por amonio presenta actividad proteo-
litica alcalina (pH 8)» que es extraída 
parcialmente por tratamiento con CINa 0.3 
0.7M. Esta fracciõn soluble sometida a elec 
troforesis unidimensional en geles de polia-
crilamida SDS presenta diecinueve bandas de 
proteínas correspondientes a histona HI y 
proteínas no histônicas de alto y bajo peso 
molecular. La actividad proteolítica de es­
ta fracciõn, es selectiva para histona HI y 
algunas proteínas no histônicas. 

CINa 1M inhibe la actividad, en cambio, 
CINa 2M y 3M, la incrementan y la hacen me­
nos específica. CINa 2M-Urea 5M no inhiben 
esta actividad. El efecto de CINa sobre la 
actividad proteolítica sugiere la existência 
de más de una actividad enzimática en el hue 
vo activado por amonio. La degradaciõn de 
proteínas cromatínicas producida en pre sen -
cia de CINa 2M-Urea 5M, indica que la capaci_ 
dad transcripcional de la cromatina reconsti 
tuída puede estar modificada por la acciôn 
de estas actividades. 

EFECTOS DEL TETRASULFATO DE QUERCETINA SOBRE 
DESI1IDROGEUASAS (Effect of quercetin tetrasul 
phate on some dehydrogenases) Seelenfreund,D. 
Chayet,L., y Cori O. Lab. de Bioquímica, Dep. 
de Bioquímica, Fac. de Ciências Básicas y Far 
macSuticas. Universidad de Chile. 

Para evaluar el papel relativo de sínte­
sis estereoespecífica de prenilpirofosfatos e 
isomerizaciôn redox de prenoles, se estúdio 
el efecto de derivados dei cromeno sobre di­
versas deshidrogenasas. El 3,7,3",4* tetrasul 
fato de quercetina (A) obtenido de Flaveria ~ 
bidentis inhibe no competitivamente la reduc-
cion de oxaloacético (OAA) por la deshidroge-
nasa málica de corazfin de bovino con una 
de 4 uM, valor 10 veces menor que K M para OAA 
y NADII. La inhibiciõn es aparentemente mixta 
para NADH. Otras deshidrogenasas no fueron in 
hibidas, lo que prueba la selectividad de es­
te inhibidor. oso." 

EX núcleo d'è"l cromeno tiene un sistema conju­
gado semejante al de un aldehido alllico (D). 
Por lo tanto serS ütíl en e] estúdio de Ias 
isomerizaciones citadas. 

Proyecto en colaboraciSn con H.R.Juliani y 
V.E.Sosa, Univ. Nacional de CÓrdoba. 
(2/81 PNUD-UNESCO y B 1127-81-14 U. de Ch„) 

rOSFOrrtOTEINAS FOS FAT ASAS ENEL KONCC ROUXII. 
(Phosphnrrotein phosphatases from the fungus f'ucor 
rouxii). Seigelchifer, M. y Passeron, M.S.- Departa­
mento de Puimica Biológica, Facultad de Ciências Exac-
tcs y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 

Las fosfoproteinas fosfctasas son enzimas que des-
fosforilan numerosas proteínas fosforiladas; son muy 
importantes en relación con el metabolismo del cAMP 
porcue son las encargadas de revertir la acción de 
las proteínas ouinasas dependientes de cAf'P y, en ul­
tima instância, la acción del nucleõtido cíclico. 

Se detecto actividad de fosfoproteína fosfatasa en 
extractos crudos de la forma filamentosa dei hongo. 
La actividad enzimática se midió por la liberaciórt de 
fosfato inorgânico radiactivo, utilizando como sus-
trato histona fosforilada. 

Se purifico parcialmente la enzima a partir de ex­
tractos solubles, mediante los siguientes pasos: cro­
matografla en columna de DEAE-celulosa y filtración 
por Sephadex G100. El peso molecular aparente de la 
enzima parcialmente purificada es de 35.C0C daltones. 
En extractos crudos preparados en presencia de inhi-
bidores de proteasas no se detectaron formas de mayor 
peso molecular. 

Independientemente dei grado de purificación, la 
actividad enzimática es fuertemente inhibida por io-
nes fosfato o fluoruro. El efecto de este último es 
revertido parcialmente por iones M n + + . 

En sobrenadante de 100.000P la enzima es activaoa 
entre 1 y < veces por iones l'n + +; activaciõn oue se 
pierde parcialmente después dei pasaje por DEAE-celu­
losa. Se está estudiando si estos câmbios de sensibi-
11dad al metal se deben a la presencia de ur. inhibi­
dor o a la coexistência de más de una forma enzimáti­
ca. 
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GROWTH REQUIREMENTS FOR M g 2 + AND C a 2 + FROM NORMAL AND 
TRANSFORMED CELLS. Solange M.F• Ribeiro & Hugo A. Ar­
melin. Departamento de Bioquímica, Instituto de Quími­
ca, Universidade se São Paulo. 

The requirements for Mg^ + and C a 2 + have been ana­
lysed in different cell types (mouse, rat and hamster) 

Normal cells require high (?100jaM) M g 2 + levels for 
growth whereas transformed cells grow regularly in low 
(<10uM) concentrations of this cation. Growth arrest 
of normal cells by Mg 2 +starvation is due to cell death 
with no sign of cell cycle arresting in Go. Mg^ + depri 
vation does not interfere with the growth rate in 
transformed cells, although morphological alterations 
are detectable in these cells. 

2+ 
Ca deprivation increases the requirements of 

normal cells for serum growth factors. DNA synthesis 
of Go arrasted Ca2-*" starved 3T3 fibroblasts can be sti 
mulated by "low" Ca 2 +serum; this cell response seems 
to be independent of the Mg2 + concentration in the 
medium. 

Partially transformed fibroblasts (characterized 
by a) high glicolysis rate; b) high capacity for pill­
ing up and c) low response to growth factors) still re 
quire high Mg2 + concentrations for growth. Only cells 
that have reached the anchorage independent stage of 
transformation grow well in low Mg 2 +medium. This last 
observation suggests that low requirement for Mg2 + is 
an essential feature of the malignant state. 

Financial support: FAPESP, CNPq and Project 
PNUD/UNESCO RLA 78/024. 

CARACTERÍSTICAS "IN VITRO" DE LA ACTIVIDAD RNA POLI-
MERASA ASOCIADA CON ROTAVIRUS HUMANO. ("In vitro" 
characterization of human rotavirus associated RNA 
polymerase). Spencer E. y Arias M.L. Lab. de Vlcolo 
gfa, Division de Clendas Básicas. INTA. U. de Chile. 

Hemos alslado a partir de deposldones diferentes 
tipos de rotavirus humano. Este virus contlene entre 
5-10 pol1pept1dos estructurales y 11 segmentos de RNA 
de doble hebra que constltuyen su genomic Este vi­
rus parece ser de replicación dtoplasmatlca por lo 
que contlene un aparato enz1mlt1co destinado a llevar 
a cabo los eventos tempranos de la Infecdfln celular. 
Hemos caracterizado en forma preliminar la actividad 
RNA poHmerasa RNA dependlente asodada al virus. 
Esta actividad enz1ma°t1ca cosedlmenta con el virus 
cuando este es sometldo a centrlfugadfin en gradien­
tes de sucrosa. De los resultados obtenldos al ana-
Hzar sus requerlmlentos de rlbonucleosldos tHfosfo 
rados, catlones dlvalentes, sales y otros se despren 
de que es una actividad RNA poHmerasa RNA dependlen 
te que utlHza RNA de doble hébra como templado. ET 
proceso de transcrlpdin est* asodado a la hldroli-
s1s de ATP a ADP y fósforo Inorgânico, ya que anilo 
gos no hldrollzables de ATP Inhlben la transcrlpdin. 

Otros sustratos tales como Sradenosll metlonlna 
tamblén afectan las características de la sfntesls de 
RNA por un mecanismo que probablemente este asodado 
a la mod1f1cac16n del extremo 5' terminal de RNA sin­
tetizado por el virus. En condiciones adecuadas el 
virus parece transcribe al menos 8 espedes distin­
tas de RNA. 

SOLUBILIZACION POR ATP PRODUCE UNA FORMA MODIFICADA DE 
HEXOQUINASA A MIT0C0NDRIAL (ATP-solubil ization results 
In a modified form of mitochondrial hexokinase A). 
xUreta T, ^adojkovic J y 2Bustamante E. JDept. Biologia 
Facultad de Ciências Básicas y Farmacêuticas, Universi_ 
dad de Chile, y 2Dept. Ciências Fisiológicas, Universi_ 
dad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru. 

En varios tejidos de rata, parte dela actividad hexo 
quinásica (HK) se encuentra en mitocondrias y puede ser 
solubilizada especificamente por ATP o glucosa 6-P. Se 
estúdio la composición isoenzimática de las HK solubi­
lizada por tales efectores. 

Se purificaron mitocondrias de cérebro y corazón de 
ratas adultas.de hepatomas Morris y de higado de ratas 
recién nacidas. Las mitocondrias se incubaron con ATP, 
o glucosa 6-P o Triton X - 1 0 0 . Qespuês de centrifugar, 
loslíquidos sobrenadantes se cromatografiaron en DEAE-
celulosa y se midió actividad HK de los eluidos. 

La incubación de mitocondrias con ATP produjo la apa^ 
rición de HK-A, HK-B y de una nusva forma inmunologica_ 
mente relacionada con HK-A, menos retenida en las colum 
nas, que denominamos HK-Am. La incubación con glucosa-
6-P o Triton solo produjo la aparición de HK-A y HK-B. 
La mayor proporción de HK-Am se obtuvo con mitocondrias 
concentradas (25 mg/ml de proteínas)y ATP 10 mM. HK-Am 
es inestable al almacenamiento,diálisis o dilución, re 
virtiendo a la forma HK-A. En la transición HK-A +HK-Am 
nointerviene el fosfato-rde ATP ya que AMP-PNP produce 
el mismo efecto. La incubación con [ y- 3 2P]ATP no produjo 
marca en HK-Am. Las Km para glucosa y ATP de HK-A y HK-Am 
son iguales, pero por la Inestabilidad de HK-Am no se 
descarta la existência de diferencias con significado 
fisiológico. (Financiado por PNUD/UNESCO, SDCACI-Univ. 
Chile y la Organización de Estados Americanos). 

MECANISMO DE LA DEPLECION DE GLUTATION HEPATICO INDUCI 
DA POR ETANOL (E). (Mechanism of the glutathione 
depletion induced in the liver by ethanol). Valenzue-
la, A.*, Fernandez, N. , Fernandez, V. 2, y Videla, 
L.A.z Unidades de Bioquímica,1.INTA y 2. Division 
de Ciências Médicas Occidente, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile. 

La ingesta aguda de E provoca un 50% de disminu­
ciõn en la concentraciõn de glutatiõn reducido (GSH) 
en el higado, asociada a un aumento en su índice 
lipoperoxidativo. El presente trabajo estudia dos po-
sibles mecanismos involucrados en este efecto de E: 
\3xidaciõn y translocaciõn al plasma y/o bilis. 

Ratas Uistar macho (150 g) avunadas por 16 hr re-
cibieron E (5 g/kg) o glucosa isocalõrica y fueron sa­
crificadas 6 hr después. GSH y GSSG (glutatiõn oxida­
do) fueron determinados enzimãticamente. 

Se observa una disminuciõn dei GSH hepãtico y un 
aumento del GSSG, el cual da cuenta dei 20% de la re­
dueción de GSH. Se produce, ademãs, una disminuciõn 
del GSH y GSSG biliar y un aumento de la concentraciõn 
plasmática de ambos. En el glóbulo rojo no hay cam-
bios en el contenido de glutatiõn, pero sí un cambio 
en el estado de oxidaciõn. 

Se concluye que la depleciõn de GSH hepãtico por 
E es debida a una oxidaciõn parcial en el tejido y a 
una tran&locaciõn al plasma. Se discute la eventual 
foravaciõn de un conjugado entre GSH y acetaldehido pro_ 
veniente dei metabolismo de E. (Financiado por 
S.D.C.A.C.I., U. de Chile, B-1162-811-3). 
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PARTICIPACION DE METALES BIVALENTES EN LA HI-
DROLISIS ENZIMÁTICA DE PIROFOSFATOS. (Biva­
lent metal requirements on the enzymic hydro­
lysis of pyrophosphates). Valenzuela,M.A., 
Fanta,N., Kettlun,A.M.,Traverso-Cori,A. Labo­
ratório de Bioquímica, Dep. de Bioquímica, 
Fac. de Ciências Básicas y Farmacêuticas. 
Universidad de Chile. 

La apirasa de tubêrculo de S.tuberosum 
(var.Desirée) requiere de la presencia de m e -
tales bivalentes para catalizar la hidrôlisis 
de sustratos pirofosfatos orgânicos (ATP,ADP) 
e inorgânicos (PPP, P P ) . 

Se comparan las actividades enzimâticas 
frente a los siguientes metales: C a Z + , M g 2 + , 
Mn^ , C o 2 + y Z n 2 + determinando: 
1) El pH Optimo de las actividades ATPasa, 
ADPasa y PPPasa. 
2) los valores de S ^ Q de estos metales para 
cada uno de los tres sustratos. 
3) la acciÔn de estos metales sobre la rela-
ci6n entre las actividades enzimâticas (cuo-
ciente ATPasa/ADPasa y ATPasa/PPPasa). 

Además se describe el fenômeno de histS-
resis producido por la incubaciõn de estos 
metales con la enzima en ausência de sustra­
tos. Se muestra la reversion de esta respues 
ta cinêtica lenta de la apirasa por acciÔn de 
sustratos y agentes quelantes. 

PLASMIDIOS DE BACTÉRIAS TERMOFILICAS (Plasmids 
from thermophilic bacteria). Vásquez,C., Vene -
gas,A., Valenzuela.P.Yudelevich,A y Vicuna, R. 
Laboratório de Bioquímica, Pontifícia Universidad 
Católica de Chile. 

Se han aislado dos plasmidios, pTT-1 y pTF-
62 que se encuentran normalmente en el citoplas-
ma de Ias bactérias termofílicas Thermus thermo-
philus HB 8 y Thermus flavus AT 62, respectiva -
mente .Con el objeto de utilizar estos elementos 
extracromosomales como vectores en un sistema 
transformante en bactérias termofílicas, se ha he 
cho una caracterización.física de los plasmidios. 
Datos de microscopía electrónica y electroforesis 
en geles de agarosa, revelan un peso molecular de 
6.0 megadaltons para pTT-1 y de 6.8 megadaltons 
para pTF-62. El contenido de G más C de ambos 
plasmidios, determinado por cromatografía en pa­
pel luego de hidrólisis ácida, es de un 68%* 
También se han determinado los respectivos grados 
de sobreenrrollamiento y número de copias por cé­
lula. 

Los mapas físicos de pTT-1 y pTF-62 fueron 
construídos utilizando diversas enzimas de res -
tricción. 

Financiado por la Dirección de Investigación 
de la Pontifícia Universidad Católica de Chile. 

ANALISIS ESTRUCTURAL DE UN SEUDOGEN DE pTUBULINA 
HUMANA.(Structural analysis of a human /3tubulin 
pseudogene). Venegas,A., Pichuantes,S., Medina,M. 
A., Gómez,M.I., Bull,P. y Valenzuela,P. Laborató­
rio de Bioquímica, Pontificia Universidad Católi­
ca de Chile. 

Hemos descrito previamente el aislamiento de 
vários genes de otytubulina humana utilizando el 
vector Charon hA. Para un análisis estructural 
más fino de uno de ellos, se han clonado subfrag-
mentos dei clon original /S-9 en pBR322 y pBR325« 
Estúdios de hibridización según Southern, contra 
un cDNA de cérebro de pollo sugeria la presencia 
de un gen de ̂ tubulina intacto, en base a conside_ 
raciones de tamano y mapa de restricción. 

La secuenciación dei DNA, según el método de 
Maxam y Gilbert, de la region que contiene este po_ 
sible gen revelo la presencia de secuencias simila 
res a la dei gen de pollo. La conversion de esta 
codificación a secuencia aminoacídica incrementa 
la homología con la secuencia proteica propuesta 
para la /l tubulina de pollo, pero se detecto en la 
region codogénica la presencia de varias seríales 
de término de la traduceión. Además, no se detec_ 
tó la presencia de intrones. Estos últimos rasgos 
permiten definir esta estruetura como un seudogen. 

Con el fin de probar la funcionalidad de este, 
hemos realizado experimentos preliminares de trans 
cripeión _in vitro utilizando el sistema de células 
HeLa, con resultados negativos. 

Se discute la presencia y relevância de seudo_ 

genes en eucariotes. Financiado por DIUC, U.C. 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA PARTÍCU­
LA NUCLEOPROTEICA £N OOCITOS DE Cyprinus car-
pio (Isolation and characterization of a nú­
cleo protein particle from Cyprinus carpio oo­
cytes). Villanueva.J.. Molina.V.. Molina,H.. 
Araya.A. y Krauskopf.M.- Instituto de Bioquí­
mica, Facultad de Ciências, Universidad Aus­
tral de Chile. 

Los oocitos previtelogénicos de anfibios 
y teleosteos contienen una gran cantidad de 
tRNA y RNA 5S. Esencialmente todo el RNA 5S 
y una alta proporción del tRNA eatãn alraace-
nados en dos partículas nuc-leoproteicas que 
sedimentai! a 7S y 425. 

Se aislaron partículas del tipo 42S de 
oocitos previtelogénicos de carpa, centrifu­
gando un homogeneizado en gradiente de saca-
rosa ( 1 5 a 3 0 % ) . La fracciõn correspondiente 
se concentro por centrifugaciõn a 105.000 g, 
precipitaciõn con etanol frio o con sulfato 
de amonio. El anãlisis electroforético de las 
partículas indico la presencia de RNA 5S y 
tRNA. Se identificaron además dos proteínas 
de un peso molecular aproximado a 37.000 y 
50.000, y una tercera, que se encuentra pre­
sente en menor proporción. 

Los experimentos de aislamiento de tRNA y 
RNA 5S de oocitos sugieren una posible inter-
acciôn entre estas dos macromolêeulas. El RNA 
5S, aun deapuês de aislado contiene t R N A p r o y 
t R N A ^ e u , espécies que se encuentran en la par 
tícula 42S. 
(Financiado por Proyecto Dl UACH RSE-80-17). 


