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COLOQUIO:

Efecto de metales en reacciones enzimaticas

EFECTO DE Mn’+ SOBRE LAS FOR-
MAS MOLECULARES DE LA ARGI-
NASA DE HIGADO HUMANO. (Effect
of Mn’* on the
human liver arginase)
NELSON CARvAJAL. (Instituto de Nutricién
v Tecnologia de los Alimentos, Universidad
de Chile, Santiago, Chile).

molecular forms of

La cromatografia de intercambio iénico de pre-
paraciones semipurificadas de arginasa de hi-
gado humano resuelve la actividad enzimatica en
dos especies, identificadas como enzima 1 y Il
de acuerdo al orden en que eluyen de una colum-
na de CM-celulosa. Ambas especies requieren
en forma absoluta de Manganeso para su activi-
dad catalitica pero, aparte de su carga eléctrica,
difieren en forma importante en sus caracteristi-
cas estructurales y cinéticas.

l.a enzima Il corresponde a una proteina
tetramérica de peso molecular 118.000, y se
disocia en subunidades inactivas cuando se le re-
mueve el metal activador. Tanto la actividad cata-
litica como la estructura cuaternaria de la enzi-
ma se recuperan cuando se agrega Mn’ * a las
subunidades. Inmovilizando la enzima nativa a
través de una sola subunidad, ha sido posible ob-
tener subunidades aisladas que se activan con
Mn® * sin reasociarse. Se han obtenido tam-
bién dimeros aislados de la enzima. Al compa-
rar las propiedades enzimaticas al pH dptimo
(9.5) no se encuentran diferencias entre los te-
trameros, dimeros y monémeros. Sin embargo, a
pH 7.5 los monémeros y dimeros presentan una
cinética michaeliana, mientras que una de tipo
alostérico se observa para la enzima tetrgmeérica.

La enzima I presenta un peso molecular con-
siderablemente mayor que la enzima II, y una
cinética michaeliana tanto a pH 9.5 como 7.5. Sin
embargo, también se disocia en subunidades
inactivas cuando se remueve el metal activador.
Si estas subunidades son purificadas por filtra-
cion en Sephadex y luego se las reactiva con
Mn® *, se forma una especie que tiene todas
las caracteristicas de la enzima II. En cambio,
cuando la reactivacién se realiza en presencia de

las proteinas no arginasa que la acompanan, se
regenera la enzima [ original.

En la preparacion de enzima I se encontré
una importante actividad de arginosuccinasa. La
Interaccién entre esta ultima enzima y la arginasa
se demostré al incubarla en presencia de Mn* '
con subunidades obtenidas de la enzima II. Al
omitir el ion metalico activador, no se observd
esta interaccion.

Los resultados obtenidos sugieren que la unién
de Mn® * en las subunidades de arginasa se
acompana de un cambio conformacional que
favorece la formacion de la enzima tetramérica
libre o.de un complejo enzimatico.

INTERCONVERSION DE ENERGIA POR
LA ADENOSINTRIFOSFATASA Ca’*-
DEPENDIENTE DEL RETICULO SAR-
COPLASMATICO. (Energy
sion by adenosinetriphosphatase
dependent from sarcoplasmic reticulum).
LeopoLpo DEMEIS. (Universidade Federa-
le do Rio de Janeiro, Departamento de Bio-
quimica, Instituto de Ciencias Biomedicas,
Bloco H, Cidade Universitaria, Ilha do Fundao,
Rio de Janeiro 21.910-R], Brasil.

interconver-

Ca’ *-

En condiciones apropiadas, la ATPasa Cca®+
dependiente del reticulo sarcoplasmatico es
capaz de catalizar tanto la sintesis como la hidré-
lisis de ATP. La actividad de la enzima es modu-
lada por la uniéon del Ca’ * en los dos lados
de la membrana. La sintesis de ATP comienza
con la fosforilacion de la enzima por P; formando
Esta se ob-
serva tanto en presencia como en ausencia de un
gradiente de concentraciéon de Ca’* entre un
lado y otro de la membrana, y es inhibida por la
unién del Ca’ * en el sitio de alta afinidad (Km
1-3 uM a pH 7,0), localizado en la superficie
externa de la membrana. Estudios de cinética ra-
pida indican que tanto en la presencia como en la
ausencia de gradiente de concentracion de Ca’+,

una acilfosfoproteina. reaccion
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la fosforilaciéon por P; transcurre a traves
de un conjunto de reacciones comunes involu-
crando formas enzimaticas intermediarias co-
munes. Una vez formada, la fosfoenzima sola-
mente es capaz de transferir su fosfato al ADP
cuando el Ca’* estd unido al sitio de baja
afinidad (K, 1-3 mM a pH 7,0) localizado en
la superficie interna de la membrana. EI ATP
puede ser sintetizado en ausencia de un gra-
diente de concentracién de Ca’ ‘. Esto pue-
de ser conseguido de dos maneras: a) Dos equuli-
brios: La ATPasa era inicialmente fosforilada
por P; en ausencia de Ca’ *. Después que
el equilibrio de esta reaccion era alcanzado, se
agregaba al medio ADP y un exceso de Ca”
(salto de Ca’*). Cuando el segundo equili-
brio era alcanzado, el fosfato de la enzima era
transferido al ADP formando ATP. Resulta-
dos similares fueron obtenidos en presencia de
una concentracién constante de Ca’ *, va-
riando la afinidad por el Ca’®* de los sitios
de unién de Ca®* de la enzima mediante una
suibita variacion del pH del medio (salto de pH).
b) Equilibrio simple: Pudo observarse un tran-
siente de fosforilacion por P; cuando la enzima
fue preincubada en ausencia de Ca’* y luego
agregada a un medio que contenia P;, MgZJr y
un exceso de Ca°*. La AT Pasa fue fosforilada du-
rante los 100 milisegundos iniciales, siendo hi-

drolizada en los siguientes i ntervalos de tiempo.

Una pequena pero significativa cantidad de ATP
era sintetizada si se incluia ADP en el medio de
incubacion conteniendo P;, Mg2 Ty Ca’ *.
Esto no se observaba cuando la enzima era prein-
cubada en presencia de Ca® *. Estos datos su-
gieren que la energia necesaria para la sintesis
de ATP provendria de la remocién del Ca® "
del sitio de unién de alta afinidad de la AT Pasa.

ROL DE METALES EN LA ACTIVIDAD
DE LA DESOXIRIBONUCLEASA PAN-
CREATICA. (The role of metals on the
activity of pancreatic deoxyribonuclease).
ERNESTO MELGAR, BEATRIZ LIZARRAGA,
AURA GIL, CARLOS BUSTAMANTE, DORIS SAN-
CHEZ-ROMERO. (Instituto de Bioquimica vy
Nutriciéon, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima, Peru).

La desoxiribonucleasa pancreatica, DNasa I,
€s una enzima que tiene un requerimiento abso-

luto de cationes divalentes para su actividad.
Mg+ + Mnt *, Cot *, Cat+, Ba*t *
Sr** y Zn** son activadores de la hidré-
lisis del DNA; sin embargo, difieren en su efecto
sobre la velocidad de reaccién, la capacidad de
la enzima para romper una sola cadena del DNA
o ambas cadenas simultaneamente, los produc-
tos finales de hidrélisis, y, por altimo, se observa
que la combinacién de algunos pares de cationes,
tales como Ca** y Mg"* tienen un efec-
to sinergistico sobre la actividad enzimatica.

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

Existe suficiente evidencia experimental
para afirmar que la actividad de la DNasa de-
pende de un plegamiento adecuado de la cadena
polipeptidica: la enzima a pH alcalino, baja
fuerza idnica o por efecto de la urea, sufre un
desenrrollamiento molecular que se manifiesta
por un incremento del radio de stokes, observa-
ble por filtracién en gel, y que esta acompariado
de pérdida de la actividad. Este fenémeno es com-
pletamente reversible en presencia de Ca'*,
lo que sugiere un rol del catién en la preservacion
¢ induccién del plegamiento correcto de la mo-
lécula proteica, principalmente cuando la DNasa
se encuentra en condiciones que tienden a desor-
ganizar la estructura terciaria.

Por otro lado, se ha observado que el Ca
es un activador muy deébil de la enzima, en cambio
otros iones como el Mgt*, Mn** o Co* -
presentan velocidades altas de hidrélisis a pH
neutro o acido. Este hecho sugiere que cuando la
enzima tiene una conformacion correcta reco-
noce al DNA substrato unido a estos metales.
El efecto sinergistico del Ca** en la reac-
ciéon activada por Mg** confirma esta hipo-
tesis: A pH acido, cuando la enzima esta plegada
adecuadamente, el sinergismo no se observa;
por el contrario a pH mayor de 7.0 el sinergismo

+ -

es evidente siendo mayor a pHs alcalinos.

En conclusiéon podemos afirmar que el rol
de los cationes en la reacciéon hidrolitica de la
DNasa pancreatica es doble: a) formacién de
un complejo DNA-metal reconocible por la
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enzima y b) preservacion de la estructura nativa
cuando la enzima esta en condiciones adversas
para su actividad 6ptima.

INTERACCION ENTRE PIROFOSFOHI-
DROLASAS VEGETALES Y META-
LES BIVALENTES. (Interaction of plant

pyrophosphohydrolases with bivalent me-
tals).

M. ANTONIETA VALENZUELA P. (Laboratorio
de Bioquimica General, Departamento de
Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias
Quimicas, Universidad de Chile, Santiago).

La apirasa o pirofosfohidrolasa de S. tuberosum
cataliza la hidrélisis de enlaces pirofosforicos
tanto de polifosfatos organicos como de inorga-
nicos en presencia de un metal bivalente, princi-
palmente Ca’ +.

LLa determinacion de los parametros cinéti-
cos del sustrato y del metal permite sugerir que
el verdadero sustrato de la apirasa es el comple-
jo pirofosfato-metal en relacion 1:1.

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

CrllII con la enzima a pesar de la inercia quimica
del Cr*’ sugiere que la interaccion con el sitio
activo se efectuaria principalmente a través
de la cadena pirofosférica y no del ion metalico.

La espectroscopia de resonancia paramag-
nética electrénica permite confirmar la interac-
cién de metales con proteinas. El espectro de
EPR del Mnll es muy sensible al medio ambien-
te electronico. Por lo tanto el espectro puede
cambiar con substituciones de ligandos o distor-
siones geométricas que ocurran en la primera es-
fera de coordinacién del metal. El espectro de
EPR del MnllI en presencia de la apirasa mues-
tra ademas del tipico sexteto del Mn(Hz Oy
una transicidn a campo bajo que puede atribuirse
a una distorsidon de la geometria del campo cris-
talino del Mnll a una fuerte interacciéon con la
enzima.

La uniéon de metales bivalentes a la apirasa
en ausencia de sustrato, altera sus propiedades
cinéticas transformandose en una enzima histe-
rética. Este efecto puede interpretarse como una
lenta transicion entre dos formas enzimaticas
con diferente actividad catalitica.

En conclusion, el complejo nucleétido-
metal interactuando a través de la cadena fos-
forica seria el verdadero sustrato y que la unién
de metales bivalentes a la enzima produce un
cambio conformacional
catalisis  enzimatica.
histeréticas de

desfavorable para la
Estas  caracteristicas
la apirasa podrian describir
un mecanismo de regulacion metabolica. (Fi-
nanciado por subvencién B-008-792 del Ser-
vicio de Desarrollo Cientifico y Creacién Artis-
tica, Universidad de Chile).
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COLOQUIO:

Bioquimica de lipidos e isoprenoides

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS EN

TRYPANOSOMA CRUZI (Fatty acid
biosynthesis in Trypanosoma cruzi)
E.E. AEBERHARD, M.G. LEma, M.V. Do-
MINGUEZ y D.ILH. Bronia (Departamento
de Biologia Molecular, Universidad Nacio-
nal de Rio Cuarto, Rio Cuarto, Argentina).

Hemos demostrado anteriormente incorpora-
ctén activa de (1-”C) acetato en acidos grasos
por epimastigotes de 7rypanosoma cruzi cepa
Tulahuén (XIV Reunién Soc. Argentina Inv.
Bioquimica, Argentina, 1978).

Se ha estudiado ahora los acidos grasos sinte-
tizados a partir de acetato, por cromatografia
en capa fina con nitrato de plata, combinada
con cromatografia de gases y recolecciéon indi-
vidual de los 4cidos grasos. Se ha comprobado
sintesis de acidos grasos saturados, mono y di-
insaturados, principalmente acidos palmitico
(8%), estearico (14%), oleico (16%) y lino-
leico (50%). Ademas se ha determinado la in-
de (1-
" C)-acidos grasos (palmitico, estearico, oleico,
linoleico y linolénico) en 7. cruzi con igual
metodologia. Los acidos palmitico y estearico
fueron metabolizados hasta acidos mono (16-
17%) y diinsaturados (52-59%). El A4cido
oleico fue convertido principalmente en acidos
diinsaturados (39%) mientras que los &cidos
linoleico y linolénico no experimentaron meta-
bolizacion apreciable.

Estos resultados
vaciones previas con respecto a la presencia en
T. cruzi de mecanismos de sintesis de acidos
grasos y activa desaturacion de los mismos.

corporacién y metabolismo ulterior

ratifican nuestras obser-

MECANISMOS ENZIMATICOS DE LA

BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN
PLANTAS (Enzyme
biosynthesis of isoprenoids in plants).
LiLiaANA CHAYET (Laboratorio de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias Quimicas y Far-
macoldgicas, Universidad de Chile, Santia-
g0).

mechanism in the

Los isoprenoides constituyen una amplia gama
de compuestos lipidicos de caracteristicas hi-
drofdobicas que cumplen muy variadas funcio-
nes. Cabe senalar esteroles (componentes de
membrana), carotenos (fotorreceptor), polipre-
noles fosforilados (transportadores de azucares).
parte de coenzimas respiratorias, feromonas
y hormonas y muchos de funcion desconocida.

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

Los isoprenoides se sintetizan a partir de uni-
dades isoprénicas (Cs) que pueden ser usa-
das para construir el esqueleto completo de una
molécula o pueden ser unidas a una molécula no
terpénica. Biolégicamente el proceso de unién
de un terpeno a un aceptor es una reaccién de
prenilacion, siendo mas comin la condensacion
1-4 o paralela, del isopentenilpirofosfato (IPP)
y su isomero el Dimetilalilpirofosfato (DMAPP),
generando un nuevo pirofosfato alilico de confor-
macién E o Z vy liberacién de pirofosfato. Otra
reacciéon importante de prenilacion es la con-
densacion reductiva 1-1 en que dos moléculas
de farnesilpirofosfato o geranil geranilpirofos-
fato se unen para dar a traves de un intermediario
ciclopropil carbinilo productos como escualeno
y fitoeno. Finalmente estan las reacciones de
transferencia de la parte organica de un pirofos-
fato alilico a un aceptor no terpénico, como
sucede en la sintesis de ubiquinona y ciertos
alcaloides.

Nuestro interés se ha centrado primordial-
mente en la biosintesis de mono y sesquiterpe-
nos catalizada por sistemas enzimaticos de Pi-
nus y Citrus. En el proceso de alargamiento de
la cadena isoprénica hemos identificado a los 2
isomeros de Cio Nerilpirofosfato (NPP) vy
Geranilpirofosfato (GPP) y 2 isémeros de Cis
el 2E-farnesilpirofosfato (FPP) y el 2Z-farne-
silpirofosfato. Se establecid que independien-
temente de la conformaciéon del doble enlace, se
elimina estereoselectivamente el protéon 2-pro
R del [PP. Es la configuracion del sitio activo de
la enzima y no el proceso quimico de salida de
protones la que determina la estructura final del
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compuesto. Los diferentes isomeros son sinteti-
zados independientemente y no provienen de un
proceso de isomerizacion E-Z. Hemos encon-
trado ademas un sistema de isomerizacién —re-
dox dependiente de NAD que daria cuenta de
la isomerizacion E-Z de alcoholes, y que tiene
a los aldehidos como intermediarios. Este siste-
ma redox no es responsable de la formacién de
los diasterémeros E y Z de los pirofosfatos ali-
licos. Suponemos la existencia de prenil trans-
ferasas diferentes para la biosintesis de los
distintos conférmeros. Es posible obtener prepa-
rados enzimaticos que tienen sélo la actividad
formadora de productos E, en el curso de la puri-
ficacion de las prenilsintetasas de naranja el
cuociente de producto Z/E aumenta y en experi-
mentos de desnaturacién térmica se pierde
completamente la actividad Z protegiéndose la
E con GPP-Mg. Ogura y Popjak han demos-
trado que las prenilsintetasas requieren abso-
lutamente del pirofosfato en la molécula, y que
deben tener estructura alilica aunque el largo
de la cadena hidrofébica no es crucial.

La prenilsintetasa de Citrus y Pinus reconoce
la geometria del doble enlace tanto en el
sustrato como del producto. Requieren absoluta-
mente de metal divalente para la catalisis. Poul-
ter y Rilling han demostrado que el mecanismo
de condensacién 1-4 es un mecanismo de SN,
(lonizaciéon-condensacion-eliminacion). El  car-
bocation resultante se estabiliza por la salida de
proton, pero se ha puntualizado aqui que si bien
ésta es estereoselectiva no hay mecanismo qui-
mico que predetermine la conformacion del
doble enlace del producto.

Las prenilsintetasas a que nos hemos referido
catalizan la transferencia 1-4 de un pirofosfato
alilico de 5 6 10 C a IPP. Sin embargo bajo cir-
cunstancias en que el aceptor IPP se encuentra
ausente del sitio activo de la enzima la prenilsin-
tetasa de ave es capaz de transferir el pirofos-
fato alilico a otro nucleéfilo: el H2O, provo-
cando asi la hidrdlisis del sustrato.

Poco se conoce desde el punto de vista meca-
nistico las reacciones de prenilacion de molécu-
las no terpénicas. La DMAPP-triptéfano trans-
ferasa cataliza la transferencia de DMAPP a su
aceptor triptéfano en el C4, formando un com-
puesto intermediario de la biosintesis de alcaloi-
des clavinicos. Esta enzima es especifica tanto
para el sustrato alilico de 5 C (DMAPP) como
para su aceptador. Es posible visualizar todas

las reacciones de prenilacién como reacciones
mecanisticamente similares que involucrarian
la ionizacion del sustrato alilico con generacién
de un carbocation y eliminacién de Pirofosfato,
el que luego sufre un ataque nucleofilico ya sea
por el doble enlace en C4 del IPP o en circuns-
tancias particulares por H2O, o por un C de
mayor nucleofilia de un anillo aromatico lo que
no ocurre en el ejemplo citado por lo que plantea
nuevamente problemas tanto estéricos, como
mecanisticos.

Los compuestos de 10 C se ciclan con elimi-
nacion de pirofosfato y adiciéon intramolecular
de un doble enlace generando hidrocarburos
terpénicos monociclicos y biciclicos como el
limoneno y los « o # pineno, en una reaccién
que podria considerarse como una ‘‘prenila-
cién intramolecular’.

Las carbociclasas de Pinus son estereoselecti-
vas para ¢l sustrato Z (NPP) en cambio las de li-
mén forman los hidrocarburos a partir de ambos
diasterémeros NPP y GPP Jo que plantea un pro-
blema estérico en la ciclacion del compuesto E.
Se ha descartado una isomerizacion E-Z del
sustrato. Se puede pensar en una ionizacién con
eliminacién de Pirofosfato, generando un carbo-
cation alilico. Este, estabilizado por la enzima,
rota y adquiere la conformacién syn necesaria
para la ciclacién en la cual el producto final es
determinado por la salida estereoselectiva de
determinados protones por la enzima. Las carbo-
ciclasas son estereoselectivas tanto para el sus-
trato, como para los productos. Esto se ha
comprobado indirectamente puesto que hay
preparados que pierden la capacidad de utilizar
N PP como sustrato. Ademas las relaciones de los
hidrocarburos formados cambia tanto en el curso
de la purificacién, como frente a distintos meta-
les divalentes.

El requerimiento absoluto de una concentra-
cién bastante elevada de metal divalente por
ambos tipos de enzima, la prenilsintetasa y la car-
bociclasa, sugiere un papel fundamental de éste
en el proceso catalitico. Se ha determinado que
la condensacién ocurre por un mecanismo de
carbocatién en que el metal ayuda a la eliminacién
del pirofosfato. Es posible postular un rol ana-
logo de! metal en la reaccién de ciclacién, lo que
se ha explorado en un estudio de solvélisis no en-
zimadtica de pirofosfatos alilicos catalizada por
metal divalente. Se observa que se forman produc-
tos ciclicos a partir del conformero E (GPP) y
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que ademas se obtienen hidrocarburos ciclicos
como es el limoneno. La especificidad de metal
de esta reaccion no enzimatica tiene un estrecho
paralelo en la reaccion enzimitica lo que no sélo
confirma el papel del metal sina que corrobora
la validez del modelo.

Finalmente se podria visualizar que el alar-
gamiento de cadena por las.prenilsintetasas vy
la ciclaciéon por carbociclasas son procesos me-
canisticamente simil,areg. En ambos casos ocurre
‘una ionizacién del sustrato alilico ayudado pro-
bablemente por metal. Se forma un carbocatién
intermediario que por ataque intermolecular
de un nucleéfilo alarga la cadena o lo transfiere a
otra molécula, o ihtramolecular de doble enlace
para ciclar.

(Este trabajo ha sido financiado parcialmente por el Servicio
de Desarrollo Cientifico, Creacién Artistica y Coopera-
cién Internacional de la Universidad de Chile (B-005-781)
por PNUD-UNESCO (79-19), por National Science Foun-
dation-coNICYT y por la Fundacién Henrique Otero Vizca-
rrondo. El sefior Gonzalo Pérez ha denado gentilmente fru-
tos de Citrus de arboles seleccionados de ‘“Huertos de Beta-
nia”’, Mallarauco Chile).

INTERMEDIARIOS POLIPRENOLICOS

EN LA SINTESIS DE GLICANOS Y
DE GLICOPROTEINAS  (Polyprenolic
intermediates in glycan and glycoprotein
synthesis).
M. DANKERT, R. GARCl1A, R. Couso, L. IELPI,
N. ISON DE IANNINO (Instituto de Investi-
gaciones Bioquimicas Fundacion Campo-
mar y Facultad de Ciencias Exactas'y Natu-
rales, UNBa, Buenos Aires, Argentina).

La funcién que los poliisoprenol-fosfato-azica-
res desemperian en la sintesis de polisacaridos,
en procariotes, y de glicoproteinas, en eucario-
tes. ha sido objeto de intenso estudio en los altimos
anos.

En nuestro laboratorio se ha investigado prin-
cipalmente la participacién de estos compues-
tos en la sintesis de polisacaridos en Acetobac-
ter xyltnum, una bacteria gram negativa que se
caracteriza por producir celulosa. La biosinte-
sis de este polisacarido a partir de UDP-glu-
cosa fue descripta hace varios arfios por Glaser.

Utilizando este nucledtido-azticar’  radiac-
tivo se observd, en nuestro laboratorio, que pre-
parados enzimaticos de esta bacteria permitian
obtener, ademas de celulosa, un glucano y tres

prenilfosfo-azicares. De estos dltimos, uno fue
caracterizado prenol-difosfato- a-glu-
cosa, y parece participar en la biosintesis del
glucano. Otro se identificé como prenol mono-
fosfato- B-galactosa, y el tercero como prenol-
-difosfato- ¢-celobiosa. Si bien hasta el mo-
mento no se ha podido demostrar la participacién
de este ultimo en la sintesis de celulosa, ha resul-
tado capaz de aceptar, in vitro, la adicién secuen-
cial de manosa, acido glucurénico, dos glucosas
y ramnosa, para formar un prenol-difosfato-hep-
tasacarido. Los dadores de azicares son, res-
pectivamente, GDP-manosa, UDP-glucurénico.
UDP-glucosa y dTDP-ramnosa, y al lipido-oli-
gosacarido formado se le ha asignado la siguien-
te estructura:
ramnosa-glucosa- §-1,6-glucosa-glucurénico- 8-1,6-

manosa- §-1,3-glucosa- 8-1,4-glucosa-PP-prenol

como

Se pudo demostrar también que A. xylinum
sintetiza otros polisacaridos y uno de ellos, al que
se denominé polisacarido <y, produce por hidré-
lisis: glucosa, manosa, ramnosa, acido glucoré-
nico y acido galacturénico. Se piensa que el pre-
nol-difosfato-heptasacérido mencionado es un
precursor de este polisacarido .

Por otra parte, en la sintesis de glicoprotei-
nas en eucariotes, se ha descrito la participacion
de prenol fosfo-azicares derivados de glucosa,
manosa y N-acetil glucosamina. Estos lipido-
azucares, juntamente con GDP-manosa vy
UDP-Acetil-glucosamina, dan lugar a la for-
macién de un derivado con la estructura: dolicol-
difosfato - (N - acetil - glucosamina)z - (manosa) -
glucosas (Dol-PP-oligosacarido-glucosa). Una vez
incorporada la glucosa el resto carbohidrato
es transferido a un grupo asparagina del péptido
naciente que dara lugar a la glicoproteina. El
oligosacarido ya ligado a la proteina, sufre un
procesamiento durante el cual pierde algunos
azucares (glucosa-manosa) pero puede luego
recibir otros (N-acetil glucosamina, galactosa,
fucosa, acido sialico), directamente donados por
los nucledtidos respectivos sin mediacién de
prenol-fosfatos.

Los preparados de A. xylinum ofrecieron la
posibilidad de obtener un prenol-fosfato-galac-
tosa e investigar si participaban en alguna de
las etapas mencionadas. Se encontré, utilizando
enzimas de higado, cerebro y péancreas de rata,
que se transferia galactosa a un compuesto con
las propiedades de un Dol-PP-oligosacarido-
galactosa. Resultados preliminares parecen in-
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dicar que también hay transferencia de Dol-
PP-oligosacarido-galactosa a  proteinas. Se
piensa que, tal vez la transferencia de galactosa
ademas de, o en lugar de, glucosa podria indicar
una via alternativa en el procesamiento arriba
mencionado.

ORGANIZACION DEL SISTEMA DE

OXIDACION DE ACIDOS GRASOS EN
PEROXISOMAS. PROPOSICION DE
UN MODELO. (Organization of the Fatty
Oxidation System in Peroxisomes. Proposal
of a Model).
FEDERICO LEIGHTON, MIGUEL BRONFMAN vy
NieaLpo C. INESTROsA, Departamento de
Biologia Celular, Universidad Catélica de
Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

En peroxisomas de higado de rata se ha detec-
tado el complemento enzimatico necesario para
realizar (-oxidacién de acidos grasos en un
proceso insensible a cianuro. La primera enzima
de la secuencia ha sido caracterizada en nuestro
laboratorio, tanto para higado de rata como
para higado humano (Biochem. Biophys. Res.
Commun. 88: 1030-1036 (1979); Biochem. ]J.
182: 779-788 (1979); Life Sciences 25: 1127-
1136 (1979)). Esta enzima, acido graso-CoA
oxidasa (OAG), es especifica para peroxisomas
y aparece como etapa limitante de la reaccién.
Es especifica para acidos grasos saturados de
cadena larga C;2-Ciz y muy poco activa para
Co -Cs. La OAG es una flavoproteina con FAD
unido no covalentemente y con muy baja afini-
dad, lo que sugiere un posible rol regulador.

La deteccion especifica en peroxisomas, junto
con la OAG, de crotonasa, g-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa y tiolasa, indica que el sistema
peroxisomal deberia producir acidos grasos de
cadena mediana (Ce-Cg), acetil-CoA y NADH
como resultado de la oxidacién de un acido de
cadena larga. La deteccidon de carnitina-acetil
transferasa y de carnitina-octanoil transferasa
€N peroxisomas sugiere que estas enzimas serian

responsables de la translocacion de residuos
Gy Ge-Gs. Dado que las transferasas se
comportan como enzimas solubles —de la matriz
peroxisomal— su rol seria la obtencién de un
residuo capaz de atravesar la membrana pero-
xisomal sugiriendo a la vez la existencia de un
pool intraperoxisomal de HS-CoA potencial-
mente regulador del sistema. La actividad de
palmitoil-carnitina transferasa, en contraste,
es muy baja sugiriendo que los acidos grasos
de cadena larga podrian cruzar la membrana
peroxisomal por difusién; este mecanismo su-
giere un rol regulador fundamental para la pro-
teina citosdlica que transporta Aacidos grasos
con mayor afinidad por los CoA-derivados. El
mecanismo postulado requeriria de la activa-
cion peroxisomal de los acidos grasos; de hecho,
hemos detectado también actividad tioquinasa
peroxisomal, planteandose la necesidad de una
fuente de ATP.

El NADH resultante de la B-hidroxiacil-
CoA deshidrogenasa peroxisomal podria ser
reoxidado en el organelo o difundir al citoplas-
ma. En peroxisomas existen mecanismos que
permitirian su reoxidacién n situ: Se ha detec-
tado lactico deshidrogenasa peroxisomal, ade-
mas de la L- a-hidroxiacido oxidasa (HAO)
peroxisomal que es activa sobre lactato. Podria
asi reoxidarse NADH mediante reduccién de
piruvato, al que la membrana peroxisomal es
permeable, y el lactato resultante sea difundir
al citoplasma o alternativamente, ser oxidado
fatilmente por la HAO. La presencia en la
membrana peroxisomal de citocromo bs vy
NADH citocromo b; reductasa, detectada en
otros laboratorios, ha sido considerada como la
base de un sistema translocador de equivalentes
reducidos; sin embargo su localizacién en la
cara externa de la membrana plantea un pro-
blema topolégico.

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

Receptores hormonales. Mecanismos moleculares
de accién

RECEPTORES PARA SOMATOTROFI-

NAS EN HIGADO DE RATA (Somatotro-
phin receptors in rat liver)
Juan M. DEeLracHa, A.C. PALADINI y J.A.
SantoME (Departamento de Quimica Bio-
légica, Faculiad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires y Centro para
el Estudio de las Hormonas Hipofisarias,
Junin 956, Buenos Aires 1113, Argentina)

Los estudios de distribucién in vivo de somato-
trofinas marcados con radiactivos demuestran
que el higado es uno de los érganos que capta la
hormona. Esta unién presenta alta afinidad, es
especifica y el proceso es saturable.

Estudios de competicién in vivo sefialan que
en el higado de animales normales las somato-
trofinas bovina, equina y humana compiten con
la hormona de origen bovino marcada con S R
no asi con la prolactina ovina. Cuando se utiliza
somatotrofina humana marcada con 125'I, la
prolactina y la somatotrofina bovina compiten
por los sitios de unién de la hormona humana.
Estos hechos sugieren la presencia en el higado
de por lo menos dos tipes de receptores distintos:
uno de crecimiento o somatogénico y otro lacto-
génico. Cuando las experiencias se realizan con
animales hipofisoprivos sélo se detectan recepto-
res de crecimiento.

Para caracterizar estos ultimos, se trabaj6
con hepatocitos provenientes de ratas hipofiso-
privas. Se demostré la presencia de dos grupos
de receptores somatogénicos. Uno de ellos, en na-
mero proximo a los 10.000 por célula, presenta
una constante aparente de disociaciéon de 4.2 X
10°M; el otro grupo cuenta con 6000 recep-
tores por célula, con un valor para su constante
de 1.7 X10°" M.

En lo que respecta al receptor lactogénico ca-
be mencionar que ha sido posible solubilizar, a
partir de microsomas de higado de rata hem-
bra, una fraccién proteica que presenta la par-
ticularidad de interaccionar especificamente
con somatotrofina humana marcada con '‘*1.
La constante de disociacion del complejo hor-

soluble es de 8 XIO‘IOM;
valor muy similar al informado por otros autores
para el receptor particulado.

mona-receptor

RECEPTORES HORMONALES EN REP-
TILES (Hormonal receptors in reptiles).
MARIA MARQUES, RoseLis S M. Da Sitva,
DANIEL TURYN y Juan M. DELLACHA (De-
partamento de Fisiologia, Farmacologia e
Biofisica, Instituto de Biociencias, Universi-
dad Federal do Rio Grande do Sul, 90.000
Porto Alegre, Brasil, y Departamento de
Quimica Biolégica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, y
Centro para el Estudio de las Hormonas Hi-
pofisarias, Junin 956, Buenos Aires 1113,
Argentina).

Muchas evidencias experimentales indican que
la primera etapa de la acciéon hormonal es la liga-
cion de la hormona a sitios especificos de las mem-
branas de las células “blanco”. Estos estudios
han sido realizados principalmente en mamife-
ros, in viwo e in vitro, pero muy pocos datos existen
con relacién a otros vertebrados. Asi, hemos de-
cidido extender a un reptil, la tortuga, los es-
tudios sobre distribucién y ligacion . wvivo
realizados previamente en ratas (Retegui-Sar-
dou et al., 1977; Turyn y Dellacha, 1978) para
verificar la presencia de receptores a las hormo-
nas de crecimiento de mamiferos. La tortuga,
que es un animal heterotérmico, constituye un
modelo biolégico adecuado para estudiar la in-
fluencia de la temperatura sobre la ligacién de
la hormona tn vivo. Ha sido ya demonstrado que
témperaturas elevadas reducen el tiempo de
ligacién in vitro.

Hormonas de crecimiento bovina (bGH) y
humana (hGH) marcadas con 1'% fueron in-
yectadas en la tortuga Chrysemys d’orbigni para
estudiar su distribucién en los tejidos. La radi-
actividad fue basicamente concentrada por el
higado y el rifién, con un maximo de captacién
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a las 4 horas de la inyeccién de la hormona mar-
cada. Cuando la hormona de crecimiento fue in-
yectada juntamente con un exceso de la hormona
no marcada, solamente el higado mostré una
reduccién significativa de la captacién de la ra-
diactividad. Esta reduccién fue dependiente de
la dosis. La inyeccién de [I'*’]iodo-hGH pro-
dujo mayor captacién de la radiactividad por el
higado que la inyecciéon de (1'% ]iodo-bGH.
Estos resultados sugieren: 1) captacion especi-
fica de hGH o de bGH por el higado, y 2) la pre-
sencia en el higado de sitios de ligacion con
caracteristicas de sitios lactogénicos y somatogé-
nicos.

Experimentos similares fueron realizados si-
multaneamente en tortugas mantenidas a 30°,
23° 6 14°C de temperatura ambiente. La tempe-
ratura corporal (medida en la cloaca) se mante-
nia cercana a la del ambiente. La maxima cap-
tacion de la radiactividad por el higado fue
alcanzada 2, 4 y 8 horas después de la inyeccién
del [1'"Jiodo-hGH en tortugas a 30°, 23° y
14°C, respectivamente.

RECEPTORES DE ESTRADIOL: REGU-
LACION DE SUS NIVELES EN UTERO
DE RATA (Estradiol receptors: Regulation
of its levels in rat uterus).

WALTER SIERRALTA (Laboratorio de Bioqui-
mica, Instituto de Nutricion y Tecnologia
de Alimentos. Universidad de Chile, Santia-

g0).

Al analizar las concentraciones de receptores de
estradiol en utero de rata tras la administracién
de estradiol, se evidencian cambios dramaticos
en la distribucién intracelular de ellos. Estas mo-
dificaciones son consecuencia principalmente

de la traslocacién de citoplasma a nucleo y de pos-
terior sintesis de novo de los receptores. Las
fases de deplecién inicial y de la consiguiente re-
posicion han sido analizadas con bastante énfasis
por diversos grupos, disponiéndose de abundan-
te informacién experimental al respecto.

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

Actualmente disponemos de resultados expe-
rimentales que indican una activa participacién
de estradiol y de progesterona en la regulacién de
los niveles de receptores de estradiol en dtero
de rata. Dichas hormonas esteroidales actuarian
tanto sobre los procesos de reposicion de recep-
tores como a nivel de la inactivacion de los mis-
mos. Se discute la posible participacién en estos
procesos de algunos organelos celulares y se
plantea un modelo que intenta explicar la(s) re-
lacion(es) entre dichos organelos, los recepto-
res y las hormonas esteroidales en los animales
sometidos a las condiciones experimentales
empleadas.

(Financiado en parte por PLAMIRH (Proyecto 129-228-
278) y por Servicio de Desarrollo Cientifico, de Creacién
Artistica y Cooperaciéon Internacional (B 309-792), Uni-
versidad de Chile).
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Bioquimica de la neurotransmisién central

ACOPLAMIENTO ENTRE DEPOLARI-
ZACION NEURONAL Y SINTESIS DE
CATECOLAMINAS EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL (Coupling between
neuronal depolarization and catecholamine
synthesis in the central nervous system).
GonzaLo Bustos (Laboratorio de Farmacolo-
gia Biloquimica, Instituto de Ciencias Bio-
logicas, Universidad Catdlica de Chile).

Hallazgos recientes han demostrado la existen-
cia, en terminales nerviosos catecolaminérgi-
cos. de mecanismos muy finos que regulan la sin-
tesis del transmisor, permitiendo asi una con-
centracién constante del mismo en el terminal
cualquiera sea el trafico de impulsos en la neuro-
na. La anterior regulacion se ejerce a través de
una activacion de la tirosina hidroxilasa (TH),
enzima limitante en la sintesis de catecolaminas.
Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis de
que aumentos de la frecuencia de impulsos en
neuronas catecolaminérgicas producen cam-
bios alostéricos en la enzima TH, lo que se tradu-
ce finalmente en un aumento en la sintesis de
neurotransmisor en el terminal nervioso. Se ha
postulado que el aumento de AMPc, que se pro-
duce durante ia depolarizacion del terminal, es
un paso necesario y previo para la activacion de
la TH, y para el aumento de sintesis del transmi-
sor monoaminérgico. Apoyando esto ultimo hay
hallazgos que indican que la incubaciéon de pre-
paraciones solubles de TH estriatal e hipocam-
pica en presencia de ATP, Mg’ * y AMPc
producen cambios cinéticos en la TH similares
a los que se producen luego de la depolarizacién
neuronal. Sin embargo, existe evidencia experi-
mental que no apoya este modelo en forma con-
cluyente. Drogas como el haloperidol o la reser-
pina producen in vivo una activaciéon de la TH sin
producir cambios en los niveles de AMPc. Por
otra parte, el agregado de Mg’ *, ATP y
AMPc, a TH activada previamente, por condi-
ciones Optimas de depolarizacion con K™ re-
suita en una activacion ain mayor de la enzima.
Tales observaciones argumentan en contra de
la conclusion de que la depolarizaciéon neuronal

produce una activacion de la TH primariamente
a traves de una fosforilacién dependiente de
AMPc. En el dltimo tiempo han aparecido eviden-
cias que argumentan en favor de un rol primario
para el ion Ca’* en la activacion de la TH
inducida por depolarizacién. El agregado de
Ca®* activa TH soluble en una forma similar
a la que resulta luego de la depolarizaciéon. Por
otra parte, en cortes cerebrales manipulados
experimentalmente para producir un aumento
del Ca® ' intraneuronal, también se produ-
ce una activacion cinética de la TH. Los anterio-
res efectos no aparecen estar mediados por
AMPc o por una fosforilacién dependiente de
AMPc. Sin embargo, no se puede descartar que
durante la depolarizacién, el AMPc y el Ca’® *
actien paralela e independientemente para acti-
var la TH o que el AMPc actiie a través de despla-
zamientos de Ca*’ desde compartimientos in-
traneuronales.

EFEITOS DE TOXINAS SOBRE A LIBERA-

CAO DE NEUROTRANSMISORES
(Effects of toxins on neurotransmitters
release):

C.R. DiNiz (Departamento de Bioquimica
e Imunologia, Universidade Federal de Mi-
nas Gerais, Minas Gerais, Brasil).

Informagido sobre as propriedades dos com-
ponentes macromoleculares involvidos no pro-
cesso de liberagdo de neurotransmissores ¢
ainda relativamente escassa. A verificagdo de
que uma proteina tdxica obtida do veneno da
serpente asiatica Bungarus multitinctus, «
bungarotoxina, € util como ‘‘probe” para o
receptor nicotinico da acetilcolina permitiu
consideravel avango no conhecimento sobre
localizagdo, propriedades ultraestruturais e
quantificagdo deste receptor de musculo e de
outros tecidos excitaveis. De outro lado, certo
nimero de neurotoxinas que interferem especi-
ficamente con processo de liberagdo de media-
dores quimicos tem sido identificadas. Elas po-
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derdo igualmente se tornarem uteis para o estu-
do de neurotransmissdao. Certas toxinas do
veneno de escorpides causam despolarizagao
de membranas e indiretamente aumentam a libe-
ragao de B8 bungaro-
toxina, taipotoxina, notexina e crotoxina isola-
das de venenos de serpentes parecem atuar em
sinapses colinergicas. Toxinas de venenos de
aranhas afetam diversas sinapses equanto a to-
xina botulinica bloqueia especificamente a libe-
ragao de acetilcolina.

O conhecimento preciso da especificidade e
do sitio de agdo destas toxinas em relagdo as
diferentes sinapses fiao esta ainda estabelecido.
Mesmo assim elas poderdo ser uteis ao estudo
de aspectos particulares da atividade do sistema
nervoso central.

neurotransmissores.

NATURALEZA Y MECANISMOS DE SE-
CRECION DE NEUROTRANSMISORES
CENTRALES. (Nature and release mecha-

nisms of central transmitters).

F. OrRrREGO (Departamento de Fisiologia y
Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile).

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

Se analizardn los mecanismos de liberacién
de noradrenalina en sinapsis centrales, y su
dependencia de los parametros de estimulacién
y del calcio extracelular, y de qué modo este para-
digma es aplicable a la liberacion de otras aminas
centrales. Se analizaran los mecanismos de libe-
racion de sustancias no transmisoras presentes
en el citoplasma soluble de las neuronas y en cé-
lulas gliales.
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COLOQUIO:

Transduccion de energia y fotofosforilacion
en cloroplastos

THE ROLES OF A MEMBRANE POTEN-
TIAL AND A PROTON CONCENTRA-
TION GRADIENT AS DRIVING FOR-
CES FOR ATP FORMATION IN
CHLOROPLASTS
MoRDHAY AVRON (Biochemistry Department,
Weizmann Institute of Science, Rehovot, [s-
rael).

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

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

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

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

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

UNCOUPLING AND ENERGY TRANS-
FER INHIBITION OF PHOTOPHOS-
PHORYLATION BY MALEIMIDES
RicHARD E. McCARTY and JAMEs V. MoORo-
NEY (Section of Biochemistry, Cornell Uni-
versity, Ithaca, N.Y. 14850 usa).

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

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

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

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

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

MODIFICACION QUIMICA DE ENZI-
MAS FOTOSINTETICAS UNIDAS A
LA MEMBRANA TILACOIDE

R.H., VaLLEjos. Centro de Estudios Foto-
sintéticos y Bioquimicos, Suipacha 531,
2000 Rosario, Argentina.

La fijacién fotosintética de CO; requiere ATP
y NADPH que son generados en cloroplastos

por el complejo ATPisico (CFo-CFy) y por la
ferredoxina (F;)-NADP reductasa. La sintesis
de ATP es inhibida en cloroplastos iluminados
en presencia de o-iodosobenzoato. El efecto se
debe a la formacion de dos nuevos puentes disul-
furo en CFi: uno en la subunidad 8 y otro en
la yv. CF, tiene 8 tioles libres distribuidos
4:2:0:0:2 en las subunidades a, 3, v, 4, vy ¢,
respectivamente. Después de la activacién tér-
mica se produce un intercambio de disulfuros
entre las subunidades « y ¥y quedando la dis-
tribuciéon en 2:2:2:0:2. Presumiblemente un
intercambio similar ocurre in viwo cuando la en-
zima es activada por luz.

CF, al igual que otras H*-ATPasas (RF,
TF, y Fi) tiene una arginina y un carboxilo
esenciales en el sitio catalitico. La modificacion
de ellos es prevenida por adeninnucledtidos y
la modificacién de la arginina es mas rapida en

la luz.
La actividad de diaforasa de la Fd-NADP

reductasa unida a membrana es insensible al
cloruro de dansilo mientras que la fotorreduc-
cién del NADP es inhibida igual que por fenil-
glioxal, un reactivo de arginina. La velocidad de
modificacién es mucho mayor en luz con ambos
reactivos y este efecto es prevenido por desaco-
plantes. La inhibicién de la fotorreduccién de
NADP por fenilglioxal fue protegida por NADP
mas en la luz que en la oscuridad. El K4 apa-
rente para esta proteccion varié de 0,1 a 0,9 mM,
respectivamente, lo que sugiere que la energiza-
cién de la enzima por luz aumenta la afinidad
por NADP. Ferredoxina protege completamente
a la enzima contra el cloruro de dansilo. Este
efecto es revertido por DTE lo que sugiere que
hay un tiol expuesto en el sitio de unién de la
ferredoxina.

Los resultados presentados sugieren que los
modificadores quimicos pueden servir para de-
tectar cambios conformacionales inducidos por
energizacion en enzimas unidas a membranas.
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COLOQUIO:

Estructura de genes y replicacion de DNA

STRUCTURE OF MAMMALIAN INSULIN

GENES. (Estructura de genes insulina de
mamiferos).
BeLL, G.I., Picter, R., COorDELL, B., GooD-
mMaN, H.M., RUTTER, W.]J. Department of
Biochemistry and Biophysics, University of
California, San Francisco, CA 94143, UsA,

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

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

PROTEINAS QUE PARTICIPAN EN LA
REPLICACION DEL DNA DE ESCHE-
RICHIA COLI (Proteins involved in DNA
replication in Escherichia colt).

Jost RAFaeL VicuNa (Laboratorio de Bio-
quimica, Instituto de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Catélica de Chile).

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

sibles en replicacion, las que a temperatura no
permisiva pueden bloquear, ya sea la iniciacién,
o bien el alargamiento de cadenas de DNA. En-
tre las primeras se encuentran las mutantes dnaA,
dnaB, dnaC(D), dnal y dnaP, ademas de la
RNA polimerasa. Los mutantes de elongacion,
es decir, aquellos que detienen de inmediato la
sintesis de DNA cuando se hace un cambio a tem-
peratura no permisiva, incluyen dnaB, dnaC(D),
dnakE, dnaG, dnaZ, ligasa y PolAex (exonuclea-
sa 5°-3’). Estudios con acido nalidixico vy
novobiocina, inhibidores de la DNA girasa,
han también involucrado a esta enzima en la elon-
gacion del DNA.

Para estudiar replicacién wn witro. se han
desarrollado modelos que utilizan el pequerio
cromosoma de algunos fagos cuyo DNA es
circular y de una sola hebra, entre ellos fd, a3,
y #X 174. El modelo resulta apropiado ya que
practicamente todas las proteinas usadas para
la multiplicacién de estos fagos estan codifica-
das por el huésped.

Ademas de los productos de los genes men-
cionados anteriormente, experimentos i1 viro
han evidenciado el requerimiento de otras pro-
teinas para las cuales no existe todavia identifi-
cacion genética. Entre ellas se encuentran los
factores de discriminacién « y 8, RNasa H,
factores de replicacion X, Y y Z, factores de
elongacion I y III y proteina ligante de DNA.
(Para esta ultima se acaba de descubrir una mu-
tante).

Reacciones de reconstitucién con estas pro-
teinas purificadas demuestran que la replica-
cién de DNA requiere previamente de la sintesis
de un oligonucledtido partidor (primer). Con el
DNA del fago fd, esta reaccién la lleva a cabo la
RNA polimerasa en presencia de proteina li-
gante de DNA, los factores de discriminacién
a y B, y RNasa H. Con DNA del fago o3,
el partidor es sintetizado por la proteina dnaG
en presencia de proteina ligante de DNA. Con
¢X 174, ademas de dnaG y proteina ligante
de DNA, se necesitan los productos de dnaB,
dnaC (D) y los factores de replicacion X, Y y Z.
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Aunque existen muitiples mecanismos de
iniciacién, se usa un solo sistema para alargar
la cadena de DNA. Este incluye la DNA polime-
rasa III (dnaE), dnaZ y los factores de elonga-
cion Iy HL

Se discutiran las interacciones de estas pro-
teinas entre si, con el DNA y con los nucleétidos.

USE OF MAMMALIAN SOMATIC
MUTANT IN STUDIES OF HORMO-
NAL CONTROL OF DNA SYNTHESIS
INITIATION AN CELL PROLIFER-
ATION
Huco A. ARMELIN & MARI C.S. ARMELIN,
Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, C.P. 20780. Sdo Paulo, Brasil.

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

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

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

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

A striking alteration was observed on cell
surface composition: fibronectin (LETS protein)
which appears as a meshwork of fibers in the
parental “‘normal” 3T3 line, is absent in ST1
cells. Under the action of hydrocortisone, however,
fibronectin appears as fluorescent fibers dis-
tributed throughout the surface of ST1 cells. No
major change was detected in the cytoskeleton:
contrary to the parental line, no actin cables
were found in ST1 cells, irrespective of the
presence or absence of the hormone; the same
being true for intermediate (100 A) filaments.
Minor alterations on microtubules arrangement
were found, but their significance is still unclear.
The available data indicate that hydrocortisone
action on ST1 cells is restricted to a limited
number of target sites. Attempts to identify
the hormone’s primary target sites in this
system, could lead to a better understanding
of the role cell surface and cytoskeleton compo-
nents play in the control of cell proliferation.
(Supported by FAPESP).
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COLOQUIO:

Ensenanza de Postgrado en Bioquimica

ACTIVIDADES DE POSTGRADO EN BIO-
QUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
EN CHILE*. (Postgraduate Studies in
Biochemistry and Molecular Biology in
Chile).

JorGE BaBuL**  Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Existen las siguientes actividades de postgrado
en Bioquimica y Biologia Molecular en nuestro
pais:

Programa de Magister en Ciencias Biologicas
con mencidén en areas de la Bioquimica y Bio-
logia Molecular de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile.

Programa de Magister en Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacolégi-
cas de la Universidad de Chile.

Programa de Magister en Ciencias, mencion
en Biologia Molecular, de la Facultad de Cien-
cias de la Universidad Austral de Chile.

Programa de Magister en Ciencias con men-
cion en Bioquimica del Instituto de Ciencias
Meédico-Biol6gicas de la Universidad de Con-
cepcion.

Programa de Doctorado en Ciencias con men-
cién en Biologia, Programa de Bioquimica, de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile.

Programa de Doctorado en Bioquimica de
la Facultad de Ciencias Quimicas y Famacolo-
gicas de 1a Universidad de Chile.

*La informacién que aqui aparece estd basada en los
documentos entregados por cada programa al Presidente
del Comité Nacional del Programa Regional de Entrenamien-
to de Postgrado en Ciencias Bioldgicas Basicas, PNUD/
UNESCO, RLA 78-024.

**Presidente del Comité de Estudio sobre Programa de
Doctorado en Bioquimica y Biologia Molecular, Programa
Regional de Entrenamiento de Postgrado en Ciencias Bio-
légicas Basicas, PNUD/UNESCO, RLA 78-024 y Secretario del
Comité de Bioquimica, Programa de Bioquimica, Doctora-
do en Ciencias, Facultad de Ciencias y Facuitad de Medicina
Norte, Universidad de Chile.

[. PROGRAMAS DE MAGISTER
Objetwos

En general, el propésito fundamental de todos
los Programas de Magister es el de otorgar a
graduados y profesionales universitarios la
oportunidad de obtener una formacién a nivel
avanzado en el campo de la Bioquimica y Bio-
logia Molecular. Los diferentes programas se
diferencian en el nivel que se desea que el can-
didato logre y no esta claro, en los reglamentos
de algunos programas, cual debe ser ese nivel.
Asi, en la Facultad de Ciencias Quimicas y Far-
macoldgicas el énfasis es en la “formacién aca-
démica de alto nivel para un desemperio eficiente
y creativo en la docencia universitaria, en la
investigacion cientifica y en las actividades prac-
ticas y tecnolégicas propias del campo de la
Bioquimica”. Por otro lado, en la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile el énfasis
es en la formacion de especialistas en un area
determinada y no en una ensenanza global de
la Bioquimica a un nivel inferior al de un Doc-
torado.

Mencion

La mencién que ofrecen los programas es en
Bioquimica, salvo en el de la Universidad Aus-
tral cuya mencién es en Biologia Molecular y
en el de la Facultad de Ciencias de la Universi-
dad de Chile, donde se ofrece un Magister con
o sin mencién dependiendo del plan de estudios
que sigue el alumno y las menciones que se
otorgan definen el nivel avanzado que el gradua-
do ha obtenido en algin campo especializado
especifico (cinética enzimatica, recambio de en-
zimas, por ejemplo).

Requisitos de admision

Todos los programas coinciden en requerir de
los postulantes un titulo profesional o grado
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universitario, aprobar un examen de evaluacién
y el conocimiento de uno o dos idiomas (de pre-
ferencia ingleés).

Plan de estudios

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

Tesis

Es la actividad que todos los programas consi-
deran como la mas importante y que debe ser
una investigaciéon original e individual que esté
al nivel de los trabajos publicados en revistas
de circulaciéon internacional que disponen de
comité editorial. El programa de la Universidad
Austral considera que el alumno debe *‘demos-
trar en su trabajo de tesis habilidad para traba-
jar y razonar independientemente en la percep-
cién y soluciéon de un problema cientifico’.

Tiempo empleado

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

Examen de grado o examen final

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

Estadisticas

El programa de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile se inici6 en 1978 vy tiene
actualmente 7 alumnos; el de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacolégicas se inici6
en 1979 y tiene 5 alumnos; el de la Universidad
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Austral se inici6 en 1978, tiene 7 alumnos y uno
graduado y el de la Universidad de Concepcién
comenz6é en 1978 y no tiene alumnos. Esta in-
formacién se incluye en la Tabla Programas de
Postgrado en Bioquimica y Biologia Molecular
en Chile.

II. PROGRAMAS DE DOCTORADO

A, DOCTORADO EN CIENCIAS  MENCION EN
BIOLOGIA, PROGRAMA DE BIOQUIMICA,
FACULTAD DE CIENCIAS, UNIVERSIDAD DE CHILE

Consideraciones generales

Desde marzo de 1971 esta funcionando el Pro-
grama de Bioquimica del Doctorado en Ciencias,
mencién Biologia. Este programa se originé a
través de un acuerdo entre las Facultades de
Ciencias y de Medicina Norte de la Universidad
de Chile. Su creacién respondié a la necesidad
de elevar el nivel de los profesionales en el area
de la Bioquimica, capacitandolos para escoger
problemas originales de investigacién y disenar
la bisqueda de sus soluciones y a la posibilidad
de entregar esta educacidon de postgrado en el
marco de las instituciones del pais.

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

Para cumplir con sus objetivos el Comité de
Bioquimica del Doctorado en Ciencias cuenta
con la colaboracién de numerosos investigadores
de otros departamentos, tanto de la Universidad
de Chile como de diferentes universidades del
pais. Ellos participan en la ensefianza de cursos,
en unidades de investigacion y en la direccion
de proyectos de tesis de los alumnos de la espe-
cialidad. Conscientes de la escasez de recursos
humanos para enfrentar solo la tarea de ofrecer
un Programa de Doctorado, desde su inicio el
Comité de Bioquimica consideré la necesidad de
comprometer el esfuerzo de todos los bioquimi-
cos del pais con preparacién adecuada. Es con
este espiritu que en las tareas preliminares de
organizacién realizé una encuesta a los investi-
gadores en Bioquimica y areas afines consultan-
dolos sobre la conveniencia de poner en marcha
un Doctorado en Bioquimica y sobre cudl seria
su participacioén en él.
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Requisitos de admision

El Comité de Bioquimica considera a la Bioqui-
mica como una ciencia multidisciplinaria en
cuanto a la naturaleza de sus problemas y a los
meétodos de estudio. En consecuencia, estima que
puede cultivarse con enfoques diversos y por
investigadores de preparacién basica diferente.
Es por ello que tanto las normas que guian a la
seleccion de los postulantes, como la estructura-
cién del plan de estudios de los alumnos admiti-
dos, permiten suficiente flexibilidad como para
que personas de formaciéon previa diferente
puedan ser orientados a profundizar conocimien-
tos en aquellas areas de la Bioquimica en las
cuales deseen especializarse.

Los requisitos de admisién son: poseer el
grado de Licenciado en Ciencias o preparacion
académica equivalente, evaluada en un examen
de admisién calificado por el Comité de Bioqui-
mica. En la practica, desde 1971, fos postulantes
aceptados han sido: 33 Bioquimicos, 5 Quimicos
Farmacéuticos, 5 Licenciados en Biologia, 2
Licenciados en Quimica y 3 Profesores de Bio-
logia y Quimica.

Después del examen de admision el Comiteé
de Bioquimica recomienda al postulante, segin
su profesion o grado académico, actividades
para completar su formacion de modo que realice
con éxito su programa de doctorado. Las reco-
mendaciones mas comunes han sido: Genética,
Bioquimica Avanzada, Fisicoquimica y Quimica
Organica. Una vez cumplidos estos requisitos
el alumno puede matricularse en el programa.

Caracteristicas del programa

Desde un comienzo el alumno realiza sus acti-
vidades ciniéndose a un plan de estudios indi-
vidual, propuesto por el Comité de Bioquimica
a la Comisiéon de Postgrzdo de la Facultad. El
plan de
cursos, seminarios, unidades de investigacion
y trabajo de tesis.

Cursos. El Comité de Bioquimica recomienda
a la mayoria de sus alumnos la aprobacién de
algunos cursos avanzados sobre materias funda-
mentales de la Bioquimica, como Estructura vy
Fisicoquimica de Macromoléculas, Enzimologia
Avanzada, Biologia Molecular y Regulacién
Metabélica. Ademas puede recomendar un cier-

estudios comprende principalmente

to nimero de cursos especializados en relacion
al area de tesis de doctorado.

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

Unidades de investigacion. Estas unidades
tienen como objetivo: 1) aprender técnicas habi-
tuales de investigacién bioquimica y areas afines
y sus fundamentos tedricos, 2) tener contacto
con diversos grupos de investigacién del pais.
La unidad de investigacidn consiste en el trabajo
del alumno durante 9 semanas en un laboratorio
donde se realice investigacion en Bioquimica y
areas afines bajo la tuicién de un profesor guia.
El Comité de Bioquimica recomienda la reali-
zacién de hasta 4 unidades de investigacion.

Idiomas. Se requiere la comprension adecua-
da de dos idiomas extranjeros, indicados por el
Comité de Bioquimica.

Examen de calificacién. Como parte impor-
tante de este examen el Programa de Bioquimica
exige la presentacion de un proyecto de investi-
gacion (tesilla) no relacionada con Ia tesis. El
alumno debe demostrar su capacidad para esco-
ger problemas, disefiar la bisqueda de su solu-
cién y tener un conocimiento acabado de la lite-
ratura directamente relacionada con su proyecto,
asi como de los métodos que emplearda en su
realizacion. Este examen se lleva a cabo aproxi-
madamente un ano y medio después que el
alumno ha sido aceptado; una vez aprobados los
cursos fundamentales recomendados por el
Comité de Bioquimica.

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

Tesis de doctorado. La realizacién de la tesis
de doctorado es la actividad fundamental del
plan de doctorado, en importancia y dedicacién.
El trabajo de tesis se evalia anualmente median-
te los Seminarios de Avance de Tesis.

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

Estadisticas

Desde 1971 han ingresado 48 alumnos al Pro-
grama de Bioquimica. De ellos, 15 se han reti-
rado por diversos motivos, 2 fueron reprobados,
21 son actualmente alumnos y 10 se han gradua-
do. El promedio de permanencia de los graduados
es de 6 anos. La causa principal del largo tiempo
empleado se debe a que todos los alumnos par-
ticipantes son académicos que deben cumplir
con las obligaciones correspondientes a sus car-
g0s.

Tutores y lineas de inveéstigacion

El Comité de Bioquimica considera tutores de
tesis a investigadores que dirigen lineas propias
de investigacion y que hayan demostrado produc-
tividad reciente, avalada por publicaciones cien-
tificas en revistas de circulacién internacional
durante los ultimos cinco afos. Ademas, para
guiar tesis doctorales, estos investigadores deben
pertenecer a nucleos académicos que puedan
aportar un medio rico en conocimientos tedricos
y practicos que complementen la formacion que
el alumno recibira de su tutor. Este nicleo aca-
démico también debe contar con una infraestruc-
tura de equipamiento y biblioteca adecuada para
las necesidades de un doctorado y con los medios
econdmicos para la realizacién de la tesis.

En la actualidad hay 12 investigadores en el
pais que estan autorizados por el Comité de
Bioquimica para dirigir tesis de doctorado. Sus
lineas generales de investigacion se resumen . en
la parte 111 de este trabajo. Existen ademds, unos
35 investigadores en el pais que pueden partici-
par en cursos avanzados, seminarios y unidades
de investigacion.

B. PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOQUIMICA
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y
FARMACOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE

Este programa es de creacion reciente y comenzé
a funcionar el presente afio. Sus objetivos, los
requisitos de admisién, el trabajo de tesis y el
examen de grado tienen caracteristicas similares
al doctorado de la Facultad de Ciencias. Su pro-

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

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

7Programas de Magister y de Doctorado de la

Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile:
Mecanismos regulatorios de la sintesis pro-
teica
Estructura y funcion de proteinas
Mecanismos de accion hormonal
Farmacologia molecular
Estructura y funcién de membranas biolé-
gicas
Regulacion metabdlica a nivel enzimatico
Cinética enzimatica
Biosintesis de terpenoides
Replicacion viral.

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

Regulacion metabdlica.

Programa de Magister de la Facultad de Cien-
cias de la Universidad Austral de Chile:
Regulacion de la sintesis proteica
Diferenciacién celular
Estructura y funcién de proteinas
Genética molecular.
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Programa de Magister del Instituto de Ciencias
Meédico-Biolégicas de la Universidad de Con-
cepcion:

Estructura y funciéon de enzimas
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Biologia molecular del desarrolio
Regulaciéon metabdlica

Enzimas proteoliticas

Estructura primaria de proteinas.

PROGRAMAS DE POSTGRADO EN BIOQUIMICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR EN CHILE

DOCTORADO

MAGISTER

UNIVERSIDAD ANO ALUMNOS ARO ALUMNOS
mnicracion actuales graduados mictacion actuales graduados

Universidad de Chile

Facultad de Ciencias 1971 21 10 1978 7 0

Facultad de Ciencias Quimicas

y Farmacologicas 1979 8 0 1979 5 0

Universidad Austral — - — 1979 7 I

Universidad de Concepcion — — — 1978 0 0

POSTGRADO DE BIOQUIMICA EN
ARGENTINA
Ricarpo N. Farias. (Instituto de Quimica
Biolégica, Facultad de Bioquimica, Quimica
y Farmacia, Universidad Nacional de Tucu-
man, Argentina).

Las actividades de postgrado relacionadas con la
Bioquimica tienen una organizacién distinta en
las diferentes Universidades de la Argentina.
La carrera de Bioquimica se desarrolla en dife-
rentes dmbitos académicos segin las universida-
des: Facultad de Ciencias Bioquimicas (Uni-
versidad Nacional de Rosario) o Facultad de
Quimica (Universidad Nacional de Cérdoba)
o Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia
(Universidad Nacional de Tucuman) o Facultad
de Ciencias Exactas (Universidad Nacional de
La Plata), etc. Si bien esto nos indica que el
curriculum de pregrado sea totalmente distinto
en las siete universidades nacionales en las
cuales se otorgan el titulo de Bioquimico o
Licenciado en Bioquimica, muestra que la or-
ganizaciéon del sistema de postgrado es compar-

tida por otras carreras que pueden influenciar

el nivel de exigencia a que se ven sometidos los
doctorados en las distintas universidades. Es

decir, que las exigencias para el doctorado en
Bioquimica deben compatibilizarse en algunos
casos con los doctorados en Fisica, Geologia,
etc. Como consecuencia los reglamentos para
acceder al titulo de
universidad a otra.

De los reglamentos de doctorados existentes
se han seleccionado algunos que se presentaran
en este coloquio en los cuales podran apreciarse
ciertas diferencias. La validez y las razones de
las mismas son dificiles de apreciar, pues en de-
finitiva la calidad y condiciones de los doctorados
dependen de muchos otros factores como ser
bibliografia disponible, desarrollo del centro,
director de tesis, tema de trabajo, etc. Sin em-
bargo, serialaré y tomaré para su discusién
dos puntos de estos reglamentos y un tercero

doctor difieren de una

que, si bien no integra sus articulos, tiene su
influencia en los mismos.

a) Curso para doctorados

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

b) Designacion del jurado

En la mayoria de los reglamentos que prevé la
designacion del jurado que aprueba y califica
el trabajo de tesis una vez escrito. Una alterna-
tiva interesante es la designacion de una comision
de tesis para cada candidato, en el momento de
su ingreso al doctorado. Esta comision tiene
la misién de ir discutiendo los resultados a
medida que se vayan produciendo: Es decir, este
tipo de organizacién tiende a un contacto conti-
nuado del tesista con el jurado que evita los
problemas de calificacién y asegura un control
sobre la marcha del trabajo de tesis. El inconve-
niente de este sistema es quizas que no se puede
aplicar en centros pocos desarrollados. Estos
Ultimos por lo geieral prefieren el primer sistema
con el cuidado especial de colocar en el jurado
a un especialista de alto nivel en el tema de la
tesis de otro centr del pais.

¢) Otras actividades de postgrado

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

aclarando que el titulo de doctor es exclusiva-
mente académico y que el mismo no modifica
las incumbencias profesionales del titulo pre-
doctoral y al mismo tiempo se trata de disociar
el titulo doctoral de los cursos de actualizacién
que realizan periddicamente las universidades
para sus egresados. En este tltimo caso un grupo
de materias suficientes en nimero y con especia-
lidades afines pueden dar lugar a un certificado
de especialista en algin aspecto de la Bioqui-
mica.

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO DO
INSTITUTO DE BIOFISICA DA UNI-
VERSIDADE FEDERAL DO RIO DE
JANEIRO - UMA ABORDAGEM MUL.-
TIDISCIPLINAR
EpuarRDO PENNA FRANCA. Instituto de Bio-
fisica, Universidad Federal do Rio de Janeiro.

O Instituto de Biofisica da UFR]J ¢, na area de
Ciencias Fisioldgicas o mais importante centro
de investigagao de pesquisadores.

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

A partir de 1963, o Instituto de Biofisica
mantém um Programa de Pos-Graduagao senso
estrito, concedendo graus de mestre e doutor em
ciencia. Como consequéncia de suas atividades
multidisciplinares de pesquisa o Curso de Pés-
Graduagdo foi organizado de molde a formar
pesquisadores na area de ciencias fisioldgicas
em geral, e setores afins, sendo a estrutura do
curso extremamente flexivel. Este Curso é
apresentado como um modelo pratico, de abor-
dagem multidisciplinar, que poderia ser adotado
por outras instituigées que desejam iniciar um
programa de pos-graduagao.

O autor apresenta detalhes de estructuragio
do Curso, da estratégia tutoral de ensino, dados
do alunado e do processo de selegao de candida-
tos, indices de desempenho e informagdes sobre
o destino e atividades dos egressos do curso.
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PROGRAMAS DE POSTGRADO EN BIO-
QUIMICA EN EL PERU
MARINO VILLAVICENCIO NUREZ. Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pera.

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

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

Se inicia en 1971 gracias al apoyo financiero de
la Fundacion Kellogg que otorgé una subvencién
para equipos y becas para los estudiantes por
un periodo de tres aios. Posteriormente el pro-
grama se sigue manteniendo con los aportes de
la Universidad, que subvenciona a los becarios,
y de la Organizacién de los Estados Americanos
que contribuye con fondos para equipos y pro-
fesores visitantes.

Requisitos para la admision

Pueden ser admitidos al programa los graduados
en Ciencias Bioldgicas, Medicina Humana,
Medicina Veterinaria y Farmacia y Bioquimica.
Ultimamente se estd dando preferencia a los
egresados del Programa de Ciencias Biolégicas
cuyo curriculum de estudios ha sido notablemen-
te mejorado con una adecuada preparaciéon en
Ciencias Basicas.

Los postulantes son sometidos a un concurso
de méritas que consiste en una evaluacién de
sus antecedentes, una prueba de conecimientos
y una entrevista personal. Para la evaluacion de
los antecedentes se tiene en cuenta fundamen-
talmente los calificativos obtenidos en sus estu-
dios universitarios. La prueba de conocimien-
tos consiste en una exploracion del estado y nivel
de estos conocimientos en Quimica, Matematicas
y Ciencias Bioldgicas.

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

Estructura del programa

Los estudios duran dos anos. El curriculum del
Primer Ano depende de la preparacién previa
del estudiante. Generalmente se llevan los si-
guientes cursos:

Matematicas Superiores 1 (4,5 créditos), Ma-
tematicas Superiores 11 (4,5), Quimica 1 (5,0),
Quimica 11 (5,0), Fisica (5,0), Biologia Celular
(5,0), Fisico-Quimica (5,0), Analisis por Instru-
mentacion (5,5), Estadistica (4,0) e idiomas.

En el segundo ano se inicia el trabajo de tesis
que debe ser un tema de investigacion original y
se llevan Tépicos de Bioquimica y algunos de
Fisiologia y los Seminarios bibliograficos de
Bioquimica. Los estudiantes deben completar
un minimo de 20 créditos en Tépicos y Semina-
rios. Los Tépicos que se ofrecen (se indica entre
paréntesis el pamero de créditos) son los siguien-
tes:

Fisico-Quimica de las Proteinas (5), Biogéne-
sis y Funcién de las Mitocondrias (4), Biologia
Molecular de las Proteinas (4), Quimica y Meta-
bolismo de los Carbohidratos Complejos (3),
Enzimologia de la Glicélisis y Gluconeogénesis
(3), Metabolismo de los Lipidos (4), Neuroqui-
mica (3), Cinética Enzimatica (5), Biologia de
los Iones Metilicos y Mecanismos de Trans-
porte (4), Bioquimica, Biologia y Patologia de
las Membranas Celulares (3), Bioquimica de
la Expresion Genética (4), Regulacién Metabé-
lica (4), Aspectos Bioquimicos, Fisiolégicos y
Meédicos de los Glébulos Rojos (4), Tépicos en
Fisiologia (de 3 a 4 créditos cada uno).

Régimen de trabajo y calificaciones

El régimen de trabajo es a Tiempo Completo, pa-
ra los que se proponen concluir sus estudios en
dos afios. Esta también permitido llevar un menor
nimero de créditos por semestre para con-
cluir los estudios en mis de dos anos. Las cali-
ficaciones son de 0-20. Para graduarse de Magis-
ter el estudiante debe tener un promedio no
menor de 14 en cada ciclo de estudios y hacer
un trabajo de investigacion original que le ser-
vira de tesis.

Ntiumero de candidatos

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

Fuentes de financiamiento

En la actualidad contamos con el apoyo de la
Organizacion de los Estados Americanos para
equipos y profesores visitantes. La Universidad
de San Marcos contribuye manteniendo 4 becas
integrales y un fondo fijo renovable para la

adquisicion de material de consumo, manteni-.

miento de equipos y animales de experimen-
tacion.

Tutores de tesis

Los tutores de tesis son profesores con el grado
de Doctor o Magister con varios anos de expe-
riencia en investigaciones. En la actualidad hay
8 tutores cuyas lineas de investigaciéon son las
siguientes:

1. Regulacion de la glicolisis y gluconeogénesis

en camelidos sudamericanos.

Mecanismo de accion de las DNasas.

Estructura de la cromatina en invertebrados.

Deficiencia de lactasa intestinal.

Propiedades de la fosfatasa acida de bajo peso

molecular del higado de rumiantes.

6. Metabolismo de productos nitrogenados en
el cerebro.

7. Nutricion en relacién a la neuroquimica.

el N

w

Nimero de graduados y destino ocupacional
de ellos

Hasta 1978 han egresado 7 promociones con-un
total de 33 estudiantes de los que se han gradua-
do de Magister 14 y la mayoria de los restantes
tienen concluido el trabajo de tesis. Todos los
egresados, con excepcién de uno, estin en la
actualidad trabajando en las diferentes univer-
sidades del pais. Tres de los graduados estan
siguiendo estudios de Doctorado en Bioquimica
en los Estados Unidos de Norteamérica y otros
tres estan préximos a salir con idéntica finalidad.

Programa de Magister en Bioquimica en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia

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

Requisitos de admision

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

Reglamento del programa

Se requiere un minimo de dos anos. Se requieren
64 créditos. De ellos 32 créditos deben ser de
cursos de nivel avanzado y 32 en trabajo de in-
vestigacion.

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

El estudiante cubre un ndmero de créditos
adicionales y un semestre de trabajo profesional
supervigilado, después del cual, obtiene el titulo
de Licenciado en Biologia.

En el dltimo semestre el estudiante se dedica
exclusivamente a su investigacién de tesis el
que ya debe iniciarse en los semestres anteriores.
Al obtener el grado de Master en Bioquimica,
el graduado recibe el titulo profesional de Li-
cenciado.

Fuentes de financiamiento

El programa recibe apoyo econémico de la Fun-
dacion Ford y de la Universidad en forma de
Avyudantias de Prictica.

Tutores de tesis

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

1. Cinética enzimatica.

2. Cambios bioquimicos en las grandes alturas -
Nutricién.

. Bioenergetica - glicdlisis.

. Metabolismo de drogas, sustancias extranas.

. Fisiologia animal en las grandes alturas.

. Biologia celular de parasitos.

oSN AW
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Numero de graduados y destino ocupacional
de ellos

Desde el afio 1970 se han graduado de Magister
en Bioquimica, 11. Han recibido el titulo de
Licenciado en Biologia, 12.

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

De los 12 que no se graduaron, pero recibie-
ron su licenciatura en Biologia, 6 siguen estudios
para Ph. D. en universidades de Estados Unidos,
Bélgica y Espana y los restantes trabajan en
universidades y centros de investigacién del pais.

Cursos ofrecidos

El programa tiene un curriculum flexible, los
cursos que toman los estudiantes para completar
los créditos exigidos depende de la linea de in-
vestigacion escogida. Los cursos que ofrece el
programa (los nimeros entre paréntesis indican
el nimero de créditos) y que pueden elegir los
estudiantes son los siguientes:

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

Programacion Cientifica (4), Topicos en matema-
ticas aplicadas (4), Elementos de Analisis Fun-
cional (5), Mecanica Cuantica 1 (6), Mecanica
Estadistica (6), Tratamiento Matematica de
Datos Experimentales (4), Seminario Avanzado
I'en Quimica (2 a 4), Topicos Especiales en Fisi-
co-Quimica (hasta 7), Toépicos en Quimica
Analitica (Analisis por Instrumentacion) (hasta
7), Estadistica 11 (3), Teoria de la Probabilidad
11 (5), Estadistica Matematica 1 (5), Estadistica
Matematica 11 (5), Teoria del Muestreo 1 (4),
Investigaciéon en Zoologia (hasta 15), Micologia
(5), Topicos Selectos en Microbiologia (5),
Topicos Selectos en Parasitologia (5), Taépicos
Selectos en Histologia (hasta 8), Embriologia
Experimental (hasta 10), Técnicas de Labora-
torio en Bioquimica (de 5 a 10), Técnicas de
Laboratorio en Biofisica (de 1 a 5), Técnicas de
Laboratorio en Fisiologia (de 4 a 5), Metabolis-
mo Intermedio (5), Tépicos Selectos en Bioqui-
mica: a) Cinética Enzimatica (5), b) Bioenerge-
tica (5), ¢) Estructura y Funciéon de Macromo-
léculas (5), d) Nutricién (5), e) otros (5). Topicos
Selectos en Fisiologia (5), Toépicos Selectos en
Farmacologia (5), Tdpicos Selectos en Biofisica
(5), Investigacion en Bioquimica (hasta 16),
Investigacion en Fisiologia (hasta 16), Investi-
gaciéon en Farmacologia (hasta 16), Investiga-
ciéon en Biofisica (hasta 16).



REUNION REGIONAL PAABS CONO SUR 259

INFLUENC!A DE LA a-MELANOTROFINA (o~MSH) SOBRE LA LIBE-
RACION DE LH EN LA RATA.(Influence of a-melanotropin
{a~MSH) on LH release in the rat).Alde,S. y Celis,M.E.
Instituto de Investigacldn MEdica MEFcedes y Martin Fe-
rreyra.Casilla de Correo 389, CSrdoba, Argentina.

Se estudib el efecto que poseen las melanotrofinas(MSHs)
sobre la ovulacién y sobre la liberacidn de la hormona
luteotr&fica (LH) inducida por LH-RH. En ratas cuya
ovulacidn fu€ inhibida por una dosis de progesterona
(Pg) en Dy la administracidn de Pg en D3 y solucién sa-
lina indujo ovulacidn al dfa siguiente en un 10% de los
casos. La inyeccién i{.p. de 30 ug de a-MSH en reemplazo
de 1a soluci6n salina increment§ el porcentaje de ovu-
lacién a un 90%. Ratas inyectadas con B-MSH mostraron
una respuesta ovulatoria similar al grupo que recibié
solucién salina, indicando una posible accién especlfi-
ca de a-MSH. El reemplazo de la segunda Inyecclén de Pg
por a~MSH no modificd el porcentaje de los animales que
ovularon con respecto a los inyectados con solucién sa-
lina, por lo que se propone la posibilidad de que a-MSH
actfie sinergizando la accién de Pg. El LH es una hor-
mona efectiva en inducir ovulacidn en ratas en las que
la ovulacién espontfnea fu€ bloqueada por la inyeccidn
de Pg en Dy. La Inyeccidn i.p. de 30 ug de a~MSH dismi-
nuyS la dosis de LH necesaria para inducir ovulacién.
Ratas que han recibido una Inyeccidn de 30 ug de a-MSH
previa a una inyeccién e.v. de LH-RH mostraron un in-
cremento significativo en los niveles plasmiticos de

LH cuando se compararon con ratas en las que se reempla
z3 la inyeccidn de a-MSH por solucién salina. Los -
resultados presentados permitirfan proponer que ta 11~
beracién de MSH en la mafana del! proestro podrfa actuar
como un gatillo fisiol6gico en la liberacién del LH de
la tarde del proestro.

CLONAMIENTO MOLECULAR Y ANALISIS PRELIMINAR DEL GE
NOMA DEL FAGO PM2. (Molecular cloning and
preliminary analysis of bacteriophage PM2 genome).
A. Alonso, M. D. Eberhard, J. R. Vicufia, A. Vene-
gas, P. Vaienzuela y A. Yudelevich.- Laboratorio
de Bioquimica, Depto. de Biologia Celular, Univ.
Catblica de Chile.-

El bacteriofago PM2 que crece en la bacteria
marina Pseudomona BAL-31, posee un DNA de dogle he
bra circular con un peso molecular de 6 x 10 d.,
por lo que aparece como un sistema apropiado para
estudios de replicacién. Para llevar a cabo estos
estudios, es necesario caracterizar genéticamente
los cromosomas del fago y de la bacteria. Para es
te objeto, hemos iniciado un estudio del genoma
del fago PM2 a fin de obtener un mapa fisico deta-
llado mediante el uso de enzimas de restriccién.

Para obtener cantidades suficientes de DNA de
PM2 hemos clonado este DNA usando como vehiculo el
plasmidio pBR-322. Ambos DNAs fueron linearizades
con las enzimas de restriccidmn Pst I o Hpa II, y
luego unidos entre si mediante la adicibn de extre
mos dG y dC con transferasa terminal. Las molécu-
las recombinantes fueron luego introducidas por
transformacidén en E.coli. 'Luego de analizar las
colonias obtenidas, se detectaron 3 de ellas con
un plasmido hibrido formado por pBR-322 y PM2. Es
tos plasmidos son estables y se replican en forma
normal en E.coli. Ademis, hemos clonado en forma
similar los 7 fragmentos obtenidos por digestidn
de DNA de PM2 con Hind III. Un mapa fisico deta-
llado de PM2 estéd en progreso usando estos clones.

Financiado por DIUC.-

ESTUDINS CINETICOS CON AMINOPEPTIDASA DE ORI-
NA HUMANA (Kynetic studies with human urinary
aminopeptidase). Alves, K.B.* , Brandi, C.M.W.
and Guimardes, J.A.%*- Departamento de Bioqui-
mica, Escola Paulista de Medicina, S3o Paulo,
SP, Brasil.

Catalytic efficiencies (K¢at/Kp) of a human
urinary aminopeptidase which hydrolyses L-amino
acyl-g-naphthylamides, L-Leu-p-nitroanilide,
exhibiting also a kinin-converting activity,
were measured on the two first substrates men
tioned. Results for the naphthylamides were:
1.4(Lys), 3.0(Arg), 3.5(Leu), 5.4(Met), 6.8(Ala) x
10° sec'i; for the p-nitroanilide, 7.6x104 sec-]

K; values were determined; kinetic studies
revealed a competitive type of inhibition or
no inhibition with some amino acids, mono and di-
amines, p-Hydroxymercuribenzoate produced a
maximal non-competitive inhibition when the
{3/ E) ratio reached the value 106,

These results suggest: 1) the hydrophobic
chain is important for binding and catalysis
2) only one -NH2 suffices for the amine inhi-
bition but a minimal distance between charged
groups is required for the diamines 3) enzyme-
-free -SH groups are not essencial for
catalysis.

Work supported by FINEP (Rio de Janeiro).
(*) are CilPq (Brasilia) Fellowships holders.

INTERACCION DE LA KINASA PIRUVICA DE MUSCULO DE CU
NEJO Y AZUL DE CIBACRON F3GA. (Interaction of
rabbit muscle pyruvate kinase and Cibacron blue
F3GA). Aranda, E., Bazaes, S. y Eyzaguirre, J.-
Laboratoric de Bioquimica, Universidad Catélica de
Chile, Santiago.-

El colorante azul de Cibacron F3GA interactfia
con deshidrogenasas y kinasas y se ha propuesto
que esto ocurre en el sitio de unién de nucleoti-
dos. Recientemente, Weber y cols. han demostrade
que las preparaciones del colorante son heterogé-
neas y que el mayor efecto inactivador se debe a
una impureza. Esto ha llevado a una revisién de
los resultados utilizando un colorante purificado.

Se purificd el azul de Cibacrdn por el método
de Weber y cols. comprobdndose su pureza mediante
cromatografia en capa fina. Kinasa pirdvica de
misculo de conejo se prepard mediante el método de
Tietz y Ochoa.

La enzima es inactivada por accién del coloran-
te en funcidn del tiempo, y el grado de inactiva-
cién depende de la concentracibén de éste. La cing
tica de inhibicién es competitiva con respecto a
ADP y no competitiva con respecto a PEP. La titu-
lacidén de la enzima por el colorante mediante es-
pectrofotometria diferencial a 660 nm muestra una
saturacién. Por su parte, una impureza del colo-
rante produce una inactivacidn muy superior a
igual concentracidn.

Los resultados indican que el azul de Cibacrdn
interactfia con la kinasa pirfivica de mfisculo, y
que esta interaccidn se lleva a cabo probablemente
a nivel del sitio de unidn del ADP.

Financiado en parte por DIUC proyecto 46/79.-




260 111 REUNION ANUAL SOCIEDAD DE BIOQUIMICA DE CHILE

PROPIEDADES CATALITICAS DE DOS CALICREINAS GLANDU-
LARES (Catalytic properties of two glandular kalli
kreins) Aratjo-Viel, M.S. and Prado, L.S. Depto.de

Bioquimica. Escola Paulista de Medicina -Si'-BRASIL.

Clandular kallikreins possess the unusual spec
ificity of splitting a Met-Lys and a Arg-Ser bond
in kininogens.

Ye demonstrated that horse urinary and por-
cine pancreatic kallikreins split only the Yet-Lys
bond of the synthetic tridecapeptide Gly-Leu-Met-
Lys-Bradykinin. ¥hen the enzymes were acylated by
PISF or alkylated by Ala-Leu-Lys-(H,Cl no hydroly-
sis occurred. Oxidation of the substrate methionine
residue to sulfoxide also blocked its. hydrolysis
by both enzymes. Substitution of the methionine by
norleucine residue in a new synthetic tridecapepti
de resulted in Nle-Lys bond cleavage. :

These results indicate that the Ser and llis
active site residues in these kallikreins partici-
pate in the catalytic process of let-Lys and Arg-
-Ser bonds hydrolyses; they also suggest that glan-
dular kallikreins, besides the anionic site  for
binding of the arginine residue involved in  the
susceptible bonds, possess also a hydrophobic site
for binding the methionyl group of the lMet-Lys bond,

Work supported by (NPq (Brasilia) and FINEP  (Rio
de Janeiro).

ASOC IACI1ON MOLECULAR DE LA HEXOQUINASA DE CEREBRO

A LA MEMBRANA EXTERNA MITOCONDRIAL., [Molecular
Association of Brain Hexokinase to the Outer
Mitochondrial Membrane]. Arrese, M. y Bustamante, E.
Dpto. de Ciencias Fisioldgicas, Universidad Cayetano
Heredia, Apartado 5045, Lima 100, Perd.

La hexoquinasa (EC 2.7.1.1) es una enzima
que se encuentra asociada a las fracciones mitocon-
drial y citosdlica de células de varios tejidos, En
el cerebro, hasta un 80% de la hexoquinasa estd uni-
da a la membrana externa mitocondrial.

La forma mitocondrial de la enzima puede di-
sociarse de la mitocondria via la participacidn de
agentes "'solubilizantes" (e.g. ATP y glucosa-6-P).
Por tanto, una tercera forma de hexoquinasa [hexo-
quinasa mitocondrial solubilizada] puede definirse
como operacionalmente distinta de aquella actividad
siempre asociada a la fraccidn citosélica.

El propdsito de este trabajo fue examinar el
tipo de interaccidn existente entre la hexoquinasa
mitocondrial y la membrana externa mitocondrial.
Para esto, se investigd la dependencia de las acti-
vidades de las tres formas de hexoquinasa con res-
pecto a pH, fuerza idnica, y temperatura (grdficas
de Arrehnius), as{ como la dependencia del proceso
de solublizacidh de la forma mitocondrial con respec-
to a temperatura (grdficas de Van't Hoff).

Los resultados sugieren que las regiones de
la enzima responsables de tanto la actividad catalf-
tica como de la unicdh a la membrana, interactdan con
la membrana mediante fuerzas no hidrofdbicas.

[financiado parcialmente por grant PNUD RLA 78/024]

TUBULINA AMINOACILADA,NO-AMINOACILADA Y TOTAL
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO., (Ami-
noacilated, non-aminoacilated and total tubulin
in rat brain during development) Barra, H.S. y
Arce, C.A.~ Departamento de Quimica Bioldgica,
Facultaa de Ciencias Qufimicas, Universidad Na-
cional de C8rdoba, Argentina.

El terminal COOH de la cadena g de tubuli-
na puede sufrir una modificacidn post-transla-
cional mediante la incorporaci8n de tirosina,
fenilalanina o dopa catalizada por la tubulina:
tirosina ligasa.

En extractos solubles de cerebro se cuantifi=-
cd las especies de tubulina aminocacilada y no~-
aminoacilada mediante la incorporacidn mixima
de tirosina-14C en muestras preincubadas en pre
sencia y ausencia de carboxipeptidasa A la cual
elimina el aminodcido incorporado jn vivo.

La relacidn tubulina no-aminoacilada/amino
acilada se incrementd desde 1,61 en ratas de
4 dfas a 2,11 en ratas de 120 dfas., La suma de
estas dos especies de tubulina (tubulina "ami-
noacilable") fué, a cada edad analizada, menor
que la cantidad de tubulina total determinada
mediante un método basado en la purificacidn de
tubulina marcada previamente con tirosina~-'"C,
La fraccidn de tubulina no-aminoacilable fue
aproximadamente el 15% de la tubulina total en
animales de 4 dfas y alcanz8 el 50% en animatles
de 120 dfas.

DESARROLLO PERINATAIL DEL LISOSOMA HEPA-
TICO DEL RATON. Bertini, F, Laboratorio de Fi-
siologfa Celular. Instituto de Histologfa y Embriolo-
gla, Facultad de Ciencias Mé&dicas, U.N.C.

El aparato lisosomal hep4tico inte rviene en
importantes pasos catabdlicos y es indispensable en
la defensa del organismo contra la invasién de micro
organismos, B

Se midieron actividades de enzimas lisosoma
les hep4ticas (fosfatasa §cida, beta-glucuronidasa, -
arilsulfatasa, desoxiboribonucleasa, catepsina D,
lipasa, esterasa., Con excepcién de la catepsina D
las actividades enzimdticas aumentaron entre 50 y
400% en los primeros dias de vida. Al mismo tiem-
po 131 I alblmina, inyectada I. P.a losfetos yrecién
nacidos incrementd su captacibn, internalizacién,

y digestién intracelular en el higado. Por otra par-
te alrededor del 5° dia después del nacimiento las
células de Kuppfer se tifien intensamente por inyec-
cién I. P. de tinta china, Los niveles de actividad
enzimiética en el higado materno siguen un curso
cotalmente distinto del de higado fetal o del recién
nacido.

Se desprende que el aparato lisosomal exis-
te en el higado fetal pero recibirfa notable impulso
en los primeros dias después del parto, y alcanza-
rfa su estado de madurez en los primercs 15 dias
de vida.
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A THEORY ON THE SIGNIFICANCE OF GRANA FORMATION IN
CHUOROPLASTS: PRODUCT AND/OR MEANS OF ADAPTATION.
Berzborn, R. J.-Abt. Biology, Ruhr-Universitat Bochum
W. Germany.

Determination of the content of chloroplasts thylakoid
membranes in photosynthetic ATP-Synthetase (CFl) and
analysis: of the morphology of the thylakoid system
have been carried out. Both measurements were done on
chloroplasts from spinach plants grown under high or
low 1ight intensities. A correlation was found of CFl
content and proportion of exposed membrane areas.
This observation strengthens the hypothesis that CF1
is restricted to exposed areas, and leads to a theory
an the physiological significance of formation of
“grana" in chloroplasts.

CARACTERIZACION DE LA UNION DE LA HORMONA DE
CRECIMIENTO HUMANA A LES RECEPTORES LACTCGENICOS
SOLUBILIZADOS DE HIGADC DI RATA. (Characteriza-
tion of humen growth hormone binding to the
solubllized lactogenic receptors from rat liver).
Bonifacino,J.S.,Sanchez,S.H. y Paladini,A.C.
Cepartamento de Luimica Blologica, Faculted de
Farmacia y Bioguimica, Universidad de Buencs
Aires, Argentine.

Se ha detectado la existencia de receptores
especificps para hormonas lactogénicas en micro-
samas hepdticos de rata, Estos receptores han po-
dido ser solubilizados con el detergente no 16ni-
co Tritén X-100 1%(P/V). En estads solubilizado,
retienen la capacidad de unir hurmunaﬁzgactugéni-
ces en forma especifica. La unién de( “°I)hormo-
na de crecimiento humana a estos receptores es
dependiente del tlempo y de la temperaturs de in-
cubacidn, es{ como de las concetraciones de pro-
tefnas solubilizedas y de hormona en el medio.

El anélisis de los datos de interaccién de le
hormona con el receptor revels la existencia de
un solo grupo de sitios de gqbén con una constan-
te de disociacifin de 2,3.107 M y una cepacidad
2400 fmoles por miligremo de proteinas. La sfini-
dad de la hormona por el receptor soclubilizado na
es muy distinta que la que presents por el recep-
tor particulado; en cambio la cepecidad es mayor,
sugiriendo que l8 solubilizecién de lugsr = la a-
paricién de receptores ocultos.

Los resultados sugleren que la solubilizacibn
ng afecte de manera fundamentsl las propiededes
del receptor.
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Synthesis and metabolism of plasma kallikrein
by perfused rat Tiver. Borges, D.R., Webster,
M. E.*, Guimardes, J.4.* and Prado, J.L.*-Depar
tamento de Bioquimica, Escola Paulista de MedY
cina, Sdo Paulo, SP., Brasil.

Little evidence exists regarding the sus-
pected hepatic origin of plasma kallikrein.

When the liver from normal rats was perfu-
sed in situ with Tyrode's fluid containing
40 mg/mT of bovine serum albumin, a kinin-
-liberating activity accumulated in the perfu-
sate. Measured on incubation witn human HMW <i
ninogen and on N-benzoyl-L-Pro-L-Phe-L-Arg-p-
-nitroanilide, which are typical plasma kalli
krein suostrates, the activities run paralleT
courses for 2 hours of perfusion,corresponding
respectivelly to 4.7 nmoles of bradykinin and
3.3 mU/g Tiver/hour of perfusion. The perfu-
sate esterolytic activity on TAME was partially
inhibited by SBTI, suggesting enzyme binding
to a,-macrogliobuiin,

Both kallikrein and albumin liver syntheses
were inhidited by previous cycloheximide
treatment of the rats. A purified rat plasma
kallikrein preparation was perfused through
liver and a progressive fall of its esterase
and amidolytic activities, to around 30% of
the initial values, occured within 2 hours.

Rat liver synthesizes and seems to play a
role on plasma kallikrein metabolism in vivo.

*Ne acknowledge FINEP (Rio) and FAPESP (S.P.)
Grants and CNPq (Rio) Fellowships

ACTIVIDADES DE ENZIMAS EN HIGADOS DE RATONES ALI-
MENTADOS CON DIETAS SUPLEMENTADAS CON UREA* (Ef-
fects of adding urea to protein diet and non-pro
tein diet upon enzymes in rats). Brenner, L. R. -
Departamento de Ciéncias dos Alimentos, ICTA,
UFRGS, BRASIL.

los resultados scbre el efecto de fuentes de
nitrdgeno no especifico en la actividad de las en
zimas del ciclo de la urea y enzimas relacionadas
al metabolismo e los grupos aminicos, son contra
dictorios.

Se investicaron las alteraciones cue  ocurrem
en la actividad de las enzimas del ciclo de la
urea, transaminasas (GPT y GOT) y GDH, en higados
de ratones Vistar, en crescimiento, cuando adicio
namos urea a Cietas de caseina (9% y 183%) y a die
ta sin nitrdgeno.

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

La actividad ce la CPE tuvo un aumento signifi
cativo cuando la caseina a 9% contenia urea, en
relacion a la sin urea. La actividad de la OIC y
de la GPT fué disminuida cuando los animales reci
bieron la dieta sin nitrdceno con urea. )

Se supcne un efecto de la ingestidn de la urea
sobre las actividades cdestas enzimas.

*Trabajo realizado en el Departamento de PRio-
cuimica, ICB, UFRCS.
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DOSAJE DE RECEPTOR DE GLICOCORTICOIDES EN CELULAS
LEUCEMICAS DE SEZARY. Brentani ,M.M.,; Honda, M.H. y
Pozzi, D.H. Laboratorio de oncologia experimental y
Departamento de Reumatologfa da FMUSP. C. P. 8100-5ao
Paulo- Brasil.

Usando un ensayo competitivo determinamos receptores
citoplasmiticos de glicocorticoides en células leucé-
micas, de dos pacientes con la rara sfndrome Sezary
diagnosticada clfnica y citol8gicamente. Estos dos pa-
cientes no recibleron tratamiento. C&lulas mononuclea-
res aptas fueron separadas en gradientes de densidad
de Ficoll-Hypaque. Sugpenciones celulares en Eagle, con-
teniendo en mfnimo 10° células por ml, fueron incuba-
das con miltiples concentraciones de Dexametasona (0,5~
10 nm) conteniendo una concentracién 100 veces mayor
de Dexametasona no radiactiva, El nimero de sitios es-
peclficos de ligacién citoplasmitica por células y la
constante disociacién (KD) fueron obtenidos a trnavés
de un andlisis Scatchard. Sangre normal fue usado como
control negativo; y timo de camundongo como control
positivo. E1_1®r paciente (45 afos) tenTa 11.600 leuco-
citos por mm3 con 31% de 1infocitos y de éstos 67,7%
de c€lulas de Sezary. El KD obtenido fuf de 3x1079 M/L
Yy el nimero de sitios de ligacién fué de 3150 sitios
por c€lulas. El paciente n®2 (54 afios) tenfa 25.000
leucocitos por mm’ de los cuales 80% eran mononucleares
y de €stog 78.7% eran c€lulas de Sezary. El KD obtenido
fue 4x1077 M/L y el n®de sitios 3 mil por células. Los
datos demuestran que estos dos paciente contienen can-
tidades significativas de receptores de glicocorticoi-
des citoplasmiticos y ambos estSn respondiendo a ta
terapia con Predni<nna.

SEPARACION DE FAD-FLAVOPROTEINAS POR CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD DE LAS APOENZIMAS EN SEPHAROSE-FAD.
(Separation of FAD-Flavoproteins by apoenzyme af-
finity chromatography on FAD-Sepharose).
Bronfman,M., Inestrosa,N.C., y Morales, M.N.- Labo
ratorio Citologia Bioquimica, Departamento Biolo-
gia Celular, Universidad Catélica de Chile.

FMN y riboflavina covalentemente unidos a celu-
losa, poliacrilamida o agarosa, han sido utiliza-
dos para la purificacidn de flavoproteinas por
cromatografia de afinidad. No hemos encontrado,
sin embargo, ejemplos en la literatura de utiliza-
cidén de FAD inmovilizado para la purificacidn de
apoenzimas de FAD-flavoproteinas.

En esta comunicacidn se presenta un método para
la unidén covalente de FAD a Sepharosa 4B, consis-
tente en la reaccidén de p-amidobenzamidohexil-
Sepharosa 4B diazotizada, con FAD en tampdn aceta-
to 0.2M, pH 5.5. El gel resultante, de color ana-~
ranjado-rojizo, tiene un maximo de absorcidén a
320-330 nm (pH 8.0). En un medio 50 mM Tris-HC1
pH 8.0 (tampdn de unidén) el gel es capaz de unir
las apoenzimas de D-amino Acido oxidasa y de la
oxidasa peroxisomal de acidos grasos. En ambos
casos las apoenzimas no son eluidas del gel por
tampbén de unidn 100 o 500 mM en KCl, siendo elui-
das completamente por 15 mM FAD en el mismo
tampbn. Estos resultados sugieren gue el derivado
preparado podria ser de validez general en la pu-
rificacidn de otras flavoproteinas.

(Financiado por proyecto DIUGC 17/77).

ESTRUCTURA CUATERNARIA Y SITIO ACTIVO DE LA RNA PO
LIMERASA I DE LEVADURA. (Quaternary structure and
active site of yeast RNA polymerase I).- Bull, P,
Valenzuela,P.- Laboratorio de Bioquimica, Depto.
de Biologia Celular, Universidad Catdlica de Chile

La RNA polimerasa I de levadura esté compuesta
por 12 polipéptidos con pesos moleculares entre
10.000 y 185.000. Se estudid la funcibn de algu-
nos de ellos, asi como algunos residuos aminoacidl
cos importantes en la actividad enzimética.

Con modificadores selectivos de grupos SH se de
termifié el nfimero de SH que posee la enzima y cuén
tos reaccionan en condiciones no desnaturantes.
Dos de ellos son esenciales para la actividad enzi
mética y estén localizados posiblemente en el si-
tio activo de la enzima. En ausencia de 2-mercap-
toetanol, se produce entrecruzamiento de algunas
subunidades.

Se observd que dos subunidades son l&biles en
ciertas condiciones de elucidn de columnas de azul
dextrano sefarosa y de fosfocelulosa, asi como ul
tracentrifugacibén en gradiente de sacarosa corrida
a 15°%. 125

Por unidn a concanavalina A- I se determind
que aparentemente 3 péptidos son glicoproteinas.

Se estudid la estabilidad de la enzima a dife-
rentes pH. A pH Acido (4) se inactiva irreversi-
blemente. En estas condiciones, el complejo pro-
teico pierde, aparte de las subunidades anteriores
otras dos més.

Los resultados presentados se complementan con
visualizacibdn al microscopio electrbnico de la en
zima sometida a los diferentes tratamientos.

ESTUDIOS ESTRUCTURALES EN R-LACTAMASA DE STREPTOMICES
UCSM-104. ’Structural studies in B-lactamase from
Streptomices UCSM-104).

Campos ,M., Garcés,E., Montecinos,M., Ruiz,J.,Ward,P.-
Instituto de Quimica, Departamento de Polimeros, Ins-
tituto de Ciencias Médico-Bioldgicas, Departamento de
Bioguimica y Fisiologia, Universidad de Concepcidn.

B-Lactamasas (i,e,B-lactama hidrolasa,E.C.3.5.2.6)
actan hidrolizando el anillo g-lactdmico de penicili-
na y cefalosporinas, originando productos biolégicamen
te inactivos que generan el problema de resistencia a~
antibidticos.

B-Lactamasa de Streptomices UCSM-104 se purificd a
un alto grado de pureza, de acuerdo a criterio de elec-
troforesis en gel de poliacrilamida y andlisis de ami-
nodcidos;mostrando una actividad especifica de 5514 \ymg

En cromatografia de DEAE-celulosa a pH 7.6 y en
electroforesis en gel de poliacrilamida, pH 8.3, pre-
senté un caracter anidnico, implicando un pl < 7.6 que
concordaria con su alta movilidad absoluta (4.6 x 10-9
m2s-1 ¥-1) y con su composicién aminoacidica.

E1 peso molecular obtenido a partir de andlisis de
aminodcidos es de 15340, el cual estd en el rango al
determinado por electroforesis en gel de poliacrilami-
da en la presencia de dodecilsulfato (14290) y el ob-
tenido por filtracidn en gel (14800 + 1500).

Se trata de una proteina globular constituida por
una sola cadena polipeptidica de 141 residuos amino-
acfdicos. Carece de cistefna y contiene un 56% de
aminodcido hidrofilico de acuerdo a anilisis de amino-
dcidos. .
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PROCESAMIENTO DEL RNA NEURONAL (Processing of
neuronal RNA) Capasso, J. Lacoste, C. Buegauer
$., Azcurra J, y Carrasco A.E. Cat, de Biolo-
gfa Celular FCEN y Lab. de Neurobiologfa I
Cat. de HistologTa., Fac. Medicina UNBA,

Mediante métodos ya descritos fue obteni-
do RNA de niicleos altamente purificados de
fracciones de neuronas aisladas de corteza ce-
rebral de rata de 10 dfas de edad. En experi-
mentos con RNA marcado con uridina H3 y €1
usando cromatograffa de afinidad y gel elec-
troforesis cuantitativa se estudid el procesa-
miento del HnRNA con distintos pulsos de marca
cidn in vivo., E1 HnRNA poli A(+) representa
cerca del 25% del RNA nuclear total predominan
do las especies mayores de 30s, La mayor parte
del poli A{+) originado en los precursores pe-
sados (70s o m&s)se procesa ripidamente a su
tamafo final y deja el nlcleo sin un retardo
apreciable, Las fracciones livianas (menores
de 18s) presentes no estdn significativamente
marcadas en los diferentes tiempos de incorpo
raci8n ensayados. La fraccidn HnRNA poli A(-)"
se comporta como la poli A(+) pero componentes
pequefios llegan a marcarse a tiempos mis lar-
gos de marcacidn (4 a 5 hs.). Estos hallazgos
sugieren que estos componentes nucleares re-
presentan precursores citoplasmiticos u otros
tipos de RNA con una funcién en el propio ni-
cleo. Nuestros resultados ademds sugieren un
retardo en la salida del rRNA o una retencién
de formas maduras del rRNA en el nicleo neuro-
nal.,

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

En este trabajo se presentan resultados de los estu-
dios genéticos y bioquimicos realizados para caracteri
zar diferencias de niveles de D-arabinosa-deshidrogena
sa en las cepas 74-A,col-15a y col-16a de Neurospora
crassa

Se purificé la enzima a homogeneidad. La caracteri-
zacién se realizé por medicidén de algunos pardmetros
cindticos y fisicoquimicos. Los pardmctros son simila
res en las tres cepas. El punto isoeléctrico de
6,23 £ 0,017, indica que se trata de una proteina aci-
dica y el comportamiento electroforético frente a agen
tes desnaturantes indica que la enzima nativa es un mo
némero de peso molecular 52.000 + 2.000. Los estudios
inmunolégicos realizados con preparaciones enzimdticas
de las tres cepas demostraron identidad antigénica, su
giriendo que probablemente se trata de la misma enzima.
La cuantificacidon de ia enzima en los extractos crudos,
mostré que las cepas coloniales col-15a y col-16a tie-
nen el doble de enzima que la cepa silvestre JL-A.

La caracterizacidn genética realizada mediante el
andlisis de productos meidticos, heterocariosis y re-
versiones ‘indicd que la diferencia de actividad Ara-DH
detectada entre las cepas 74-A, col-15a y col-16a est§
determinada probablemente -por un solo cen. EI control
genético, estructural o requlatorio, de la enzima es
diferente al de los genes que determinan las alteracio
nes morfolégicas exhibidas por col-15a 6 col-16a.

APRENDIZAJE Y AUMENTO DE SINTESIS PROTEICA CE
REBRAL. (Learning and brain protein synthesis
increase), Carrasco, M.A., Souza, D.O., Dias,
R.D., Elisabetsky, ¥., Tzqulerdo, 1. - Depto.
BIcquimica, UFRGS, 90600 %orfo Kiegre, Brasil
Se admite que el aprendizaje causa aumento
de sintesis proteica (SP) cerebral, que de-
sempenaria un papel en la memoria. Con todo,
nunca se han hecho mediciones apropiadas de
este fenomeno (distintos tiempos, varias es-
tructuras, controles adecuadocs, etc.).

Hemos medido incorporacion de 1l4C-leu a
prote{nas (dpm/mg prot./dpm homogenato total)
en homogenatos de hipocampo, caudado, resto
de cerebro e h{gado, en ratas sometidas a 25
min de: 1) pseudocondicionamiento (tonos de 5
seg y choques de 1 mA al azar): 2) condiciona
miento clasico (tonos y choques contiguos); —
3) condicionamiento instrumental con interva-
lo tono-choque variable; 4) {d. con tonos y
choques contiguos; 5) tonos solos; ) choques
solos; 7) controles intactos. Los animales
eran decapitados 0,1,2,3,4,6 u 8 hs después
de terminada la sesion correspondiente.

Hubo aumento de SP a las 3-/ hs en cauda-
do, cerebro e h{gado en todos los grupos, y
en hipocampo en los grupos 1,5 y 6 (o sea, a-
quellos que no aprendieron). Los tres grupos
sometldos a @prendizaje verdaderoc (2,3,4) no
mostraron el aumento de SP en hipocampo. Por
lo tanto, el unico fenomeno especificamente
relacionable con aprendizaje, fue justamente
el no aumento de SP en hipocampo.

(Apoyado por PROPESP-UFRGS Y FAPERGS.Brasil)

EFECTOS HORMONALES EN LA CAPTACION Y UTIL!1ZACION DE
GLUCOSA EN 00C!TOS DE XENOPUS LAEVIS (Hormonal effects
on the uptake and utilTzation of glucose by Xenopus
laevis oocytes} Carvallo,P., Connelly,C.C., Allende,J.E
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina y De-
partamento de Biologfa, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad de Chile.

La hormona gonadotropina coridnica humana causa la ma-
duracién meidtica de los oocitos de anfibio y un aumen-
to de la captacidn de aminodcidos exdgenos por estas
células. {Dev.Biol.63,213-223, 1978). Se estudid el
efecto de estas y otras gonadotropinas sobre la capta-
cién de glucosa. La captacién de glucosa se midid
incubando grupos de 5 oocitos en triplicado con clh-
glucosa (0,1-10mM) en solucién salina para anfibios,
durante 30-6Q min. 3 22°, Las c€lulas se lavaron
exhaustivamente con la misma solucidn salina y se
aplastaron en filtros de fibra de vidrio,los que se
secaron y contaron. lLas gonadotropinas hCG Z LH produ-
cen gn claro estfmulo de la captacidn de Cl4-glucosa

y ¢! -3-0-meti! glucosa en un amplio rango de concen-
tracién de estos azdcares. FSH, de composicidn andloga
y progesterona, que produce maduracidn, no estimulan
la captacién de C'4-glucosa. Se ha observado que la
captacién de los azlicares disminuye dr3sticamente des-
pués de 6~8 horas de tratar los oocitos con h(G o
progesterona. Este cambio sGlo se detecta en oocitos
de tamafio intermedio (estados 3,k y 5 seglin DUMONT)

a gesar de que no inducen maduracidn.la captacifn de
¢14-glucosa basal y estimulada por hCG es inhibida por
floridzina y por 3-O-metilglucosa. Mas del! 90% de la
ci4-glucosa que entra en oocitos estimulados y no es~
timulados por hCG se incorpora a glicSaeno.

Auspiciadores:F.Ford,PNUD/UNESCO. OEA v U.de Chile
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PROTEASAS ACIDICAS DE PROSTATA HUMANA:!SECRE-
TABLES? {(Acidic Proteases from Human Prostate
Secretable?). Chiang,L., Chlang.J., Contreras
L. y Ward,.P.H. Departamento de Fisiologila ing
tituto de Clencias Médico Biolbgicas. Univer-
sidad de Concepcibn.

El 1fquido seminal humano (LSH) contiene u-
na proteasa aci{dica cuyo origen y funcién se
desconoce. Se ha abordado el estudio del ori-
gen eligiéndose la préstata como posible érga
no productor y secretor de ella.

Un homogeneizado de préstata se sometid a
fraccionamiento con sulfato de amonio, croma-
tografia de intercamblo y de afinidad.

Se obtuvo dos proteasas acidicas: A y B. La
A no es retenida por las columnas de intercam
bio, es inestable a pH 2.0 y estable a pH 8.0
La B es retenida, es estable a pH 1.0 y es i-
nactivada a pH 7.5. Ambas son proteinasas car
box{licas inhibibles por pepstatin. Sus pH's
éptimos son 3.5 y 3.0 respectivamente. Sus pe
sos moleculares, determinados por filtracibn
en gel, son muy semejantes. Por estimulacién
de la secrecldn prostética de perro se obtie-
ne una proteasa semejante a la B y a la de LS
H. La A presenta todas las caracteristicas de
catepsina D. La B presenta las propiedades de
la proteasa seminal.

Se plantea la hipbtesis de que la préstata
es el bérgano productor y secretor de la pro-
teasa acf{dica presente en el l{quido seminal
humano.

RETENTION OF Ca2+ BY RAT LIVER AND RAT HEART MITOCHON-
DRIA. EFFECT OF PHOSPHATE, Mg2+ AND NAD(P) REDOX STATE
Coelho,J.L.C, and Vercesi,A. — Depto Bioquim.- 1B
UNICAMP - BRAZIL.

Parallel measurements of C32+ uptake, oxygen
consumption, endogenous Mgz+ efflux and swelling in
rotenone poisoned rat liver and rat heart mitochondrisa
shoyed that heart mitochondria is much more resistent
to uncoupling by Ca2* in the presence of phosphate
than rat liver mitochondria. The extents of Mg4" ef-
flux and swelling induced by Ca2* accumulation are
also much less pronounced in heart mitochondria. Uncou
pling and swelling in liver mitochondria seems to be
a result of the loss of membrane bound Mg2+ as a con—
sequence of cal* recycling acrgss the membrane indu-
ced by phosphate. Exogenous Mg?% protects liver mito-
chondria against the deleterious effects of Ca‘‘ by
inhibiting a rutheniun red-insensitive Ca?® efflux
induced by Ehosphate. Phosphate does not induce recy—
cling of Ca?* in heart mitochondria. On the other hand,
when respiring on NAD-linked substrates or with succi~
nate in the absence of rotenone, heart mitochondria
behave like liver mito&hondria with respect to the al~
terations caused by Ca®’ movements. In this case the
recycling of Ca?*is a consequence of the more oxidized
state of mitochondrial Pyridine Nucleotides.

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

LIPIDOS INTERMEDIARIOS EN LA SINTESIS DE
EXOPOLISACARIDOS: INCORPORACION DE RAMNOSA A UN PRENOL
DI FOSFATO-HEXASACARIDO. (Lipid-intermediates in exo-
polysaccharide biosynthesis: rhamnose incorporation
into a prencl-diphosphate-hexasaccharide)
lelpi,L. y Dankert,M.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas Fundacién
Campomar y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires., Argentina.

. Couso,R.,

Acetobacter xylinum se caracteriza por sintetizar
grandes cantidades de celulosa, En nuestro laboratorio
se ha encontrado que forma también por lo menos otro
exopolisacdrido de composicién muy compleja, Se ha po-
dido aislar y purificar este polisacdrido y por diver-
sos criterios se ha determinado que contiene glucosa,
manosa, Scido glucurdnico, ramnosa y 4cido galacturé-
nico. Se investigd también la participacidn de iTpidos
intermediarios en su biosTntesis. Se han aislado y ca-
racterizado ya a varios prenol-difosfato~aziGcares, En
esta comunicacidn se describe la sintesis y estructura
de uno de ellos, que contiene ramnosa.

€l nucledtido azlicar dador es el TDP-ramnosa y la
incorporacifn es mdxima en presencia de UDPG, GDP-man
y UDP-glucurdnico. El nuevo compuesto se puede marcar,
en ciertas condiciones, con cualquiera de estos azdca-
res. Por andlisis de los productos de degradacidn par-
cial (hidrdlisis,acetolisis) se pudo identificar ram-
nosil-genciobiosa, Para el nuevo compuesto se propone
la siguiente estructura:

ramnosa (glucosa-P-1,6-glucosa)-glucurdnico-

P-1,6manosa~P-1,3-glucosa-P-1,k-glucosa-P=P-prenol.
Su participacidn en la sintesis del exopolisacdrido
est3 en estudio,

SUSTANCIAS QUE DISMINUYEN EL POTENCIAL DE INTEE
FASES LIPIDICAS MODIFICAN EL MOVIMIENTO DE DO~
PAMINA EN SINAPTOSOMAS. (Substances that decrea
se the interfacial potential modify dopamina
movements in synaptosomes). Cumar, F,A., y Mag-

io, B.- Departamento de Quimica Bioldgica, Fa-
cultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacio-
nal de C8rdoba, 5000, Cdrdoba, Argentina.

Compuestos capaces de inducir fusidn de
membranas como polisialoganglibsidos, sulfdti-
dos, glicerilmonooleato, &cidos grasos insatura
dos, protefna bisica de mielina y sacarosa inhj
ben la captacidn Na-dependiente e inducen libe-
racién Ca**-dependiente de 3H-dopamina en termj
nales nerviosas, Sustancias gquimicamente simila
res a las anteriores como monosialoganglidsidos,
glicoesfingolTpidos neutros, gliceriimonoestea-
rato, 3cidos grasos saturados y albdmina no mos
traron dichos efectos.

La inhibicidén de la captacidn por efecto
de la sacarosa es reversible, Experimentos con
ouabafna indican que esta reversidn estarfa me-
diada por la reconstitucidn del gradiente de
Na*, necesario para el co-transporte de dopami-
na.

Los efectos de los compuestos enumerados
se correlacionan con su capacidad de modificar
la diferencia de potencial y el empaquetamien~
to molecular e interfases con fosfolTpidos lo
cu8) puede resultar en cambios de permeabili~
dad a iones y en movimientos concomitantes de
neurotransmisor.
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TN METODO SIMPLE Y RAPIDO PARA EL ENSAYO CUANTITATIVO
DE ENZIMAS PROTEOLITICAS.(A rapid and simple method for
the quantitative assay of proteolytic enzymes).Curotto,
E., 0'Reilly, &., v Gonzdlez, G. Instituto de Quimica,
Facultad de Ciencias Basicas y Matemiticas,Universiddd
Catblica de Valparaiso.

Los ensavos de actividad proteolitica se basan en medir
la proteina digerida en un cierto tiempo determinando
la cantidad de péptidos liberados a la solucidn. Estos
métodos no son apropiados para medir proteinas en ex-—
tractos crudos, pues poseen actividades bajas y valores
altos en los blancos. Esto se evita con la determina-
cidn de colorante liberado a la solucién por la proteo-
19sis de proteinas insolubles coloreadas. En este estu-
dio se investiga el uso de azocoll, colidgeno insoluble
asociado con un colorante tipo azo, como sustrato para
el ensayo de proteinasas.

Se utilizaron enzimas como pronasa, pancreatina, pepsi
na, quimotripsina y otras: se estudiaron variables co-
mo concentracifn de enzima, de sustrato y tiempo de
reaccidén. Un ensavo involucra mezclas de azocoll, la
enzima en buffer e incubacidn a 37°: la reaccidn se ter
mina diluyendo y filtrando; el filtrado se lee a 520nm.

Se observa que utilizando 10 mg de azocoll en un volu-
men final de 0.5 ml la aparicidn de color es directa-
mente proporcional con la concentracifn de enzima. E1
tiempo de reaccidn mis apropiado resultd ser 10 minutos
La reaccidn es también proporcional a la concentracidn
de sustrato. La aparicién de color muestra una relacidn
directa con la liberacidn de material peptidico del sus
trato. El azocoll puede ser sustrato para determinar
proteinasas en forma ripida y simple, y en rangos de
concentracidn particular para cada enzima.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN RECEPTOR PARA L-T
PRESENTE EN MEMBRANAS DE ESCHERICHIA COI.T (Isolation
and characterization of a L-T_ receptor from Escheri-
chia coli membranes), De Menddza. D,, Fernindez,™ F.,M,
y Farias. R.N. Instituto de Quimica BiolSgicg, Univer-
sidad Nacional de Tucumdn - Chacabuco 461 y Fundacidn
Miguel Lillo - Miguel Lillo 255, 4000 - Tucumin - AR-
GENTINA,

En una comunicacidn previa de nuestro laboratorio
(de Mendoza y col., 1979; Fed.Proc. 38, 634)habia si-
do descripto que L-T_, (L-triiodotironina) era capaz de
unirse especificamenge a membranas de E.coli y que &s-
ta unidn se corre%gcionaba con cambios en la coopera-
tividad de la (Ca”") ATPasa producidos por la hormona.

La actividad de unién de L-T_ se recupera en el so
brenadante de 100.000 xg de una preparacidu de membra-
nas solubilizadas con dodecil sulfato de sodic al 0,05
%. El receptor asi solubilizado es estable por calenta
miento a 100°C durante 10 min; precipita con sulfato
de amonio al 50 %, com acetona o por tratamiento con
HC1 80 mM. No es inactivado por fosfolipasa A o C, pe-
ro s es sensible al tratamiento con tripsina.

El receptor puede ser obtenido en la fase orgénica
cuando se realiza una extraccidn con cloroformo/meta-
nol 2:1 de las membranas,

Cuando se realizan electroforesiizgn poliacrilami~
da del solubilizado marcado con L-T I se observa que
la hormona migra unida a una banda proteica.

Estos resultados son interpretados como que en la
membrana de E.coli estd presente una proteina de cardc
ter hidrofdbico que es capaz de unir especificamente
L-TB.

TRANSLATION OF RNA TRANSCRIBED FROM THE DNA PUFFS FROM
RHYNCHOSC!ARA AMERICANA SALIVARY GLAND CHROMOSOME .

De Toledo.S.M., Santelli,R.V., and Lara, F.J.S.
Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas
e Universidade de Sao Paulo, Brasil.

It was reported that the B-2 DNA puff in the B-
chromosomes of cells of the proximal section of R. ame-
ricana codes for a 14S poly(A)+ RNA, and coincident
with its formation there is the appearance of a specific
2.1x104 daltons peptide.(Bonaldo et al. {1979) Cell "in
press''; Winter et al.(1977) Chromosoma 61, 193).

We have isolated poly(A)+ RNA from proximal sec-
tions of R. americana salivary glands obtained from
larvae at the developmenta! stage, in which the B-2 puff
is fully open, and translated it in the mRNA dependent
reticulocyte cell free system in the presence of L-3H-
leu. Analysis of the radioactivity incorporated as TCA
insoluble material by electrophoresis and subsequent
fluorography, revealed the presence of the 2.1x10" dal-
tons peptide.

Similar esperiments carried out with poly(A)+ RNA
preparations from the middle and distal sections of the
glands, revealed that the 2.9x10" daltons peptide,
which had been assigned to the C-3 DNA puff, is also
translated from a poly(A)+RNA.

Control experiments carried out with poly(A)+RNA
from glands, where there are no DNA puffs, revealed
that these peptides are not found among the translation
products.

This work was supported by FAPESP,CNPq and

Stiftung Volkswagenwerk.

The amino acid sequence of the cyanogen bromi-
de Peptides al{IXI)CB 1,8,10,2 and al{(III)CB9A
of calf skin type III collagen. DEWES,H. and
FIETZEK,} .P.- Depto,Biogquimica, UFRGS, Porto
Alegre, Brasil and Dep.Biochemistry, Rutgers
Medical School, Piscataway, New Jersey, USA.

The cyanogen bromide cleavage of calf
skin type III collagen results in ten peptides
Their amino acid sequence was completely eluci
dated. Here we report on the elucidation of 2
of them., The peptide al (III)CB 1,8,10,2 is 180
amino acid residues long and occupies position
223-402 along the ol(III) chain. In order to e
lucidate its amino acid sequence the peptide
was fragmented with hydroxylamine, protease
from S.aureus V8 and trypsin. Peptides necessa
ry for sequence analysis with the automated Eg
man degradation were Sseparated using molecular
and ion exchange chromatography. Edman degrada
tion of the hydroxilamine derived fragments re
sulted in the elucidation of 80% of the entire
sequence. The rest was established by analysis
of some protease V8 and trypsin derived pepti-
des, The peptide ol(III)CB 9A is 139 amino a-
cid residues long and occupies positions 789~
927 along the al(III) chain. Peptides necessa-
ry for the sequence analysis were obtained af-
ter fragmentations of «¢l(IIXI)CB 9A with tryp-
sin, protease from S.aureus V8, hydroxilamine
and chimotrypsin. They were separated mainly
by chromatography on Sephadex G 50 and phospho
cellulose and sequenced by automated Edman pro
cedure.
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EFECTO DE ADENINA-NUCLEOTIDCS SOBRE LF KETOGENESIS EN
LA FRACCION MITOCONDRIAL DE HIGADQO DE RATO. (The effect
of adenine nucleotides upon the ketogenesis by the
mitochondrial fraction of rat liver).Dick, T. vy Sarkis,
5.0, Demartamento de Biogquimica, Instituto de Biocién-
cias, Universidade IPederal do Rio Crande do Sul, Porto
Alegre, Brasil.

In situation of ketogenesis,the excess of acetyl-Cor
which is net used by the Krebs cycle, goes mainly to
the synthezis of ketone bodies. It is usually accepted
that the control of ketogenesis is rolated to the nro-
duction of acetyl-CoA and its transformation by other
nonketogenic pathways.The possibility of a direct
control mechanism upon the ketogenic nathways remains
onen.

Vie examined in this connection a number of metabolites
as possible effectors, of which, among others, adenine
nucleotides showed a pronounced inhibition upon the
overall synthesis of ketone bodies by the soluble
mitochondrial fraction of albino rat liver, starting
with acetyl-CoA as a substrate.

The ketone bodies formed were measured by the method of
Vialker.The results were cxpressed as percentage of the
decrease in specific activity of the whole ketogenic
enzymatic system. AMP had no effect wp to 2,0 mM. ADP
shoved the following decrease : 15 % at 0,5 m¥, 19 % at
1,0 mM and 42 % at 2,0 mM. Vith ATP : no variation at
0,5mM, 14 % at 1,0 mM and 27 % at 2,9 mM.

As the combined concentration of ADP and ATP in the
mitochondricn sums up to approximately 12 mM, the above
described effect has to be taken in account in the
interrelation of the control of ketogenesis in vivo.

MODULACION ALOSTERICA DE LAS ISOENZINAS DE LA FOSFO-
FRUCTOQUINASA DE E. col< ESTUDIADA POR EL ABORDAJE

"in situ". (Allosteric modulation of the isozymes of
phosphofructokinase studied by the "in situ" approach).

Domenech, C. y Sols, A.~ Instituto de Enzimologia y
Patologfa Molecular de! CSIC., Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma. Madrid. Espafa.

Dos isoenzimas de la fosfofructoquinasa (PFK) deno
minadas PFKy y PFK, han sido identificadas en E. colZ
(Fraenkel y col. JBC 243:43065, 1973). La primera de
ellas es una enzima alostérica con respecto a F6P, PEP,
ADP y quiza ATP, mientras que la PFK, ha sido conside-
raca como no alostérica.

Ambas PFK se estan estudiando en condiciones fisio
16gicas por el abordaje "in situ" (Reeves y Sols, BBRC
50:459, 1973). Para ello se estan utilizando dos cepas
de E. eoli, DF 536 y DF 533 (Robinson y Fraenkel, BBRC,
31:858, 1978), las cuales contienen sdlo PFKy ¥ PFK,
respectivamente.

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

Se pretende completar la caracterizacidn comparada
de las posibilidades de modulacién fisiol6gica de ambas
enzimas y su significacidn "Zn vivo".

COMPOSICION LTIPIDICA CERERRAL NE POLLOS NACT -
NOS DE HUEVOS TERTILES NE GALLINA TRATADNS BY.-
TERNAMENTE CON FENOXTHERBICINDAS(Linidic cere-
bral composition of chickens hatched from hens'
epps applied with fenoxiherbicides)huffard R.n
Mori G.v Tvanpgelista de Durfard A.M. Tac.dec s,
Txac.Mn,Nac.dc Rin fnarto. Areentina.

¥l 2-4n(2-4 dicloro Tenoxiacético)es un feno-
xiherbicida amnliamente utilizado en la agri-
cultura.BEstudios recalizados anteriormente en
nucstro laboratorio,demostraron aque la aplica-
cifn externa de 2-4N a altas concentraciones,
sobre huevos fértiles,produce cfectos teratol§
gicos v embriotéxicos.- -

Se utilizaron concentraciones de 2-4D aue no
impiden la eclosién del huevo.los cerebros de
los animales nacidos son extraidos a las 24 hs,
pesados,conpeladas v "roccsados,determinindose
peso seco,agua,NNA RNA proteinas y lipidos to-
tales.

Se observé aumento de DNA v RNA en cerehros
tratados con respecto a controles,mientras oue
proteinas y lipidos totales disminnyeron pro-
porcionalmente al aumentar las concentraciones
del herbicida.los fosfolipidos no mastraron va
riaciones en su concentracién,mientras que co-
lesterol,sulfitidos,cerebrésidos y ganplibsi-
dos presentan claras variaciones oue dependen
de 1a concentracién del 2-4N aplicado, -

Si consideramos estahle ¢l contenido de DNA
por célula,estos resultados indicarian una al-
teracidn en el niimero de células nerviosas,v
un retraso o detencién en el proceso de dife-
renciacién celular,como son la sinaptoeénests
y mielinizacién.

TFOTOBIOOUIMICA: ESTUDIOS MECANISTICOS DE TRANSFERENCIA
DE ENERGIA DE COMPUESTOS CARBONILICOS BIOENERGIZADOS A
t-RA (Photcbiochemistry: Mechanistic Studies of
energy transfer from bicenergized carbonyl carmounds
to t~MNA) Durdn, N., De Mello, M.P., De Toledo, S.M.,
Haun, M., Faljoni, A. y Cilento, G. Instituto de Oui-
mica, Universidade Estadual de Campinas y Universida-
de de S3c Paulo, Brasil.

Durante la oxidacidn aercbica del 2-metilnro-
panal catalizada por peroxidasa en presencia de acidos
nucleicos, algunos enlaces se tornan sensibles a um
medio alcalino. L& esmecie resnonsable por estas modi-
ficaciones es el carbonilo excitado en su estado tri-
plete.

t~RNA fue utilizado mara los estudios de me-
canismo de transferéncia rorque posee bases modifica-
das capaces de emitir, siendo para E. coli la 4-tiou-
ridina y para levadura la base Y.

El mecanismo prcbable nara esta transferén-
cia seria:

3.* 3 *

D, + Base > D + ‘Base
fundamentado en los resultados camparativos cuando D
nosee caracter n, 7 {acetona triplete) o caracter, 7,7
(indol—3—caxboxa1dehido)é °

Valores de Kg,1~ 'y Kt serdn discutidos.

Financiamiento de FINEP, FAPESP, (NPg (BRrasil).
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INFLUENCIA DE BENZODIAZEPINAS EN LA ACTIVIDAD DE UDP
GLUCURONILTRANSFERASA. (Influence of benzodiazepines
on UDP-glucuronyltransferasa activity). Echeverria, F.
Garcia, 0., del Villar, E., Letelier, M. y Sanchez, E.
Departamentos de Bioquimica y Farmacologia, Facultad
de Medicina Norte, Universidad de Chile.

la cromatografia en DEAE-celulosa de microso-—
mas hepiticos solubilizados revela distintas UDP-glucu
roniltransferasas (UDPGT) para la formacidn de morfina
(M) y p-nitrofenilglucuronidos (PNP) (del Villar, E.,
Sanchez, E., Autor, A., Tephly, T. Mol. Pharmacol.
11:236, 1975).

En microsomas hepidticos y en experimentos in
vivo se estudif el efecto de 2 compuestos no sustratos
de UDPGY, Diazepam, (D) y N-desmetil diazepam (N) que
difieren en la presencia de un grupo N-CH,, en la glu-
curonizacidn de morfina y p-nitrofenol y &n los nive-
les hepiticos de citocromo P-450 y RNA total en ratas.

En cinética de doble sustrato, D inhibid compe-
titivamente la formacidn de morfina glucuronido in vi-
tro con una Ki de 0,25 mM, mientras que N no tuvo
efecto, Estas sustancias no inhibieron la glucuroniza-
cifén de PNP ni de testosterona in vitro. In vivo, sola
mente D inhibid la formacidn de morfina glucuronato en
forma dependiente de 1a dosis. D ni N alteraron los ni-
veles de citocromo P-450 ni de RNA total em el higado
de ratas.

Los resultados confirman la presencia de dis-
tintas UDPGTs hepdticas y muestran el grupo N-CH es
responsable de la interaccidn de fArmacos con 1a UDPGT
de morfina v opioides, posiblemente por su mayor afini-
dad por un sitio activn de la enzima, el cual no esta
presente en la ULPGT pera p-nitrofenol o de otros sus
trotns,

ESTUDIQS SGBRE LAS FOSFODIESTERASAS NE NUCLEOTIDGS CIiCLI~
COS DE 0OCITOS DE XENOPUS LAEVIS (Studies on cyclic nu-
cleotide phosphodiesterases on X.laevis oocytes)
Echeverri~ M., Orellana,0., Plaza,M., Connelly,C., &
Allende,J.E. Depto.Bioqufmica,Fac.Medicina(Norte) y
Dpto.Biologfa,Fac.de Ciencias, Universidad de Chile.
Evidencias obtenidas en varios laboratorios sugieren

que los niveles intracelulares de los nucledtidos cicli-
cos estarfan involucrados en la maduracidn meidtica de
oocitos de anfibios inducida por hormonas. Es de interés
por lo tanto estudiar las fosfodiesterasas de cAMP vy
cGMP durante este proceso. Las enzimas fueron ensayadas
por el método de Thompson et al.utilizando (3H)cAMP y
(3H)cGMP. Cromatografia en columnas de DEAE-celulosa de
un sobrenadante de 20000 x g de extractos de oocitos
resuelve las actividades hidrolTticas en varias fraccio-
nes., La fosfodiesterasa de cAMP presenta dos fracciones
mayoritarias que se diferencian en su respuesta a la
calmodulina. La fraccién que eluye a menor fuerza idnica
es activada por esta proteina mientras que el segundo
pico de actividad no es afectado. Las dos fracciones ma-
yoritarias de la fosfodiesterasa de cGMP son activadas
entre 8 y 10 veces por la calmodulina. Experimentos
realizados in vivo con la fosfodiesterasa de cAMP indi-
can que esta enzima presenta la misma actividad total

y constante cinftica que la enzima ensayadas in vitro.

No se han detectado cambios significativos en la fosfo-=
diesterasa de cAMP despu€s de tratamiento hormonal. En
cambio con la fosfodiesterasa de cGMP, la actividad in
vivo es mucho menor que la determinada in vitroy
existen indicaciones preliminares de un aumento de la
actividad de esta enzima después del tratamiento hormo-
nal de los oocitos. Auspiciado por: U.de Chile, 0.E.A.,
PNUD/Unesco proyecto RLA 78/024 y Fundacién Ford.
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ESTUD!IOS SOBRE UN INHIBIDOR DE LA ELONGACION DE LA SIN-
TEStS DE PROTEINAS PRESENTE EN 00CITOS DE _X.LAEVIS
(Studies on a protein synthesis inhibitor from X.lasevis
oocytes) Errdzuriz,R.y Allende,J.E.; Dpto.Bioquimica,
Fac. de Medicina(Norte) Universidad de Chile.

Los estudios realizados por varios laboratorios en ococi
tos de erizos de mar y de anfibios han demostrado que
la sfntesis de protefnas en estas células estd bajo un
control post-transcripcional. Estudiando este fendmenao
se ha logrado detectar la existencia de un poderoso in-
hibidor de 'a elongacidn de la sintesis proteica en la
fraccidn sobrenadante de extractos de ovario de Xengpys
laevis. Los estudios se han realizado utilizando un
siatema que sintetiza (19C)polifenilalanina a partir de
(1 C)phe-tRNA dirigido por poli U empleando ribosomas
de oocitos de X.laevis y fraccién sobrenadante de ger-
men de trigo. Los resultados obtenidos indican que el
inhibidor de elongacién (1E) se encuentra, ademis de

en el sobrenadante de 150000 xg en el lavado de riboso-
mas extraidos con 0,5 M NH4Cl. fE es una protefna ter-
mol8bi) sensible a proteasas y a N-etilmaleimida y con
un peso molecular aproximado de 380.000. La inhibicidn
causada por |E es muy sensible al pH del medio dismi-
nuyendo dristicamente a pHs sobre 7,5. Ensayos de va-
rias etapas parciales de la elongacidn indican que IE
actuarfa a nivel de la peptidil transferasa que se en-
cuentra formando parte dei ribosoma. Coincidente con
esta observacidn se ha determinado que la inhibicidn
causada por IE puede ser totalmente revertida al agre-
gar un exceso de ribosomas. !E inhibe la elongacidn ea
un sistema de sfntesis de protefnas de polisomas aisla-
dos de hfgado de rata y a sistemas de germen de trigo
y E.coli. Otros tejidos de la rana como ser corazén,
hfgado o misculo esquelético no contienen IE. Auspicia:
OEA, U.de Chile, PNUD/Unesco, RLA 78/024 y Fund.Ford.

SINTESIS DE ACTINA EN EMBRIONES PREIMPLANTACIONALES
DE RATON.= Actin synthesis in preimplantational mou-
se embryo.- Escobedo J., Gonzalez R.-Laboratorio de
Biologia Celular.Instituto de Biologlia.Universidad
Catdlica de Valparaiso.-

La diferenciacibn celular origina tipos celulares
diferentes. Los mecanismos moleculares que median
este fendmeno se desconocen y un anilisis de la
transcripcidn y traduccidn es bésico para compren-
der como ocurre. Sin embargo debido a la diversidad
de proteinas sintetizadas resulta dificil estudiar
a cada una de ellas en detalle.

Hemos escogido a ia actina ya que es particularmen-
te abundante en muchos tipos celulares y participa
en fenbmenos de generacidn de fuerza y mantenimien-
to de la forma celular.

Para caracterizarla hemos adoptado los siguientes
criterios:l1.-Interaccidn con meromiosina pesada.2.~
Afinidad cromatogréfica en columnas sefarosa 4B-
DNAsa I.3.-Inhibicidén de la actividad de la DNAsa I
4.-Caracterizacibdn electroforética en geles de po-
liacrilamida. Ademis hemos disefiado un sistema que
permite medir niveles de sintesis de proteinas uti-
lizando un reducido niimero de embriones.

Nuestros resultados muestran filamentos de actina
bajo la membrana plasmitica.Tambien hemos inhibido
la actividad de la DNAsa I en presencia de un ex~-
tracto de blastocistos.

La cantidad de actina sintetizada por dvulos es de
10.7 pgr/ovo/hr.; estado de 2~células 39.2 pg/emb/h
y para blastocisto 111.9 pgr/emb/hr, La tasa rela-
tiva de sintesis de actina es del 6.5% y se mantie~-
ne constante durante todos los estados estudiados.
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EL GLUTATION HEPATICO EN LA INTOXICACION AGUDA POR
ETAN?L. (Liver glutathione in acute ethanol intoxica-
tion).

Faccin, A., Donoso, E., Videla, L., Ferndndez, V. y
Sapag-Hagar, M. Departamento de Quimica Bioldgica, Fa-
cultad de Ciencias Quimicas y Farmacoldgicas y Unidad
de Bioquimica, Facultad de Medicina Occidente, Universi
dad de Chile.

E1 glutation reducido hepdatico (GSH) disminuye en
ratas intoxicadas can alcchol. Anteriormente habiamos
descrito un fendmeno similar, junto con un aumento de
la cisteina, al administrar glucagén o AMP ciclico.
Hemos estudiado la posible relacidn entre ambas obser-
vaciones.

Ratas machos, ayunadas por 15 horas, fueron intuba-
das con 1-5 g de etanol/Kq de peso y luego sacrificadas
a las 2,4 y 6 horas. Los controles se realizaron in-
tubando con una cantidad isocaldrica de glucosa o con
NaCt1 al 0,9%. E1 GSH se determind con reactivo de E11-
man, la cisteina con reactivo dcido de ninhidrina, el
AMP ciclico por desplazamiento radiotsotdpico, la
y-glutamiltranspeptidasa (GGT) con L-¥-glutamil-p-ni-
troanilida y la glutation reductasa (GR) con NADPH a
340 nm.

Los resultados muestran que la disminucidn del GSH
es mdxima a las 6 hrs. y dependiente de la dosis de
etanol. Este cambio no va acompafado de variaciones
en la cistefna ni de? AMP Ciclico, asi como tampoco en
la GGT y GR.

Esto sugiere que el descenso del GSH en la intoxi-
cacidn alcohdlica aguda es independiente del observado
con glucagdn y AMP ciclico.

INHIBICION DE LA FOSFORILACION DE ADP Y DEL TRANSPORTE
DE CA*2 POR BENZOTIADIAZOLES EN MITOCONDRIAS DE ngADO
DE RATA (Inhibition of ADP phosphorylation and Ca*
traniport by benzothiadiazoles in rat liver mitochon-
dria). ferreira,J. y Gil, D.L. Departamento de Bioquf-
mica, Facultad de Medici;a, Universidad de Chile.

La fosforilacién de ADP a ATP va acompafada por un
aumento en el consumo de oxfgeno y en la captacifn de
H* del medio. Ambos procesos fueron inhibidos por dife-
rentes benzotiadiazoles cuando los sustratos oxidados
fueron glutamato y malato piruvato pero no fueron afec-
tados durante la oxidacién de succinato., Las mitocon-
drias acumulan Ca*? del medio en un proceso dependiente
de Energfa, que ocurre con un aumento en el consumo de
oxTgeno y en la liberacién de H'. Ambos procesos fue-
ron inhibidos por benzotladiazoles cuando la energla
fue proporcionada por la oxidacién de systratos que
entran a nivel de NAD y fueron muy poco ‘afectados du-
rante la oxidacién de succinato. Diversas evidencias
sugieren que los benzotiadiazoles actdan inhibiendo el
transporte de electrones a nivel del sitio 1 en el Ja-
do del oxfgeno de 1a NADH deshidrogenasa. Estudios de
estructura actividad por el método de Free y Wilson
para la inhibicién duroquinona reductasa por 26 deriva-
dos del benzotiadiazol indican que la mayor contribucién
a la actividad inhibitoria estd dada por la presencia
de grupos nitro y bromo en posicién, nitro y amino en
posicidén 6 y cloro y amino en posicién 7.

Financiado por el Servicio de Desarrollo Cientffico,
Artfstico y de Cooperacién Internacional. Proyecto
N°B 535-791

AISLACION Y FOTD-OXIDACION DE PEPTIDOS DE LISOZIMA.
(Isolation and photo-oxidation of lysozyme fragments).
Fernren, 1. y Silva, E. Dpto. Macromoléculas, Institu-
to de Ciencias Quimicas. Pontificia Universidad Catoli
ca de Chile.

Se plantea una estrategia para obtener péptidos a
partir de lisozima, y de esta manera poder aclarar mis
adelante el lugar de unidén fotoinducida de riboflavina
a lisozima. La reduccidén de los cuatro puentes disiil-
furo y posterior carboximetilacién seguida de la accién
con BrCN, trae consigo la obtencidén de los péptidos L-I
(aa 1-12) y L-II-IIT (aa 13-129). En cambio cuando se
procede primeramente a la ruptura de la cadena polipep
tidica mediante la accidn del BrCN y posteriormente se
liberan los péptidos formados mediante la reduccidn de
los puentes -5-5- sepuida de una carboximetilacidn, se
obtienen tres péptidos correspondientes a L-I (aa 1-12),
L-IT (aa 13-105) y L-III (aa 106-129). Los péptidos
L-II-III, L-II y L-III fueron sometidos en forma sepa-
rada a foto-oxidacidén en presencia de riboflavina, en
buffer fosfato 0.05M, pH 7.0. El péptido L-II-IIT mues
tra foto-oxidacidn a nivel de His, pero en una exten-
sidén menor a la que se produce en la proteina nativa.
Ademds de His, los tres residuos de Tyr presentes en L-
1I-11I sufren una fuerte foto-oxidacidn. En el caso
del péptido L-1I, este no muestra foto-oxidacidn de
His, pero si una marcada destruccidén de los residuos
de Tyr a medida que aumenta el tiempo de irradiacién.
Los resultados obtenidos estarian indicando que existe
una relacién entre la extensidn y tipo del residuo fo-
to-oxidable con la ubicacidn del aminodcido en la con-
firuracidn espacial.

FUNCTIONAL PROPERTIES OF PiBa EiEae HAEMOGLOBINS.
Focesi,A.Jr., Meirelles,N.C.,, Vieira,M.L.C., Vieira,
H.F.- Dep-o Bioquim.,IB, UNICAMP and UFC. - Brazil.

Pipa pipae an amphibian that lives in north
of Brazil has aquatic habitat even after metamorpho-
eéis. The similarity between P.pipae and Pipa carva-
lhoi is interesting in standpoint of the habitat and
led us to study the functional properties of the its
hemoglobins to compare with those of P.carvalhoi des-
eribed. EEe—

P.pipae hemoglobins after stripped off the
ions and organic phosphate were separated in four com
ponents by chromatography CM-cellulose, where the ma-
jor component eluted at pH 7.2 when analysed by elec—
trophoresis revealed the presence of three bands ben-
zidine sensitive. The equilibrium curves of P.pipae
hemoglobin as a function of pH shows a Bohr effect
near zero in absence of ATP. The degree of cooperati-
vity was n = 1,5 and remains the same at different pH
The affinity constant to oxygen, at pH 7.2 was log
Psg = ~0.34 in absence of ATP, and in its presence
-0.94, showing a promounced effect of the effector.

The data suggest a similarity between these
findings and those of P.carvalhoi hemoglobins and re-
inforce the idea that the aquatic habitat of those am

phibia responsible for the larval properties of its
hemoglobins.

Supported by FAPESP, CAPES.
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RELACION ENTRE ANGIOTENSINA II y POTASIO EN

LA BIOSINTESIS DE ALDOSTERONA. (Interaction of
potassium ions and AII on aldosterone biosyn-
thesis)., Foster,R., M,V.Lobo y E.T.Marusic.
Depto. Fisiologia. Univ, de Chile.

Diversos autores postulan la participacién del
ion potasio en la accién esteroidogénica de la
angiotensina TI(AII) en la gldndula adrenal.
En el presente trabajo se estudid la posihili-
dad de que la AII estimulase el influjo de K.
Los estudios fueron realizados en cortes de
glomerulosa de adrenal de perro. Se midié en
forma paralela la produccidtn de aldosterona y
el transporte activo y neto de X bajo la
accidén de la AIl. Se midié la actividad de la
Na,K-ATPasa en ambas condiciones. Una concen-
tracidén de AIT capaz de producir un significa-
tivo aumento en la esteroidogenesis(Cont.=100+
12 y AII=250+16 ng/100mg/tej./hr)no produjo
cambios significativos en el transporte activo
de 3Rb:Cont.=4.9+.3nmol Rb/mg tej./min(NS).Tam
poco se observaron cambios en el K intracelu-
lar bajo la accién de AIl.Estos resultados fue
ron confirmados al medir la Na,K-ATPasa;Cont.=
5,3+.41,ATI=5.2+.54umol Pi/mg/h.Sin embargo,
1074 de euabadina bloquea totalmente el esti-
mulo de AII.También fue jinhibido el estimulo
de dBcAMP sugiriendo un efecto inespecifico.
Estos resultados descartan la posibilidad de
que el mecanismo de accién de la AIl estaria
relacionado con el influjo de K en la célula
de glomerulosa. (Grants UNDP/UNESCO N°®16/79
y Univ. Chile N°B161-794.

ACTIVACION DE RIBONUCLEASA EN CORTES DE
TUBERCULO DE PAPA, (Activation of Ribonu-
clease in potato tuber slices).Franzoni,
L.,e Isola, M.C. Departamento de Biolo-

3¥a MoIecufar.Universidad Nacional de

Rfo Cuarto.Rio Cuarto, Rep.Argentina.

Los tejidos de 6rganos vegetales de
reserva en reposo, pueden ser activados
cortindolos en discos delagados e incuban-
do estos fragmentos en atm8sfera h@imeda
por distintos periodos. El corte produce
activacién de varios caminos metab&licos.
Es nuestro propfsito estudiar el compor-
tamiento de las enzimas que degradan &-
cidos nucleiocos en el sistema descripto.
Cortes de tub&rculo de papa muestran un
granaumento en la actividad de ribonu-
cleasa, con un miximo en alrededor de 16
horas de incubacién. Con el prop8sito de
separar e identificar la enzima (o enzi-
mas) responsable, se someten los extrac-
tos a electroforesis en gel de poliacril
amida anifnica. Se detectan varias bandas
de actividad, de las cuales s8lo una mues
tra gran cambio por incubacién de los cor
tes. La enzima correspondiente, parcial-"
mente purificada, es una ribonucleasa a-
parentemente soluble, con un pH Sptimo
cercano a 5. Los discos poseen ademss, ac
tividad de DNAasa y fosfodiesterasa. Eg-
tas actividades, que sufren poco cambio
durante la incubaci8n de los cortes, tam-
bien son localizadas en el gel,

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE CAMP FOSFODIESTERASA DL
IJCOR ROUXII POR FOSFORILACION Y DESFOSFORILACION,
(Regulation of cAMP phosphodiesterase activity from
¥mcor rouxii by phosphorylation and dephosphorylation)
Gg‘]_:vgmo.IIglA' slloreno,Se ¥ Passeron.S:‘Departa:mnfo de
Quimica Biol8gica, Facultad de Ciencias Exactas y Na-
turales, Universidad de Buenos Aires, Argentinae

Las variaciones de los niveles de cAMP son muy ine
portantes en la determinacién de la morfologfa del
hongos La cAlP fosfodiesterasa(PDE)es wna de las enzi-
mas que controlan dichos niveles; por ello se estulia-
ron los posibles modos de regulacibn de la enzimas

Se trabajé con la fraccidén de sulfato de amonio
que precipita entre 0-55%, obtenida de wn extracto so-
luble de la forma ricelianae La actividad de PDE se
midid por la produccibén de adenosina “lle

Se observa que la enzima sg activa de 1.5 a 2 ve-
ces por incubacién con ATP, lg~ y cAlP, en wa reacm
cién dependiente del tiempo y la temperaturas La PDE
permanece activada luego de filtracién por Sephadex
G-25 y cromatograffa en columa de DEAE~celulosae La
desactivacién de la enzima se logra por incubasién de
la fraccién enzimftica a 30%n presencia de Mg 5mMe
La enzima desactivada se reactiva sometiendo la pre-
paracién enzimitica a condiciones fosforilantess

Estos resultados son consistentes con un esquema
de regulacién de la actividad cde cAlP fosfodiesterasa
por un mecanismo de fosforilacién-desfosforilacibn.

GROWTH FACTORS IN MAMMALIAN CELL CULTURES.
Gambarini, A.G., and Armelin, H.,A. Departamento
de Bioqufmica, Universidade de Sao Paulo, Bra-
sil,

Pituitary is probably involved in the pro-
duction of a fibroblast growth factor (Armelin,
H.A. Proc. Nat}. Acad. Sci. USA 70:2702,1973).
FGF, a basic polypeptide has been purified to
homogeneity from bovine pituitaries and is mi=-
togenic for different cell lines (Gospodarowicz
D.-J, Biol. Chem. 250:2515, 1975). Other active
polypeptides seem to be present in the pitui-
tary extracts (Armelin, M.C.S.; Gambarini, A.G.
and Armelin, H,A.-J, Cell Physiol. 93:1,1977).
We describe here the partial caracterization of
these factors, Partial purification involved
bovine pitultaries homogenization in ammonium
sulphate; separation of acidic and basic compo-
nents in a CM-Sephadex column and isoelectric
focusing. Activity was measured by 3H-thymidine
uptake into DNA of 373 fibroblasts and AR-1
adrenal cells., Proteins of different pls were
fractionated, They showed similar stimulatory
activity for both 373 and AR-1, An acidic frac~-
tion (p! 4.9-5.1) is active at 10 ng/m}, which
showed a major component of 13,500 MW, A basic
fraction (pl 8.3) showed two major components
of 15,500 and 18,000 MW, This basic fraction
induces cell rounding up 24 hours after its ad-
dition, while the acidic fraction does not.
These observations suggest different mechanisms
of action for the two groups of factors.

Supported by FAPESP,
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ROL DEL FOSFORIBOS ILPIROFOSFATO EN LA ACTIVA-
CION DE LOS LINFOCITOS HUMANOS (Role of phospho-
ribosylpyrophosphate in the activation of human lympho -
cytes). Garcia, R.C., Leoni, P. y Allison, A.C.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas, Buenos Aires,
Argentina.

El fosforibosilpirofosfato (PRibPP) es un precursor comin
de nucledtidos purfnicos y pirimidinicos cuya concentracidn
es de importancia en la regulacién de su biosintesis de novo
y en el camino alternativo de utilizacién de las boses.

Se encard el estudio de la formacién de PRibPP a partir de
ATP y Ribosa 5-P, utilizando preparaciones enziméticas de
célulos estimuladas por fitohemoaglutinina, El dosaje de la
enzima se realiza o través de un acoplamiento: el P}ibPP
formado reacciona con '*C-Hipoxantina para dar ] C-IMP,
que se aisla por electroforesis de alto voltaje.

La actividad especifica de la PRIibPP sintetasa aumenta
con el tiempo de cultivo a partir recién del comienzo de la
sintesis de DNA. La enzima parcialmente purificada es in~
hibida por AMP y ADP y activada por P;, IMP y GMP. No
se detectd efecto de Adenosina, Inesina, cAMP ni ¢ GMP,
El Ca*activé la sintetosa, lo que permite relacionar acti-
vacién y formacidn de PRibPP, ya que se sabe que los mité~
genos producen un incremento en el influjo de Ca®™, La
inhibicién por AMP y ADP proveeria un medio de disminuir
la sintesis de novo y la activacién por IMP podria servir co-
mo mecanismo de amplificacién,

ESTRUCTURA Y BIOGENESIS DE L& CITOCROMO ¢ OXI~
DASA DE LEVADURA, (Structure an biogenesis of
yeast citcchrome ¢ oxidase). Carlos G-Nasci-
mento y Robert O, Poyton. Dep. of Microbiolo=~
gy University of Connecticut~Farmington, Con-
necticut 06032, U.S.A.

Estudios realizados en nuestro laboratorio
demuestran gue las cuatro subunidades (IV~VII)
de origen citoplasmStico de la citocromo ¢ oxi
dasa de levadura son sintetizadas como un solo
péptido (P.M, 55,000) gue es procesado por en=
zima (s) proteoliticas después de haber formado
parte integral de la menmbrana mitocondrial.,
Estos experimentos sugieren que este precursor
es transportado desde el citoplasma a la mito-
condria una vez completada su traduceién total
en los ribosomas citoplasméticos. Se ha detexr
minado que este peptido precursor de las subu-
nidades IV-VII es capaz de estimular la sinte-
sis de los tres (I,II,III) polipeptidos sinte-
tizados en ribosomas mitocondriales, Estas ob-
servaciones proporcionan los elementos para es
tablecer un modelo de trabajo donde se puede
estudiar la interaccién de los sistemas genéti
cos nucleares y mitocondriales en la formacidn
de uno de los complejos respiratorios de la
menbrana interior de la mitocondria,

S5INTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS SECRETORAS DE HC1.
Proteinas del citoesgueleto.

Gonzalez Plaza R., Escobedo J., Barride J., Vial J.
Departamento de Biologia Celular. Universidad Catd
lica de Santiago. Chile.

La secrecidn de HCl implica cambios de forma celu-
lar de gran magnitud. Esto significa la reorgani-
cién del polo secretor. Se ha demostrado la asocia-
cién de actina con la membrana plésmatica del polo
secretor lo cuél puede indicar la participacidn

de otras proteinas del citoesqueleto en este fend-
menc. Par esta razdn estamos analizando la situa-
cion de algunas proteians del citoesgueleto en ce-
ltilas secretaras de HCl. Hemos marcado con amino-
acidos radiocactivos las praoteinas sintetizadas por
celdlas aisladas mantenidas en medio de cultivo.

1.879p 7 celdlas; 6.0 .10 6 celulas por cc., fue-
ron incubadas con 321 microcuries de metionina §35
1200 Curies por mmol. Luego de cuatro horas, las
celilas fueron recogidas y se fraccionaron en 200
microlitros de TRIS 0.025 M, pH 6.8, y PMSF 1 mM.
El sobrenmadante ohtenido fue tratado con anticuer-
pos anti-tubulina, anti-miosina y anti alfa actini
na. Los inmunoprecipitados fueron recogideos con

a ayuda de una prepracidn de Staphylococcus aureus
Cowen I. El ensayo de la radicactividad asociada
con el complejo indica que proteinas similares a
la miosina, tubulina y alfa actinina existen en
estas celulas.

PURIFICACIUN DE NUCLEOSOMAS DE ESPERMATQZ0I-
DES DEL ER1Z0 DE MAR Tetrapygus niger. (Iso-
lation of nucleosomes from sea urchin Tetra-
pygus niger sperm). Guevara, L., Lizdrraga,
B. y Melgar, E.- Centro de Invesfigacidn Ins
tituto de Bioquimica y Nutricidn, Universi-—
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perd

Se ha logrado purificar nucleosomas de
espermatozoides del erizo T, niger, despro-
vistos de histona Ji1 y que aparecen como una
banda dnica de DNA, de aproximadamente 140 a
150 pares de bases, en electroforesis en gel
de poliacrilamida,

El procedimiento empleado es una modifi-
cacién del descrito por Lutter (J,Mol.Biol,
124, 391 (1978)) y se ha obtenido un rendi-
miento de 35-44% de cromatina soluble, por
tratamiento in situ de las cabezas de esper-
matozoide con nucleasa micrococal., Por fil-
tracidén en Sepharosa 4B en presencia de NaCl
0,8 M se aisld una cromatina soluble de alto
peso molecular libre de histona Hl. Esta
cromatina, al ser nuevamente hidrolizada con
nucleasa de micrococcus, resulta en una pre-
paracidn que contiene aproximadamente el 20%
de la absorcién a 2060 nm como nucleosomas.
Los nucleosomas asi obtenidos presentaron en
gel de poliucrilamida las bandus caracteris-
ticas de las histonas H2A, HO2B, H3 y H4.

(Trabajo realizado con fondos de la OEA),
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INIBICION DE TROMBINA POR SULFATO DE DEXTRANA,
(Itnhibition of thrombin by Dextran Sulfate).
Guimaraes, J.A.* and Carlini Celia R,**- Dept.
Biochemistry, Escola Paulista de Medicina, Sao
Pauto, S.P., Brasil.

Dextran sulfate (DS) added to normal human
plasma elicitated three typical effects: a) ac

tivation of flasma kallikrein (HPK) at 3x10-9M,

b) clot formation at 1.5x107°M and ¢) anticoa~
gulant activity at 2x10"9M, In all cases, the
efficiency of DS was related to its molecular
weight; the above data were obtained with a
500,000 Mr species but smaller polymers were
also active. In comparison, heparin, another
sulfated carbohydrate polymer, did not induce
clot formation and was 10- and 10,000-fold
less efficient as anticoagulant and as HPK
activator, respectively, In presence of plasma
DS inhibited both the coagulant and amidolytic
action of thrombin on N-benzoyl-LPhe-L-Val-L-
-Arg-p-nitroanilide. Contrariwise, the throm-
bin activity on plasma without antithrombin-
-1 1t (AT-11t) was not inhibited either by DS or
heparin, suggesting that their anticlotting
action might be through mediation of AT-111
activity. These results suggest that 1) degree
of sulfation and critical size of the polymers
are essential for discrimination of their ef-
fects and 2) DS inhibits thrombin through
mediation of AT-1[|1l activity.

Work subsidized by FINEP and CNPgq;
Research Fellowships form CNPq(*)

(#%).

and FAPESP

AISLACION Y CARACTERIZACION DE COLAGEND DE
PIEL DE SERPIENTE.(Isolation and characte-
rization of snake skin collagen).Guma,f.C.
R. y Dick,Y.P. — Deptos. da Bioqulmica vy
Je F{sico-Quimica.UFRGS.P.Alegre. Brasil.

Native adult snake skin collagen(”Boa
Constrictor constrictor”)was extracted by
limited pepsin digestion, at 18 C, pH 2 and
purified by repeated precipitation with 3 M
KC1-0,1M Na_HPQ,.The pure protein, kept at
0°c.1in 0,1% acetic acid, was identified as
type I collagen by SDS-plyacrylamide elec-
trophoresis,amincacid analysis and observa-
tion at the electron microscope of fibrils
and SLS agregates. A large content of poly-
meric molecules was detected,what is unusu-
al among reptile collagens.

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

Separation of a, B and y components
was achieved by Agarose-5m column chromato-
graphy. Complete isoplation of al and o2 -
chains was attained by CM-cellulose chroma-
tography of a-companents previously fracti-
onated by Agarose chromatography.A propor -
tion of 2:1 between the amounts of al anda2
chains confirmed the presence of only type
I collagen in the skins investigated.
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INACTIVACION DE GLUCOQUINASA POR 5,5'-DITIO-
BIS (2-NITROBENZOATO) . DISOCIACION ENTRE AC-
TIVIDAD CATALITICA Y SUSCEPTIEBILIDAD AL REAC-
TIVO. (Inactivation of glucokinase with 5,5'-
dithiobis (2-nitrobenzoic acid).Dissociation
between enzyme activity and susceptibility to
the reagent. Heberlein,U., Monasterio,O. y
Niemeyer, H. Departamento de Biologla, Facul-
tad de Ciencias, Universidad de Chile.

La glucoquinasa (GK) es estabilizada por
DTT y se inactiva con modificadores de tio-
les. Se estudid el papel de los grupos SH en
la actividad de la GK de higado de rata a
trav€s del tratamiento con 5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzoato) (DTNB), a concentracidén 2x10~3
mM, pH 8, 30°C.

La cinética de inactivacidn fue multifi-
sica y cada fase de pseudoprimer orden. Los
sustratos glucosa (100 mM) y Mg-ATP (5 mM) y
el producto Mg-ADP (5 mM) protegieron de la
inactivacidn en 96, 22 y 68%, respectivamen-
te; glucosa-6-fosfato 100 mM no tuvo efecto.

La susceptibilidad de la GK al DTNB se
perdid durante el almacenamiento y precedid
por varias semanas a la inactivacidn de la
enzima. Ambas propiedades se recuperaron par-
cialmente y en forma lenta (100 min) con DTT
10 mM.

Se presentard un modelo basado en cambios
conformacionales de la GK que explica los re-
sultados obtenidos.

ESTUDIO DE LA INACTIVACION DE LA CALICREINA PLASMATICA
HUMANA, Henriques, 0. B.- Departamento de Bloqufmica
Imunologia, Universidade Federal de Minas Gerais.

En trabajo anterior se ha observado que cuando la
calicrefna humana es activada en el plasma por adsorp-
ci6n en superficie electronegativa y en seguida es man-
tenida en contacto con el plasma sobrenadante bajo 1i-
gera agitacidn, la calicreina pierde 90% de su activi-
dad cininogendsica. Esto nos llevd a aislar del plasma
sobrenadante, la sustancia responsable por esta inac-
tivacidn. Se purificd la sustancia por cromatogragfa
en DEAE-celulosa y filtracién en gel. Su actividad se
determind incubdndola con calicrefna plasmitica puri-
ficada y midiendo la capacidad de esta Jltima de !ibe-
rar cinina de su sustrato plasmitico. Se procur§ dife-
renciar esta sustancia de los inhibidores plasmiticos
de la calicrefna ya conocidos, como la az-macroglobuli-
na y el inhibidor de Cy-esterase y la oy -antitripsina.

En comparacién con el inhibidor de C{-esterase ob-
servamos que mientras que este inhibidor inactiva i-
gualmente las actividades esterisica y cininogenasica
de la calicrefna plasmitica, nuestra sustancia no logra
inhibir mds que 50% de la actividad de la calicreflna,
inhibfendo completamente su actividad cininogendsica.
Tampoco se puede tratar de la az-macroglobulina pues
nuestro inactivador no tiene el comportamiento electro-
forético correspondiente al de aquella globulina.

En condiciones idénticas de incubacifn, en compara-
cidn con la inhibicidn de la calicrefna plasmitica, el
inactivador se mostré 10 veces menos activo sobre la
calicrefna salival e inactivo sobre la tripsina, cuan-
do se medfan sus actividades cininogenisicas. Esta 41~
tima observacibn lo diferencia también de la a,-anti-

trlgsjna_pues este inhibidor reacciona rapidamente con
ta tripsina.
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SISTEMA ACELULAR DE INICIACION DE SINTESIS DE
PROTEINAS EN LEVADURA (Cell free system that
initiate yeast protein synthesis).

Herrera de Sanchez, F.- Departamento de Cien-
cias Funcionales, Universidad de Carabobo, Ni-
cleo Aragua, Maracay, Venezuela.

Se desarrolld un sistema acelular de leva-
dura que es capaz de iniciar sintesis de pro-
tefnas. Las levaduras se crecen aerdbicamente
a 20°C hasta una densidad de !.0-1.2 unidades
a 660 nm. Después de tratarlas con glusulasa
se obtienen esferoplastos que posteriormente
se lisan. Seguidamente se obtiene un sobrena-
dante libre de polisomas, el cual representa
una preparacidn modificada de S-100, se pasa
por una columna de Sephadex G-25 y se colec -
tan las fracciones que absorben a 260 nm, con-
geldndolas luego en nitrdgeno 1Tquido.

El ensayo para la determinacién de !a sin-
tesis de proteinas consta de dos partes: Lla
primera sirve para eliminar el mensajero en-
ddqgeno con la nucleasa Miccrococa) la cual ne-
cesita Ca*™ para su activacién; la segunda mi-
de la incorporacidn de amino 3cidos en protef
nas en la presencia de mensajero exdaeno, -

E! sistema es inhibido por 7 Metil GMP y
edeina, inhibidores especificos de la inicia-
cidn, siendo la inhibicién a nivel del com -
plejo de iniciacién.

ATSLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL SITIO DE

UNION DE AMP EN FRUCTOSA 1,6 BIFOSFATASA,. (Iso
lation and characterization of fructose 1,6 -
bisphosphatase AMP binding site).Hubert,E. Ma-

ccioni, R. y Slebe, J.C.- Instituto de ﬁloqu1-

mica, Universidad Austral de Chile.

En un intento por estudiar la interaccién
entre fructosa 1,6 bifosfatasa ( FDPasa )} y su
inhibidor alostérico AMP, comunicamos que era
posible introducir en forma selectiva y cova-
lente el 2',3' dialdehido AMP tritiado (AMPgy)
en el sitio regulatorio de la enzima. En estas
condiciones se incorporan 2 moles de AMPgy/mol
de enzima. El derivado enzima-AMP,y presenté
una disminucidén en su afinidad por AMP y en la
interaccién entre las subunidades.

Estos resultados nos han permitido utilizar
AMPox como marcador de afinidad para localizar
el sitio alostérico de la enzima. Con este ob-
jeto, el derivado FDPasa-AMPyx es hidrolizado
por tripsina v los péptidos obtenidos se sepa-
ran en Sephadex G-25. La fraccién gue contiene
la radioactividad se analiza en geles de poli-
acrilamida-urea-SDS y muestra la presencia de
3 péptidos, 2 de los cuales presentan radioac-
tividad. Se logra una completa separacidén de
los péptidos mediante una cromatografia en SP-
Sephadex. Un andlisis en geles de poliacrilami
da revela una sola banda para cada una de las
fracciones que contienen los péptidos radioac-
tivos. Se estdn realizando estudios para una
mayor caracterizacién de estos péptidos.

(Financiado por Direccién de Investigacidn,
U. Austral de Chile. Proyecto $-79-9 }.

CARACTERIZACION DE LA OXIDASA PERDXISOMAL DE
ACIDOS GRASOS(OAG).(Characterization of Peroxisa-
mal Fatty Acid Oxidase(FAD)).Inestrosa,N.C. y
Leighton,F.Laboratorio de Citologia Bioguimica,
Departamento de Biologis Celular, Universidad
Catdlica de Chile.

Las peroxisomas de higado de rata B-oxidan 4ci-
dos grasos, Bn un procesa caracterizado por la ge-
neracifn de HpOp.la enzima responsable de esta ge-
neracidn,parece ser clave para eptender el control
del Sistema Peroxisaomal de Oxidacién de Acidos Gra
sos(5P0AG),y de ello, el rol de peroxisamas en el
metabolismo de &cidos grasos.

OARG se detectd midiendo consumo de 02 polaro-
graficamente, o titulendo el HpO, generado median-
te peroxidacidm de metanol.

Los resultados obtenidos indican gue: CAG es
reactivada por FAD,pero nd por FMN ni riboflavina.
OAG purificada(600 veces)de higado de rata presen-
ta, después de la Gltima etapa de purificacidan

(Sepharose-FAD) 3 bandas en electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS-mercaptoetanol.lLos parame-
tros fisicos de OAG indican gue se trats de una
proteina globular(f/fo=1,1),con un pess molecular
de 136.000. DAG cataliza la oxidacidn de acidos
grasas de cadena media y larga.Su actividad es si-
milar a SPOAG,sugiriendo gue OAG es la enzima 1li-
mitante del sistema.La actividad hepética de ORG
depende de la presencia y tipp de los lipidos de
la dieta y de la presencia de riboflavina.Ademés,
es inducida por drogas hipolipidémicas.

Financiado por proyectos DIUC 50/79 y 308/79.

FORMACION DE MICELAS DE ACILCARNITINAS EN
GLICEROL. (Formation of Micelles of Acvlcar-
nitines in Glycerol) .Ionescu, L. G.- Denarta-
mento de OQuimica, Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, S. C. 88000
BRASIL

Como narte de nuestro estudio de nroce-
50s de micelizacidn, hemos cdeterminado nor
medio de tensiometria cue los cloruros de
acilcarnitinas forman micelas en acua y en
solventes nolipréticos como glicerol, etilen-
glicol; 1,3-nropanodiol y 1,4 butanodiol. E1
efecto del aumento de grupos metilénicos en
la cadena alquilica sobre la formacidn de mi-
celas en glicerol fu€ estudiado desde 2 has-
ta 16 dtomos de carbono, midiendo la concen-
tracién micelar critica (CMC) por espectro-
scopia diferencial usando fenol ¢omo indica-
dor de la formacidn de nicelas. Los cloruros
de acilcarnitinas con cadenas menores daue
ocho atomos de carbono no forman micelas en
qlicerol. La CMC varia de 0,060 M para el
cloruro de n-octilcarnitina hasta 0,011 M na-
ra el cloruro de g—palmitilcagnitina.La ener-
gfa libre de micelizacién,AGY. , varfa li-
nearmente en el ranco cde —l,GElEcal/mol (8C)
hasta -2,67 kcal/mol (16 C). El1 efecto "hi-
drofdbico" o "solvofdbico" nara un aruno meti-
lénico es de 0,18 kcal/mol en glicerol en
comnaracidén con 0,69 lkcal/mol en aqua v 0,17
kcal/mol en etilenclicol. La formacidn de mi-
celas de acilcarnitinss en glicerol es muy
importante de el punto de viste del metabo-
lismo de los &Zcidos grassos y su transnorte
a través de membrenas.
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SITIOS DE REGULACION EN LA BIOSINTESIS DE COLESTEROL.
(Regulatory sites in the biosynthesis of cholesterol).
Jabalguinto, A.M. y Cardemil, E. Departamento Hedicina
Experimental, Fac. Med. Oriente, y Unided de Bioquimi~-
cay Fac. Med. Ocoidente, Universidad de Chile.

La regulacién de la biosintesis de colesterol se
realize principalmente en la 3-hidroxi-3-metilglutaril
Coh reductasa. Se han postulado sitios secundarios de
regulacién, undé de ellos en la descarboxilasa pirofos—
fomevaldnica. Hemos estudiado esta enzima en hfgado
de reta en diversas condiciones.

Se alimentaron ratas machos adultas por 6 dfas con
dieta conteniendo 2% colesterol o 3% colestiramina. Se
compard la actividad de la descarboxilasa con un grupo
control. Se determiné también la actividad enzimgtica
a dietintas horas del dfa. El ensayo co?iistié en me-—
dir incorporac'6?4de radiactividad de|2- 'C} - pirofosfo
mevalonato en[;- C] - isopentenil pirofosfato.

Se encontrd gue en condiciones de activa colesterg
génesis hepdtice la enzima sube en 2,7 veces su activi-
dad, en tanto que ésta baja 3,9 veces en la situacién
inversa (P(O, 002), No se detecté ritmo circadiano en
higado o rifiéne

Se concluye que la descarboxilasa se comporta en
forma similar a otras enzimas de la vfa, lo gue sugiere
que la regulacién secundaria de la biosintesis de coles
terol se realiza por variaciones concertadas de grupos
de enzimas de la rutae.

Financizdo por subverncidén B402 791 U. de Chilee.

MECANISMOS DE REGULACION IN VIVO DE LA 3-HIDROXI-3-
METILGLUTARIL COENZIMA A REDUCTASA DE HIGADO DE RATA

( In vivo mechanisms regulating 3~hydroxy=-3-methylglu=-
taryl coenzyme A reductase), Jabalguinto, A.M, y Por-
ter,J,¥. Departamento de medicina Experimental, Facul-
tad de medicina Oriente, Universidad de Chile y Depar-
tamento de Quimica Fisioléglca, Universidad de Wiscon=-
sin, U,S5.A,

ia etapa limitante de velocidad en la biosintesis
de colesterol en higado es la reduccidn de 3~hidroxi-
Jemetllgiitaytl coenzima A (HMG=Co A) a mevalonato,
reacciér -zta”izada vor la HMG-Co 4 reductasa, Esta
enzima ~=ta ~rrirolada por una variedad de estimulos
fisioi“f!r 8 como ‘actores horwonalas y nutricionales,
Hasta a:~ @ 6 ga rAsnnran los mecanismos de regula~-
cidn is s mrzima,

ne ~  shjete Ae obtener may~r ir formacidn sobre
estos me-3:f3mos = ilevaron a cabo irmunotitulaci-
ones Ae iz cozima urtes’ ‘a de nfaa’c e ratas someti-
das a diferentes on tomms fisi- ‘elcas,  Fstas ine
munotituiacionss fue “imefiadar .2vs sstablecer si
cambios en la actividad srzimdtice vreanitar de cambios
en la cantidad A= sanzima . se e~~~ 3 activacién o
inactivacidn Ae anzima presxiste-ta,

Nuestros resultados indican gue camblios in vivo
de la actividad enzimdtica se deben a cambios en la
cantidad de enzima,

CARACTERISTICAS DE LA ADENIL CICLASA DE 00C!TOS DE
XENOPUS LAEVIS.(Characteristics of Adenyl Cyclase from
X.laevis oocytes)Jordana,X., Otero,C., Allende,J.E.
Flawid,M., Kornblihtt ,A., Torres ,H.N., Dpto.Bioquimica,
Fac.Medicina,U.de Chile y Fund.Campomar,Bs.As.Argentina
El proceso de maduracidn meiStica de oocitos de Xenopus
laevis inducido por hormonas involucra cambios en la
concentracidn de cAMP.Este hecho le confiere importan-
cia al estudio en estas células de la enzima responsa-
ble de la sfntesis de cAMP, la adeni! csilasa. La ac-
tividad de la enzima se midié usando a(°“P)ATP como
sustrato y purificando el producto de la reaccién,
(32P) cAMP, por cromatograffa en Dowex 50 y en alumina.
Se logrd detectar actividad de adenil ciclasa princi-
palmente en la fraccién particulada (pellet de 105000xg
de un homogeneizado de ovario de X.laevis, También se
encontrd actividad en extractos de oocitos aislados
manualmente del ovario. La actividad de la enzima es
estimulada por fluoruro mas de 20 veces. La actividad
basal presenta una cinética bifisica, con un primer
componente rdpido (2-4 min) y un segundo componente

mas lento y lineal hasta los 20 min. La actividad esti-
mulada por fluoruro es lineal durante los primeros 20
min. La enzima requiere Mn2* o Mgz+ para sy actividad,
pero tanto la actividad basal como la estimulada por
fluoruro son 6 a 8 veces mds altas con MnZ* que con
Mg<™. La actividad de adenil ciclasa medida en oocitos
en diferentes estados de la oogenesis demuestra que la
enzima aumenta con el crecimiento del cocito mantenien-
do una relacidn constante de actividad por superficie
de las células. En experimentos preliminares no se han
detectado efectos de progesterona y hCGC o de GTP y
GMPP(NH)P sobre la actividad de 1a enzima in vitro.
Auspiciado por: U. de Chile, OEA, PNUD/Unesco programa
RLA/78/024 y Fundacién Ford.

ACT!{VIDADES DE QUINASA DE PROTEINAS EM NEUROSPORA
CRASSA. REGULACION POR FACTORES CITOSOLICOS.
{Protein kinase activities in Neurospora crassa.
Regulation by cytosolic factors).

Judewicz, N.D., Glikin, G.C. and Torres, H.N.
Instituto de investigaciones Bioguimicas -
Fundacidn Campomar - Obligado 2490 - 1428

Buenos Aires - Argentina.

Se ha encontrado actividad de quinasa de proteinas
en distintas fracciones solubles y particuladas en
Neurospora crassa. El fraccionamiento en columna de
DEAE celulosa de extractos citosdlicos ha permitido
identificar actividades quindsicas con distinta
especificidad por el sustrato proteico. Wo se ha
encontrado dependencia de nucledtidos ciclicos en
estas actividades. Sin embargo se ha podido hallar
actividad de 'binding' de (3H) cAMP en algunas
fracciones de la columna. Por otro lado se detectd
la presencia de un activador de las fracciones
fosforilantes de fosvitina y un inhibidor que actia
especialmente sobre la quinasa de histonas.

Se ha establecido que el inhibidor disminuye la
afinidad de la enzima por el ATP y que ambos
factores no modifican su efecto por preinoubaciones
con la enzima. Sin embargo se ha observado que la
quinasa de fosvitina es auto-activada por pre-incu-
bacidn a 30° C.
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RESIDUOS DE AMINOACINOS THVOLUCPADOS T LAS
ACTIVIDADES EUZIMATICAS DE APIPASA, (Amino a-
cid residues involved in the enzimatic activi~
ties of apyrase). Xettlun, A.M., Uribe, L.,
Valenzuela, M.A, v Traverso, A. Lahoratorin
de Bioquimica, Departamento de Mifmica Rinl8e
gica, Universidad de Chile.

La modificacibn de amino&cidos de anirasa de
dos variedades de 8. tuberosum: enzima de var,
Fimpernel v Desire& con cuoclente ATPasa de 1%
¥ 1 respectivamente nos nermite concluir:
1)Que los residuos de trintofano aleruiladeo con
el reactivo de Koshland son aparentenente esen
ciales para las actividades enzinSticas fe law
dos apirasas.
2)En la enzima Desireé el decaimiento n&s r&-
pido de la ATPasa podrfia deberse a un diferen-
te compromisoc de las argininas.
3)Habria una distinta particinactén de los re-
siduos carboxflicos en las dos enzimas deduci~
do de las diferencias tanto en la cinfitica de
inactivacifn como por la proteccidn por sus-
tratos frente a carbodiimida soluhle,
4)La aparicién de nitrotirosina v la nrotec-
cibn por sustratos apovan la presencia de ti-
rosinas en el sitio activo de ambas enzinas
Fl cuociente ATPasa/ADPasa de 10 en 1a en"ina
Pimpernel se nodrfa explicar nor una narticina
cifbn diferente de tiroasinas en amhas activida=
des enzindticas. Las actividades \™rasa v ADD-
asa de la enzina Desiref de cuociente 1 gon
inhibidas en la nisma nagnitud nor ™7 lo emo
sugiere que las tirosinas serfan comnartidas
en la misma forma nor amhas actividades,

PURIFICACION Y PROPIEDADES DE LA ACTIVIDAD ADENILATC
CICLASA ASOCIADA A TUBOS SEMINIFEROS DE RATA (Purifi-
cation and properties of adenylyl cyclase associated
to rat seminiferous tubules)

Kornblihtt,A.R., Flawii,M.M. y Torres,H.N.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacidn
Campomar”Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires-Obligado2490,Buenos Ai-
res (1428)~Argentina.

Se realizaron estudios destinados a purificar la
actividad adenilato ciclasa asociada a la fraccidn
citosSlica de tubos seminiferos de rata. Fracciones
parcialmente purificadas han sido sometidas a cro-
matografia de afinidad en columnas de triiodotironi-
na-Sepharosa y enfoque isoeldctrico en columnas es-
tabilizadas por un gradiente de sacarosa. Las frac-
ciones obtenidas por este método poseen un alto gra-
do de pureza cuando se las analiza por electrofore-
sis en geles de poliacrilamida con SDS. Utilizando
estas fracciones se obtuvieron anticuerpos anti-ade-
nilato ciclasa en conejos y se estudid el efecto de
los mismos sobre la actividad enzimitica.

Por otro lado se estudiaron las propiedades mole-
culares y cinéticas de la adenilato ciclasa asociada
a espermatozoides maduros, comparindoselas con las
correspondientes a la enzima citosdlica. Como las
evidencias indicaron similitudes importantes entre
ambas enzimas, se han estudiado algunos factores
que determinan la ingercidn de la enzima citos8lica
a las membranas de las cé&lulas germinales.

INECIACION DE LA BIOSINTESIS DEL GLUCOGENO (The ini-
tiation of glycogen biosynthesis), Krisman C.R. y
Whelan W.J.- Instituto de Investigaciones Bioquimicas
Buenos Aires, Argentina y Department of Biochemistry,
University of Miami, School of Medicine, Miami,
Florida, U.S.A.

Las enzimas que sintetizan glucbgeno, solo funcio-
nan en presencia de un ''primer' que puede ser glucd-
geno u oligosacdridos. El mecanismo por el cual dicho
“primer'' se sintetiza es desconocido.

Utilizando extractos de higado de rata, hemos de-
mostrado la formacidn de un glucano a 1-4 covalente-
mente unido a una proteina a través de una unidn &cido
labil.

Nos interesd el estudio y la caracterizacidn de es-
te intermediario en la biosintesis del glucBgeno.
Para su obtencidn, se incubaron preparaciones enzimad-
ticas de higado de rata con UDPGlucosa ( C) en pre-
sencia de alta concentracidn de sales. Los residuos
glucosas son transferidos a una protefna enddgena.
Este proteoglucano se puede aislar por precipitacidn
con Acido tricloroacético & en el volumen de exclu-
sidn de una columna de Sephadex-G-75 & Biogel=-A-50m
El tratamiento de este compuesto con dcido diluido
libera un producto neutro. En cambio el tratamiento
con enzimas proteolTticas y posterior electraoforesis
en papel reveld la presencia de varios glicopéptidos.

HEXOQUINASAS DEL HIGADO DE EMBRION DE POLLO
(Liver hexokinases of the chick embryo)

Lagos, R. y Ureta, T. Departamento de Biologfa, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile.

En el higado de rata existen cuatro hexoquinasas (HK)
1lamadas A, B, Cy D que aparecen secuencialmente durante
e) desarrollo. Engallo adulto sdlo se han encontrado dos
HK que en DEAE-celulosa eluyen como HK~B y HK-C. Se estu
did la posibilidad de que en esta especie las HK A y D
s6lo se expresen en el periodo embrionario.

Se usaron huevos embrionados Leghorn. La fosforilacién
de glucosa en extractos crudos se midi con un sistema
acoplado a NADP. Para eluyentes se emplef un radioensayo.
Las HK se separaron en columnas de DEAE-celulosa.

Durante la incubaciénde los huevos 1os niveles totales
de HK son constantes desde el dfa 10 hasta los dias 20 y
21 en que aumentan al doble para disminuir abruptamente
en el recién nacido. F1 glicGgeno aumenta paulatinamente
desde el dia 16, aicanza su maximo el dfa 19 y disminuye
notablemente en las horas previas al nacimiento. Enesta
dios tempranos (dias 11a 15) pueden separarse cuatro HK,
dos de las cuales estdn ausentes en el adulto, y cuyas mo
vilidades cromatograficas son similares a las de HK-A y
HK-D de rata. la isoenzima que eluyea 34 mM KCY sblo estd
presente en los dias 11 a 15 y su Ky es 0,12mM giucosa.
La HK que eluye como HK-D estd presente durante todo el
desarrollo y desaparece después del nacimiento. Difiere
de HK-D por su Ky =0,10 mM glucosa y su peso molecular
de 100.000.

Conclusidn: E1 higado de pollo posee cuatro HK, dos de
las cuales sélose expresan en el embridn. Una es similar
pero no idéntica, a HK-A de rata. Las propiedades de la
cuarta isoenzima no corresponden a las delacldsica HK-D
de aita Km del higado de rata.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PIRUVATO QUINASA DE
CONCHCLEPAS CONCHOLEPAS .ALGUNAS PROPIEDADES DE LA EN-
ZIMA IMMOVILEZADA. (Purification and characterization
of Pyruvate kinase of Concholepas concholenas. Some
properties of the inmobilisea enzyme).Ledn.,0.,Gonza
lez,R..Mufioz.S. v Mordn.A.Departamento de Bioquimica
{CMB. Universidad de Concepcidn.

La purificacién de Piruvato Quinasa de Concholepas
concholepas presenta a diferencia de otras especies
varias dificultades. En este trabajo, se describe un
método rdpido de purificacién con buenos resultados
y en él se incluye una cromatografia en Sefarosa a-
zul Dextrano con eltucidn por fructosa difosfato. La
enzima resultante posee una actividad especifica de
76 U/mg de proteina con un rendimiento final de 30%.

A la enzima purificada se le determind el peso mo
Tecular por filtracién en Sefadex G-200 y por elec~
troforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsul
fato de sodio, correspondiendo a 234.000 y 59.000 D
respectivamente. Con esto se demuestra que la enzima
estd constituida por cuatro subunidades idénticas.

La Piruvato fuinasa fue inmovilizada a Sefarosa-a-
dipoil-hidrazida por medio de la reaccién de Curtius
conservindose }a respuesta de la enzima a efectores
como fenilalanina y fructosa difosfato.

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

EFECTO DEL POTASIO EN LA REGULACION DE LA AL-
DOSTERONA:POSIBLE PARTICIPACION DEL Ca COMO
SEGUNDO MENSAJERO HORMONAL.(Calcium ion as me
diator of potassium stimulus on aldosterone
production).Lobo M.V.,R.Foster y E.T.Marusic
Depto.Fisiologia. Univ, de Chile.

En la corteza adrenal ademds de factores
humorales,el ion potasio es un potente estimu
lo de aldosterona.El mecanismo es desconocido:
En el presente trabajo se estudid la partici-
pacién del Ca en la biosintesis de aldostero-
na inddcdda por K. Los estudios se realizaron
en células de glomerulosa obtenidos por dis-
persidn con colagenasa de cortes de adrenal
de buey o perro. Los resultados indican que
el Ca extracelular "per se" tiene un efecto
discreto en la esteroidogenesis basal; sin em
bargo al modificar el Ca externo en presencia
de K como estimulo se observd una alta depen-
dencia:en ausencia de Ca se suprime el estimg
lo de K, alcanzindose un efecto miximo con
1.25mM Ca. Mayor informacidn de la participa-
cidén del Ca en la accién de K se obtuvo al es
tudiar el efecto en la esteroidogenesis de
A23187 y D600.E1 ionoforo A23187 estimula la
aldosterona sin alcanzar el efecto miximo de
K. El1 D600, una droga que inhibe el flujo de
Ca bloquea el efecto de X.Estos resultados
nos llevan a postular que el mecanismo de ac-
cidén de K en la produccién de aldosterona es-
taria relacionado con cambios en el Ca intra-
celular.Trabajo apoyado por los grants UNDP/
UNESCO N°16/79 y Univ. Chile N°B161-794,

Sintesis Proteica en Perfodo Gt de Pardtidas de
Ratdn. ( Protein synthesis during @1 period in mouse
parotid glands ). LOpez-Solfs. R,0 Allienda, Ca
Lab, Bioquimica, Dpto. Biologia Celular ¥y Genetica,
Fac. de Medicina, Universidad de Chiles

Isoproterenol induce sfntesis de DNA en glaniulas
pardtidas de ratdn despues de un perfodo lag de 20
horas. Cicloheximida administrada junto con isoprote-
renol elimina la posterior sintesis de DNA a diferen~
cia de inhibidores de la sintesis de RNA que no pro-
ducen efecto alguno. Por ello se estudid el efecto in
vivo, de isoproterenol, cicloheximida y de ambos si-
multaneos sobre la sintesis protaica en estas gléndu~
las,

Ratones C3B16F1 Snell se inysctaron con las diver-
sas drogas y las glindulas pardtidas se extrajeron 45
minutos despuds de inyectar L—(4,5-3H)leucina. E1 DNA
sa’extragg a partir de dos glindulas y la incorpora-
¢idn de JH-leucina medida en la fraccidn proteica re-
manents,

E1 isoproterenol disminuye la sintesis proteica en
un 50% durante perfodo G1 t2mpranoc, sin cambio algu-
no en los pooles de aminoacidos. Ciclobeximida produ-
ce una mayor inhibicidn aln en glindulas =stimuladas
por isoproterenol, difsrencia que explicaria la inhi-
bicidr de la sfntesis de DNA. La cin3tica de Tecupe-
racidn de la sintesis protsica ds ratones inyectados
con cicloheximida e isoproterencl es diferente a la
de aguellos inyactados sdlo con ciclohsximida. Sste
hecho podria sstar asociado a la transloczcidn de ri-
bosomas asociados a membranas 2 un sistsma libre, e
fecto tambidn producido por el isoprotersnol,

This work was supported by Crant B403791 del SICACI
Univarsidad de Zhile.

EFECTOS REGULADORES DEL GLUTATION (Regulatory effects
of glutathione).

Lupu, M., Puente, J. y Sapag-Hagqar, M. Departamento de
Quimica Bioldgica. Facultad de Ciencias Quimicas ¥
Farmacoldgicas. Universidad de Chile.

Entre las miltiples funciones intracelulares de la
razdn GSH/GSSG estd la regulacidn de algunos procesos
metab6licos tales como el ciclo dely -glutamilo y la
via de las pentosas. tHemos estudiado el efecto del
GSH sobre algunas enzimas de este ciclo en gldndula ma-
maria de ratas en prefiez y lactancia y el del GSSG so-
bre la inhibicidn de la glucosa-6-P-deshidrogenasa
(G6PD) por concentraciones fisiolégicas de NADPH, tanto
en eritrocitos permeabilizados como hemolizados.

La @ -glutamiltranspeptidasa (GGT) se determind con
L-¥-glutamil-p-nitroanilida y la ¥ -glutamil-cisteina
sintetasa (GCS) utilizando 3H-glutamato y precipitando
el producto como mercdptido de cadmio. Los eritrocitos
se trataron con un reactivo bifuncional (dimetilsuberi-
midato) y luego se permeabilizaron con digitonina.

La GCS no varfa en el ciclo lactogénico y no es in-
hibida por GSH; su actividad es muy baja con respecto a
la GGT por 1o que el ciclo dely -glutamilo no seria im-
portante en la glindula mamaria.

La inhibicidn de la G6PD a concentraciones fisiold-
gicas de NADPH (50 uM) es parcialmente revertida por
GSSG (20-40 uM) con un efecto rdpido que se observa en
hemolizados como en eritrocitos intactos permeabiliza-
dos. Esto apoya la idea de gque la via de las pentosas
es regulada por GSSG.

(Proyecto N° B059-794, Universidad de Chile).
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GANGLI0S1D0S Y GLICOPROTEINAS DEL SISTEMA OPTICO DE
POLLOS EN LUZ Y OBSCURIDAD. (Gangliosides and glyco-
proteins of the optic systems of chickens in
light and dark). Maccioni, A.H.R. y Caputto,
B.L.- Departamento de Quimica Blol!&gica, Facul-
tad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional
de C8rdoba, 5000, C&rdoba, Argentina.

Se ha estudiado el efecto de la estimula-~
cién luminosa sobre la marcaci6én de los ganglié
sidos y glicoprotefnas que han sido transporta~
dos por flujo axonal desde la retina hasta el
tectum Sptico.

Pollos expuestos a luz durante 5 h despu€és
de una inyeccién intraocular de N-2H-acetilma-
nosamina tienen una marcacifn significativamen-
te mayor en los ganglidsidos (+28%; p<0,01) y
glicoprotefnas (+20%; p<0,001) del tectum con-
tralatera! al ojo inyectado que la de sus con-
troles que fueron mantenidos en oscuridad. EI
fraccionamiento subcelular del tectum mostré
que los {ncrementos en la marcacién de ganglié-
sidos y glicoprotefnas observada en animales
expuestos a luz se distribuyen en todas las
membranas subsinaptosomales. Los tecta 6pticos
ipsilaterales mostraron una marcacién mucho me-
nor y no se detectaron diferencias significati-
vas entre ambos grupos de animales.

Las diferencias observadas en la marcacién
de los ganglidsidos y glicoprotefnas del tectum
pueden deberse a cambios en la marcacién de di-
chos compuestos en retina o a diferencias en
su transporte axonal.

INTERACCION DE AZUL DE CIBACRON F3GA CON LA RNA
POLIMERASA I DE LEVADURA (Interaction of Ciba-
cron blue F3GA with yeast RNA polimerase ).
Macdonald, H., Bull, P., Valenzuela, P,- Labo-
ratorio de Bioquimica, Departamento de Biologia
Celular, Universidad Catélica de Chile.

La RNA polimerasa I de levadura cataliza
la sintesis de RNA utilizando como sustratos nu-
cleosidos trifosfatos. En el presente trabajo se
estudid el efecto de azul de Cibacron sobre la
enzima.

Se purificd el azul de Cibacron. Se es-
tudid el efecto de la concentracibén del coloran-
te sobre la actividad de la enzima por incuba-
cidn a 309C. La interaccidn entre el colorante y
la RNA polimerasa se determind por espectros de
diferencia entre 500 y 750 nm. La distribucidn
de subunidades de 1la enzima eluida de columnas
de azul dextrano-Sefarosa se determind en geles
de poliacrilamida-SDS.

Los resultados indican que el colorante
inhibe la enzima. Se logra un 100% de inhibi-
cidn aguna concentracién de azul de Cibacron de
2x10 "7 M. DNA protege parcialmente. Hay inter=
accién de la RNA polimerasa con el colorante, la
que es disminuida por NaCl 0,3 M. El1 complejo
enzima-azul de Cibacron es reversible. La enzima
se retiene en columnas de azul dextrano-Sefarosa
v se eluye con NaCl O,4 M 6 NaCl 0,3 M y ATP
5 mM. Bajo ciertas condiciones de elucibn, la
enzima pierde dos subunidades.

ESPECIFICIDAD DE LAS HEXOKINASAS RESPECTO A ALGUNOS
SUBSTRATOS E INHIBIDORES POCO COMUNES. Machado de
Domenech E. E. y Sols A. Instituto de Enzimologia y

Patologia Molecular del CSIC. Facultad de flecicina

Universidad Autdnoma. iladrid 34. Espafia.

La 5-tioalucosa y otros 8 andlogos de la glucosa
poco comunes han sido estudiados como substratos o in-
hibidores competitivos de las hexokinasas de Tevadura
(isozimas II,I) y, en los casos mas 1nteresantes de la
hexokinasa de cerebro. La 5- t1og1ucosa tiene relativa-
mente buena afinidad por ambos enzimas y es lentamente
fosforilable por ellos. La 2-deoxi-2-fluoroglucosa y
la manosamina son buenos substratos para ambos enzi-
mas. La 3-deoxi-3-aminoglucosa y la l-tioglucosa son
s6lo substratos marginales. E1 1,5-anhidroglucitol es
un mal substrato de 1a hexokinasa de levadura. La N-
acetilmanosamina, la 6-deoxiglucosa y la 6-deoxi-6-
aminoglucosa no son fosforilables por hexokinasa.

E1 5-tioglucosa-6-P es un buen inhibidor alos-
térico de 1a hexokinasa animal como andlogo del G6P.
E1 2-deoxi-2-fluoroglucosa-6-P no es inhibidor.

Se discutirdn diversas implicaciones tedricas y
practicas de estas observaciones sobre la especifici-
dad de las hexokinasas, animal y de levadura.

CONTROLE DA GERMINACAO EM B. EMERSONII PCR AMP
CICLICO E SUA CORRELACEO COM A MOBILIZACEC DO
CALCIO CELULAR. (Control of germination in B.
emersonii hy cyclic AMP correlated to cellular
calcium . mobpilization). Maia, J.C.C., Gomes,S.
L. e Mennucci, L. - Depto., Bioquimica, Inst.
Quinica, Univ. Sao Paulo, C.P.20780, S. Paulo
05508, S.P., Brasil.

A germlnagao do zoosporo de B.emersonii -
uma tran31cao morfogénica independente de ex-
pressdo genlva concomitante - & induzida tanto
por AMP ciclico como por inibidores compet1t1
vos da enzima fosfodlesterase de AMP ciclico.
Este processo & ag ganhado por um ripidoe ex
tenso efluxo de Estudos com inibidores
tanto de germinagdo como do movl?g 3 de cdl-
cio, indicam que a liberagao de € o re
sultado de dois efluxos de calc1o, dlStlngul—
vels tanto no tempo como no estaglo de desen-—
volvimento. O efluxo precoce & observado du-
rante o periodo de laténc1a e antes da retra-
cdo do flagelo do zodsporo, um dos primeiros
eventos morfoldgicos da germinacdo. O efluxo
tardio parece refletir a transicao esferbcito-
-gérmen. A inibicdo do fluxo inicial de calc1o
por lantdnio resulta na 1n1b1gao da germinagdo
enquantc que o iondforo de cilcio, A23187, pro-
duz efluxo de cdlcio sem induzir morfogénese.
0 fato de que uma combinacdo de concentragdes
n3o- efetivas de AMP ciclico e A23187 induz ger—
minag¢3o completa e semi- 51ncron1ca sugere que
a germlnagao de B. emersonii & dependente da
mobilizacdao de cilcio celular e de AMP ciclico.
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PHOTOBIOCHEMISTRY : PHOTOHEMOLYSIS OF RED CELLS SENSITIZFD
BY CHLORPROMAZINE - BIOENERGIZED TRIPLET ACETONE SYSTEM.
(FotohemOlisis de eritrocitos sensitizada mor el siste
ma Clorpromazina-Acetona triplete Bioenergizadal. Maki
ta, Y., Duran, N., Instituto de Quimica, Universidade
Fstadual de Campinas, Brasil.

Chlorpromazine is decomposed when it is treated
with bioenergized triplet acetone from the 2-methylpro
panal/red/cells/0, system, forming chlorpromazine-5~o-
xide which has a &oncoritant hemolytic effect cohserved
by a spectrophotoretric method.

Experiments with external superoxide dismutase,
catalase, benzoate ard bicarbonate indicate the obcer-
ve of 0,° , HZO and OH' species ac the precursor of
the hevozytic ef%ect. Riboflavin accelerates the
inicial rate of hemolysis.

Xanthere dyes partially protect the hemolytic
effect by an energy transfer process, indicating that
it is a vhotchemolysis in the dark. Comparison between
2-methylpropanal /peroxidase/0, and  ?-methvlvronanal /
/red cells/0, systensin the D%esence of chlorpromazine.
indicates that essentially the same of mechanism occur
in both cases.

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

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

PURIFICACION Y PROPIEDADES DE LA PIRUVATO
CARBOXILASA DE HIGADO DE ALPACA (Purification
and properties of Pyruvate Carboxylase from
Alpaca liver). Marcelo, A.J. y Villaviceacio
M. Instituto de Bioguimica y Nutricidm,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima. reri.

Se ha hecho la extraccidn y purificacidn
de la piruvato csrboxilasa de mitocondrias de
higado de alpaca usando el procedimiento de
Scrutton et al (Arch. Biochem. Biophys.,150,
636,1972). La enzima purificada mostraba una
sola banda en electroforesis .de SDS-poliazcril
amida. E1 pH Optimo en tampones diferentes es
tuvo entre 7.¢-8.3. E1 Km para el ATP y el bi
carbonato fueron parecidos a los reportados
para higado de rata. El Km para el Mg fue
10 veces mayor que el de la rata pero el Km
para piruvate fue menor que en cualguier ©-
tra especie lo que podria implicar una facili
tacidn de la gluconeogenesis. La enzima es
fuertemente activada jor Acetil-CoA, en ausen
cia de él1, el Xm para piruvato fue 70 veces
nayor. Las constantes de activacién (ka) para
acetil-Coa (n=4.2), propionil-fioA, butiril-
Cch ¥y CoA-SH fueronm: 0.0kmM, C.l52mM, O.77mk,
¥y 1.06m¥, respectivamente. Las velocidades aa’
ximas con CoA-SH y butiril-CoA fueron el 50%
de las alcanzadas con Acetil-CoA y propionil-
CoA. L& avidina inhibm especificamente a la
enzima.

(Trabajo apoyado en parte por la OEA)

SINTESE DE N-ALQUIL-DERIVADOS DO TRH (The Syn-
thesis of N-alkyl-derivatives of TRH). Martfnez
C.A,*; Seidel, W.F,*; Muradian, J.*; Boschov,

*

P.** e Tominaga, M.*
F (NSTITUTO DE QUIMICA ~ UNIVERSIDADE DE SAQ

PAULO,
%% Escola Paulista de Medicina.

Entre dezenas de andlogos e homdlogos sin
t&€ticos do TRH o que despertou maior interesse
foi o peptideo,ng-metil His2 TRH, sintetiza-
do por Vale e cols. que apresentou actividade
biologica oito vezes maior em relacao ao pepti-
deo natural. Grant e cols, propuseram uma ponte
de hidrogenio entre N e N® do residuo histi-
dil, usando titulacao electrométrica. Esta pro-
posicao nao foi conformada por estudo de resso-
nancia magnética nuclear e por determinacao de
parametros termodinamicos de ionizacao de his-
tidina e do peptideo. A maior atividade dolNF
metil His2|TRH talvez esteja relacionada com
o aumento de hidrofobicidade ao redor do anel
imidazdlico, favorecendo a interacao do mesmo
com o receptor. Com o objetivo de estudar a re-
lacao entre a estructura e grande aumento de
atividade biologica de [NT -metil His2 TRH, rea-
lizamos as sfTnteses dos seguintes anSlogos do
TRH: [Ny -etil HisZ| TRH, |N\T - etil His2 TRH,

NiF T -dietil-His2|TRH e|N A -butil-His2| TRH,
0s monoalquil derivados do * H foram titulados
electrometricamente em varias termperaturas pa~
ra determinar os pKa e as constantes termodind-
micas AG, AH e .AS.

PROTLINAS CROMOSOMALES NO HISTONICAS DE ALTA MGVILI
DAD ELECTROFORETICA EN GAMETOS DE “TETRAPYGUS NIGER"
(High mohility group non-histone chromatin proteins,
from gametes of ”Tetragxcuﬁ_gigg[ﬂ).Massqne,R., Pu-
chi,M.,Gamboa,S.,Imschenetzky)M. Departamento de
Bioquimica, Instituto de Ciencias Médico Bioldgicas.
Universidad de Concepcidn.

Un nuevo crupo de proteinas cromosomales no his-
ténicas de alta movilidad electroforética (HMC) han
sido recientemente aisladas de diversas células eu-
caridticas. La amplia distribucién y relativa poca
variabilidad de estas proteinas, sugiere un posible
rol en la estructura de cromatina. En el presente
trabajo se describe la identificacién de estas pro-
teinas en gametos masculinos y femeninos de *'Tetra-
pygus niger' (erizo de mar).

Cromatina purificada es extraida con NaCl 0.35M.
Este procedimiento disocia un grupo de proteinas no
histénicas,tanto de baja(LMG) como de alta(HMG) mo-
vilidad electroforética.Estas son a continuacién se
paradas por precipitacién selectiva con &cido triclo
roacético y analizadas por electroforesis en geles
de poliacrilamida urea dcido acético.

Los resultados obtenidos indican la presencia de
cuatro componentes mayores de HMG,tanto en espermios
como en ovas.Su movilidad electroforética y su pro-
porcidn en cromatina es diferente a histonas.La com
paracidn de los patterns electroforéticos de histo-
nas y HMG sugiere una posible coextraccién de estas
proteinas en el caso de ovas, no asi en espermios.
Se discuten estos resultados en funcién de una orga

nizacion difergnte de 1a cr i 1
21335050 n}gerﬁ cromatina en gametos de''Te
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SINTESIS IN VITRO DE PEPTIDOS DEL RECEPTOR DE ACE
TILCOLINA DE TORPEDO CALIFORNICA (Cell-free synthe
sis of acetylcholine receptor peptides of T.
californica). Méndez, B., Valenzuela, P., Martial,
J. y Baxter, J. - Depto. Biologia Celular, U.
atolica de 1le y Endocrine Research Division,
U. de California, San Francisco.

El receptor de acetilcolina (RACh) de Torpedo
californica estd constituido por 4 subunidades de
ES.OOO, 30.000, 50.000 y 40.000 daltons. Para es-
tudiar la sintesis de este receptor, hemos aislado
de b6rgano eléctrico de T. californica, una prepa-
racioén de RNA mensajero—TPNAm capaz de dirigir

la sintesis de péptidos del RACh in vitro.

Para obtener RNA total de T. californica, se homo-
genizaron dérganos eléctricos en tiocianato de
guanidina. RNAm seaisld por cromatografia en
0ligo{dT) celulosa y se ensayd en un lisado de
reticulocitos usando metionina-8* como precursor.
Los péptidos sintetizados se analizaron por inmuno
precipitacidén con suero anti-RACh y por electro-
foresis en geles de poliacrilamida.

Nuestros resultados muestran que: (a) cinco pépti-
dos son inmunoprecipitados especificamente por el
suero anti-RACh; (b) los pesos moleculares de es-
tos péptidos (60.000351.0003;49,000;41.000y35.000)
son similares a los de las subunidades del RACh y,
(c) los cinco péptidos compiten con RACh puro en
el ensayo inmunolbégico. Estos resultados indican
que el RNAm estd dirigiendo la sintesis de
péptidos del RACh en lisado de reticulocitos.

FORMACAO DE LACUNAS OPOSTAS A DIMEROS DE PIRI-
MIDINA DURANTE REPLICACAO DE DNA EM CELULAS DE
MAMIFEROS [RRADIADAS COM LUZ ULTRA-VIOLETA: Me
neghini, R., Schumacher, R,I. e Cordeiro-Stone
E.- Uepartamento de Eloqulmlca da Universidade
de Sao Paulo.

Recentemente tem aumentado as evidencias
de que a replicacao de DNA em '‘template! con-
tendo lesoes leva a formacao de mutacoes. A
compreensao dos mecanismos de mutacao requer o
conhecimento dos eventos de replicacao em DNA
lesado, Em publicacao recente {(Biophysical J,
27, agosto de 1979) mostramos que lacunas apa-
recem efetivamente em ONA recem-replicado de
células humanas XP12RO, em cultura, um ponto
que ainda permanecia obscuro. Para isto se em-
pregou a nuclease S! que atacou as regices de
lacunas gerando quebras em DNA "“duplex'. Estas
observacoes foram agora estendidas a c&lulas
373 de camundongo, com as seguintes conclusoes:
1-Nestas c&lulas as lacunas deseparecem em cer=-
ca de 6 horas, mas se acumulan na presenca de
cafefna 3 mM, que age como um eficiente inhibi-
dor do processo de preenchimento das mesmas; 2-
Na presenca de cafefna apenas metade do DNA re-
cem-sintetizado em células irradiadas e conver-
tido em mol&culas de baixo peso molecular, por
acao da nuclease S). Estes resultado fortale-
cem ainda mais a nossa proposicao de que lacu-
nas sao formadas durante a replicacao apenas na
cadeia "leading'" mas nao na cadeia lagging".

Trabalho executado com auxilio de Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sae Paulo,

CONSEQUENCIAS DE ALTERACOES ESTRUTURAIS NAS SUBUN1DA-
DES DE CROTOXINA (Results of structural changes in the
subunits of crotoxin). Nakazone, A.K., Goncalves, J.M.
Area de Radiobiologia, T.A.B.R.R., Instituto de Pesqui-
sas Energ€ticas e Nucleares, Sao Paulo-Brasil.

Crotoxina € composta de duas subunidades proteicas:
fosfolipase A e crotapotin. Alteracoes estruturais fo-
ram efetuados por modificacoes dos a.a. arginina, lisi-
na a tirosina.

Bloqueio de grupo guanidino das argininas com fenil-
glioxal foi acompanhado com reacao de Sakaguchi. Carba-
milacao do epsilon amino das lisinas foi feita usando
KCNO, a pH 7,9, e lisinas nao carbamiladas foram deter-
minadas]n? autoanalisador de a.a.. lodocao de crotoxi-
? com 3TiNa e po?terior separacao em fosfolipase A

| e crotapotin 31|, por cromatografia em DEAE Sepha
dex A25, serviu para estudo das tirosinas. Nas protei-
nas modificadas foram ensaiadas atividade imunolégica
com soros especfficos contra as subunidades,e, ativida-
de fosfolipdsica com glébulos vermelhos. Interacoes
crotapotin~-fosfol ipase foram acompanhadas no U. V. dis-
tante,

Fenilglioxal inativa a fosfolipase a reduz sua ativi~
dade antigenica. Argininas de crotapotin nao sao deter-
minantes antigenicos. Carbamilacac de uma lisina da
crotapotin resulta na queda da atividade imunol6gica e
o bloqueio de duas lisinas de fosfolipase nao altera a
atividade enzimitica nem imunoldgica. A efeciencia de
"marcacao!' das tirosinas de fosfolipase A é 2,5 vezes
maior do que a das tirosinas de crotapotin. Na intera-
cao das subunidades aparece um pico em 210 nm.

0Os resultados obtidos mostram a participacao de cer-
tos aminodcidos em atividades biolSgicas especfficas.

UN MODELO GENERAL DE ENZIMAS '"HISTERETICAS' Olavarrfa,
J.M. Instituto de Investigaciones Bioqufmicas "Funda-
cidn Campomar''.

El comportamiento de enzimas monoméricas que evidencian
cooperatividad-positiva para el sustrato es ficilmente
expl icable suponiendo dos estados conformacionales y
hay varios modelos publicados. En cambio la cooperativi
dad negativa no ha tenido tan detallada explicacidn y
parece diffcil realizaria a través de un modelo que in-
cluya solo dos estados.
Dentro de un modelo general de enzimas cuyo ciclo cata-
1ftico depende de fluctuaciones conformacionales se pro-
pone el caso particular de enzimas con histéresis. El
modelo supone que la molécula enzimitica en la forma A
(abierta) es capaz de aso-
AP cc—ipp A i AS ciar sustrato, pero este com
I\ AN 1IN plejo no es catallticamente ~
MP cip M gt MS  activo salvo que ocurra una
/ l/ transic¢ién conformacional a
CP et (S estado C (cerrada), a su vez
el complejo CP no es disocia
ble y para que el ciclo se complete debe pasar a algu-
na forma abierta. Si este cambio no es brusco, sine
a través de etapas intermedias M, las que también pue-
den asoclar y disociar sustratos y productos con dife-
rente eficiencia, se puede obtener tanto comportamien- -~
tos cooperativos positivos como negativos, dependiendo
de las afinidades de las formas A y M para los sustra-
tos, y de la vida media de la forma M. Se han desarro-
1lado las ecuaciones matemdticas para dos simplifica-
ciones del! modelo descrito y se han analizado los po-
sibles comportamientos.
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INIBIDORES DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA
(Inhibitors of the Renin-Angiotensin System).
Paiva, A.C.M., Sabia, E.B., Nouailhetas, V.L.
A. e Paiva, T.B. Departamento de Biofisica.
Escola Paulista de Medicina, S3o Paulo, S.P.,
Brasil

Visando obter inibidores persistentes do
sistema hipertensor renal, sintetizamos ana-
logos de peptwdeos 1n1b1dores da enzima con-
versora {E.C.), bem como derivados 1lipofili-
cos da !Leus' -angiotensina II.

0 estudo da relagdo entre a estrutura de
peptideos potenciadores de bradicinina de ve-
nenos de serpentes e a sua atividade inibito-
ria da E.C. mostrou que a presenca de um re-
siduo basico (Arg ou Lys) nas posicoes 4 e/
ou 6 do_nonapeptideo BPP9a confere lhe maior
persisténcia de agdo "in vitro". Dos analogos
estudados o mais ativo e pers1stente foi a
ILysb|-8PPY,

Procurando maior persistencia da inibigao
tambem ao nivel do receptor da ang1otens1na
I1 (All), sintetizamos derivados da |Leu8 |-
AIl contendo residuos de acidos acoplados a
extremidade N-terminal da molecula. Apesar de
que_estes compostos ndo tenham tido maior du-
ragao de agdo “in yitro" a octanOII-ILeu |
AIl e a oleil-jLeu I-AII mostraram-se uteis
para obter inibigao prolongada "in vivo" por
administrac¢do sub-cutanea ou intramuscular em
ratos.

Trabalho realizado com auxilios da FINEP,
CNPg e FAPESP.

UNA NUEVA RELACION ENTRE SINTESIS DE TREALOSA
Y UTILIZACION DE MALTOSA. (A New Relationship
between Trehalose synthesis and maltose
utilization). Panek, A.D., Oliveira, D.E. &
Mattoon, J.R.~ Departamento de Biodquimica,
Instituto de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro & Johns Hopkins University,
School of Medicine, Baltimore, U.S.A.

Different strains of Saccharomyces
exhihit two different patterns of trehalose
accumulation during logarithmic growth on
glucose medium. The active trehalose
agcurnulation phenotype seems to be always
associated with the maltose fermentation
ability controlled by a constitutive MAL gene.
The pattern of trehalose accumulation and
the levels of constitutive alpha-qlucosidase
show similar sensitivity to catabolite
repression in the majority of the strains
tested.

A specific, unique relaticnship
between maltose utilization and trehalose
accumulation exists. ‘hen maltose is used
as a carbon source active trehalose accurula-~
tion always occurs &nd is not cdetectably
diminished even in the presence of agenes
which prevent trehalose accumulation in a
glucose medium,

BIOSINTESIS DE GANGLIOSIDOS FURANTE LA ONTOGENESIS DE
LA RETINA DE POLLO.(Blosynthesis of gangliosides durfng
the ontogenesis of chicken retina). Panzetta,P.
Maccioni, H.J.F.-Departamento de qurﬁTEE'BTEfBEIca,
Facultad de Ciencias Qufmicas. Universidad Nacional de
CSrdoba. 5000 CSrdoba, Argentina.

En retinas de embriones de diferentes edades cultlvadas
en presencia de glucosamina-6->H, la incorporacién de
radiactividad en gangliSsidos incrementS desde el 6° al
9°dfa, decay§ desde el 10°al 12°dTa y luego se mantuvo
estable hasta el nacimlento. El andlisis de la incorpo-
racidn en ganglibsidos individuales mostré que en reti-
nas de 8 dfas fu€ principalmente en gangliSsidos de
cadena oligosacirida simple (60% de la radiactividad en
el disialoganglidsido GD3), mientras que en retinas de
13 y 18 dfas fu€ principalmente en gangli8sidos de ca-
denas oligosac8ridas m§s complejas (50% de la radiacti-
vidad en el disfalogangli&sido GDla y 25% en el trisia-
logangli6sido GT1). Los cambios observados se correla-
clonaron con el Incremento, al 13°dfa, de las activida~
des de las enzimas UDP-Gal:GM2 galactosil-transferasas
responsables de la elongacién del oligosacirido desde
GM3 hasta GDla. Estos cambios ocurrieron en un perfodo
caracterizado ontogénicamente por una activa arboriza-
cibn celular, ya que desde el 13°dfa hasta el nacimien-
to la cantidad de gangliSsidos y protefnas incrementd
al menos dos veces, mientras que el nimero de células
lo hizo en s8lo un 15%, A diferencia con las dos glico-
siltransferasas mencionadas, las ganglifsido sialosil-
transferasas varfaron menos marcadamente durante el
desarrollo.

EFECTOS HONVIONALES SOBRE LA NADURACION { GITITE3SIS
PROTEICA EN OOCITOS DE ANFIBIO. (Hormonal efects on
maturation and protein synthesis in anphibian ococytes)
Paz,B , Bornaz, G.,Rivera,A.,legarra,r. y T{odrigue:ﬁ,’:.
Laboratorio de Bioquimica, Departamento de Ciencias T'i
siolbgicas, Universided Sn. Agustin, Areguipa-Peri.

Los oocitos de¢ anfibio constituyen sistemas nuy a-
decuados para investigar los mecanismos moleculares de
la accién hormonal. Hemos estudiado el efecto de gona-
dotrofina coridnica humana(hCG), progesterona y testos
terona sobre la maduracidn y sintesisproteica en los o
ocitos de Telmatobius arequipensis.

Foliculos de T. arequipensis se incubaron por 24
hrs.en hCr (25 U/nl), progesterona(l u!f) y testosterona
(1 ulf) y se midié la maduracién de los oocitos por la
ruptura de la vesicula germinativa; bajo las mismas cor
diciones se analizaron las proteinas de los oocitos me
diante la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
La sintesis proteica se determind por la radiocactivi--
dad dcido precipitable de oocitos incubados con aminod
cido marcado.

Henos encontrado que progesterona y testosterona -
estimulan la maduracidn de los oacitas; en cambio hCG
fue incapaz de hacerlo. El, empleo de concentraciones
mavores de conadotrofina, no modificd estos resultados:
Se demostrd la ausenciz de por lo menos una nroteina -
on los nocitos gque naduraron, en conparacion con  los
control v con los tratados con hCG. Profesterona, tes
tosterona 7 hCG estinularon la sintesis proteica.

T2 concluye cue nrocesterona, testosterona y WG
estimalar la sinvesis mroteica pero,sdic 1lus dos pri-.
neras inuucen nadaracis 6n,a1te"um_o elnatrdn proteico.
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ACTIVACICN LIFALICA DE MgATPasa FOR ATP Y Mg,
(8iphasic activation of MgAaTPase by ATP and
Mg). Pedemonte C., Domenech C. y Balegno H.
Depto. Ciologia Molecular. Universidad Nacio-
nal de Rio Cuarto. Rio Cuarto. Cdrdoba.Argen-
tina.

-

Membranas de eritrocitos de tata obtenidos en
un medio 30 mosmolar de fuerza idnica en pre=-
senciag de lmM de EGTA a pH 8 {"membranas stan
dard") mostrgron una activecidn bifdsico de
MgATPasa por ATP y Mg con dos Kms y dos Vms.
Esta activucidn bifdsica de MgATPasc por ilg
tombién fue medida en membranas preparadas

en distintos medios: gusencia y presencia de
agentes quelantes; de caticnes mono y diva-
lentes; de muy bajo fuerza idnica; y en mem-
branogs congeladas y descongeladaz antes de
medir la actividad enzimdticu. Las "membranas
standard" calentadas a 50:=C por distintos
tiempos, tombién mostraron la activacidn bi=-
fdsica. Todos los tratamientos disminuyeron
la Vm sin cambios significativos en los Kms.
La activacién por g en presencia de O.1mM

de ATP o la cctivacién por ATP en presencia
de O.2mi4 de Mg mostrd sélo el componente de
baojo Km, iembranas tratadas con Deoxicalato
de Sodio o con N-Etil Maleimice, mostraron
s3lo el componente de mayor Km por activacidn
con Mg. Serfan necesarios mayores estudios
para determinar si se trata de dos enzimas

o de un s8lo sistema con dos sitios funcio~
nales.

VARIACIONES EN LA COMPOSICION DE LAS ESPECIES DE CITO-
CROMO P-450 Y EN LAS ACTIVIDADES CATALITICAS OE DIFE-
RENTES MONOOXIGENASAS EN RATAS SOMETIDAS A DESNUTRI-
CION CALORICO-PROTEICA AGUDA (Alterations in cytochro-
me P-450 species and in the catalytic activities of
several monooxygenases in rat with protein calorie
malnutrition) Pedemonte,J., Cervantes,P., Salazar, !. y
Gil, D.L. DeptG. de Bloqufmica, Facultad de Medicina,
Unjversidad de Chile.

Las actividades in vitro de las monooxigenasas que
hidroxilan naftaleno, anilina y benzopireno han sido
estudiadas en microsomas de hfgado de rata sometidas
a desnutricidn caldrico proteica. Dependiendo de la
forma de expresién de los resultados estas son mayores
o menores que las actividades de ratas normales. Elec-
troforesis de microsomas de ratas desnutridas en geles
de poliacrilamida muestran la desaparicién de bandas
en la regién de PM 50.000-58.000 y la presencia de una
banda predominante de PM 53.000. E! espectro de mixima
absorcién de (O con citrocromo P-450 reducido se des-
plazd a 452 mu. La razén de los picos de mixima absor-
ci6n para la unién de etilisocianuro a pH 7.7 fue 0.66
para microsomas de ratas desnutridas y 1.0 para micro-
somas de ratas normales. Estas y otras evidencias de-
muestran alteraciones en la composicidn de las especies
de citocromo P-450 que podrfan explicar la mayor efi-
ciencia catalftica de algunas monooxigenasas durante la
desnutricién caldrico-proteica aguda.

Financiado por el Servicio de Desarrollo CientTfi-
co, Artistico y de Cooperacién Internacional, Proyecto
N°B 535-791.

TOLERANCIA FUNCIONAL A BARBITURICOS EN LA ALTURA
F.Pedraza, S, Montestrugue y J. Alvarez

Bioquimica, U.Cayetano Heredia, A.5045,Lima,Perd
Hemos encontrado que el efecto hipnético de los bazp
bitdricos estd marcadamente disminufdo en cobayos
de gran altura, Ademds, estos animales despiertan
con concentraciones de hexobarbital en cerebro, hi~
gedo y sangre 507 mds altas. Las velocidades in
vitro de o-demetilacién de p-nitroaniscl en frac-
cién hepétiii de 15,000xg e hidroxilacién de hexo-
barbital-2C en microsomas aislados son también i-
dénticos,. Las viiocidades de disrosicibén in vivo de
hexobarbital-2C del cerebro, higado y sangre son
también idénticas en altura y nivel del mar., lds
ain, la velocidad de acumulacidén de 3-OH~hexobarbi-
tal (metabolito fundamental) en orina sigue curvas
lineales idénticas en ambos grupos, Zstos datos su-
gieren que no existen diferencias en el metzbolismo
y excrecidn de este barbitirico entre ambos grupos
de cobayos y por lo tanto, la menor respuesta hipng
tica en altura no puede explicarse en términos de
mayor excrecién o metabolismo de la droga. Se ha en
contrado que los umbrales de concentracidén de hexo-
barbital para despertar son diferentes,asi los ani-
males de altura muestran un umbral 50% mnfs alto, Eg
te hallazgo sugiere que estos cobayos presentan una
"tolerancia funcional” a los barbituricos,posible -
mente relacionada a cambios en el sistema adrenérgi
co a nivel de SNC. Finalmente,encontramos tacbién
que el hexobarbital se asocia preferencialmente con
la fraccidn mitocondrial del cerebro de cobayo.iste
hallazgo favoreceria la antigua hipétesis que los
barbitiricos actdan a nivel mitocondrial y que en
el cobayo de altura existen cambios que determinan
una mayor resistencia mitocondrial al barbitdrico.

PRENILSINTETASAS DI FLAVEDO DF NARANTAS
(Prenylsynthetases from orange flavedo).
Dérez, L.!1., Chavet, L., Hashagen, U., Fernén
Jez, f.A. v Cori, 0. Laboratorio de Biocul-"
nica General, Tracultad de Cienclas Mminicas
y Farmacolfgicas. Universidad de Chile,

Las prenilsintetasas de flavedn de naran-
jas condensan isopentenilnirofosfato (IPP)
con pirofosfatos alflicos de conformacién IE
de 5 y 10 Stomos de carhono, dando origen a
mono- y sesquiterpenos tanto de con€ornacifn
E como %: Geranilpirofosfato (Cin - 1), Neril
pirofosfato (Cig - 2), 2,6 ~ di I= Tarnesfln
rofosfato (Ci15) v 2-2«6-E~ Iarnesilpirofosfa-
to (Cis).

La formacibn de los compuestos F v 7 de 15
Stomos de carbono, depende del metal hivalen-
te presente en g ned%gade incubhacifn. =&n
presencia de lig v In el cuociente dm pro-
ductos E/Z es de 4, nientras cue en nresencia
de Co 2, el cuociente aumenta a 9. [Enh nresen
cia de Ni se forma solamente el compuesto —
E. La enzima no es activa con Ca*?,

La enzima se protege de la inactivacifn a
54° golamente por el comnlejo sustrato- o nro
ducto- metal, iEste efecto de proteccisn es ~
senejante al ohservado en presencia de 5,5'-
ditiobisnitrobenzoato,
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CONTROL HORMONAL DE LA ACTIVIDAD DE RNA POLI-
MERASAS EN MEDULA OSEA DE RATA. (Hormonal con
trol of RNA polymerases activity in rat bone

marrow), Perretta, M,, Garrido,F,, Garrido,Aq

Ronco,A.M, y Johnson,C. INTA. Universidad de
Chile.

La expresién génica puede ser regulada por
hormonas en eucariontes,siendo la transcrip-
cidn el nivel molecular més controlado.

En médula 8sea de rata, tejido de répida
proliferacién celular y de gran especializa-
cién, se demuestra que la eritropoyetina (EP)
y testosterona (T) pueden controlar la activi
dad de RNA polimerasas, mientras la EP parece
actuar preferentemente sobre la RNA Pol 1I la
T lo hace sobre la I, En animales normales,
anémicos, policitémicos y castrados se deter=
mina el efecto de ambas hormonas sobre la ac-
tividad de las RNA polimerasas, observéndose
la accién diferencial de ambas hormonas, lo
que caracteriza un efecto sinérgico en el com
trol de la sfntesis de las globinas. Se pre-
senta un modelo més completo de uno ya postu-
lado. (Financiado en parte por proyecto B 311-
792 del Servicio de Desarrollo Cientifico,Ar-
tfstico y de Cooperacién Internacional. Uni-
versidad de Chile),

INTERACCION DE LA LECTINA DL POROTO DE SOJA
CON LA MEMBRAWA PLASMATICA DE CELULA PANCREA-
TIC2 DE RATA. (Interaction of Soybean Lectin
with Rat Pancreatic Cell Plasma lenbrane).PES
SOr, R. B., HAMPE, M. Il. V. - Instituto ~de¢
Biociencias, Departanento de DBioquinica,
UFRCS, BRASIL.

Las lectinas son proteinas o glicopro-
teinas de origen vegetal o animal, capaces de
licqarse a azlicares especificos de la superfi-
cie de las células haciendo que ellas se aqlu
tinen. -

Lectina de poroto de soja (Clycina max})
obtenida por precipitacidn fraccionada con
sulfato de amonio, fué purificada por croma-
tografia de afinidad con Sepharose N-caproil
qalactosamina. La pureza del material fué con
probada por electroforesis en gel de poliacri
lanida vy por inmunoelectroforesis. -

La ligacidn de las proteinas purifica-
das a la superficie de las células pancredti-
cas aisladas y obtenidas por digestidn-emzimi
tica fué demonstrada através de técnicas de
fluorescencia e inmunofluorescencia.

Las condiciones Optimas de temperatura
y tiempo de liqacidn de la proteina a la menm-
brana celularlggeron establecidas con lectina
narcada com I e incubadas con las células
aisladas.

Por los resultados obtenidos se verifi-
cb que la liqacidn especifica de la lectina
a la membrana plasmitica ocurre en los cinco
primeros minutos de incubacidn a una tempera-
tura de 30°C.

DNasa C: PURIFICACION Y EFECTO DE IONES
METALICOS DIVALENTES, (DNase C: Purification
and the effect of divalent metal ions),
Piedn-Milla, E., Gil, A, y Melgar, E.~Centro
de Investigacidn Instituto de Bloqulmieca y
Nutricidn, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Perd,

La DNasa C es una de las formas molecula-
res presentes en lu DNasa pancreftica (DNasa
1), y difiere de la DNasa A en la sustitucidn
de la histidina de posicién 118 por una proli
na. Constituye aproximadamente el 20t% de la~
actividad total presente en la DNusa I y ha
sido purificada por cromatografia en fosfoce-
lulosa, La enzima obtenida mostrd homogenei-
dad por electroforesis en acetato de celulo-
sa,

La actividad de la DNusa C se ha estudiu-
do a pH 5.6, 7.5 y 9.0, utilizandose diversos
iones metdlicos como activadores. Las wayo-
res actividades espec{ficas se observaron a
pU 7.5 con Mn**, Mg+t y Co*t. E1 ca++, Ba*t
y Zn** son activadores débiles de lu cnzima
sin embargo a pH 7.5 y 9.0 el ca** y el patt
producen un efecto sinerg{stico cuando se
afiaden a la reaccidn activada por Mg**., A
pll 5.6 el sineréismo no es apreciable. Siner
gismo entre Ca*¥ y co**t se observd a pH 7.5.°

(Trabajo realizado con fondos de la OEA

y un donativo del Programa RLA 75/047 PNUD/
UNE3CO).

EFECTOS BIOQUIMICOS DE LA INSULINA SOBRE FRAC
CIONES SUBCELULARES DE TEJIDO ADIPOSO DE RATX.
(Biochemical effects of insulin on subcellular
fractions from rat adipose tissue). Pimentel,
E, ,Gonzélez,C.A. y Gonzllez-Mujica,F. Inst.
Med. Exp. ,Universidad Central de Venezuela,Apar
tado Postal 50587, Caracas 105, Venezuela.

Los efectos de la insulina sobre la sintesis
de protefinas y 4c. nucleicos en rejido adipo-
50 son poco conocidos. Se incuba tejido adipo
80 epidimario de rata en condiciones adecua=~
das a 37° durante varios viempos. E1l rLejido
se fracciona, obieniéndose nicleos, mitocon-
drias y microsomas, La pureza relativa de ca-
da fraccibén fué comprobada mediante microsco-
pia de luz y electrénica y con enzimas marca-~
doras.,

Se observa que la insulina: a) aumenta la ag
tividad espec{fica del RNA Lotal y RNA nu-
clear, con orético-Cl4 o fosfato-P32, b) pro-
voca cambios cuantitativos en las diferentes
fracciones de RNA nuclear; c¢) aumenta la in-
corporacién de glucosa-Cléyy leucina-cl4 a
las proteinas totales de la célula; d) estimu
la la_incorporaciém de glicina-Cl4 y fosfa-
to-P a las fracciones mitocondrial y micro-
sbénicas después de 4 h y e) en ausencia de
glucosa en el medio de incubacibn, aumenta

la incorporacién de precursores al RNA total
¥ RNA nuclear.,
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"RESISTENCIA DE LOS COMPLEJOS ESTRADIOL-
RECEPTORES UTERINOS A LA INACTIVACION "in
vitro" POR LISOSOMAS".(Resistance of uterine
receptor-estradiol complexes to "in vitro"
lysosomal inactivation).Pino,A.M., Troncoso

R. y Sierralta,W. Lab. Bioquimica. INTA.
Universidad de Chile.

En el andlisis de la regulacién de los ni-
veles de receptores de estradiol en {itero
se ha estudiado exhaustivamente la génesis
de dichos receptores en tanto que su degra-
dacidn casi no ha sido considerada. Resulta-
dos preliminares nos indujeron a considerar
que los procesos degradativos son importan-
tes en la modulacidn de la actividad recep-
tora v a asumir que los lisosomas uterinos
participan en la accién degradativa.

Se obtuvo citosol y fracciones particula-
das subcelulares de Utero de ratas ovariec-
tomizadas. Se determind niveles de recepto-
res de estradiol en cada fraccidn mediante
la técnica de electroforésis en geles de
agar. Para estudiar la inactivacidn de re-
ceptores de citosol y de nficleos se incuba-
ron las fracciones correspondientes con li-
sosomas. Se observd que estos son capaces
de inactivar receptores citosdlicos y nu-
cleares y que la presencia de estradiol en
las mezclas de incubacidn limita el grado de
inactivacidn. La accidn "in vitro" de liso-
somag sobre los receptores uterinos implica
alteraciones estructurales.

CARBOCICLASAS FMN LA BIOSINTERIS NDF HINROCARRI
ROS MONOTERPFNICOS,: (Carhocyclases in the hin
synthesis of monoterpene hydrocarhens), PortT-
1lla, G. (Pac. de Ciencias, U, de Chile),
S&nchez, ¢,, M.V, Vial,, Chavet, L., "odas, C,
Cori, 0, (Pac, de Ciencias Ouimicas, U. de
Chile).

IEn un extracto acuoso de flavedo de Citrus 1i
monum las carbociclasas en presencia da Hn*t+ =
realizan la cic;acién de los sustratos de ca-
dega ahierta 1-°H Nerilpirofosfato (1IPP) o
1-°H geranilpirofosfato (5PP). Los productos
son los hidrocarburos ek vineno, grineno, 1l1-
moneno y ¥ternineno, que varian en nronorcifn
en el curso de la nurificacifn de la enzima,
La enzima de DRAN-Rephadex quardada un afn
conserva un 5% de la actividad de IPP v 101%
la de PP, v no forna ol pineno. Algunas orana
raciones Zorman sahineno. La hiosfntesis de 2
terpineno no ocurre en nresencia de IPP_Catt:
Se concluye que la actividad carbociclfsica
se debe a varias enzinas,

Linalilpirofosfato podrfa constituir un inter=-
mediario comfin de estos sustratos. Pesultadns
preliminares indican cue no es sustrato v, li-
nalilmonofosfato nresenta mavor I50/Xm cue qo=-
ranil v nerilnonofnsfato. IFl anfloao saturado
del sustrato, citronelilnirofosfate es el ne-
jor inhibidor,

Il metal es imnortante: In ausencia de enzi-
ma GPP v PP en presencia de Th*™F, tatt o 7ntt
son transfornados en alcohnles a hidrocarburos
catt y lg** son menos efaectivos.

BIOSINTESIS DE POLIPRENIL-AZUCARES EN Artemia.
(Biosynthesis of polyprenyl derivatives in Ar-
temia. Luis A, Quesada Allue. Instituto de In-
vestigaciones Bioquimicas "Fundacién Campomar'
Cbligado 2490-Buenos Ajires, Argentina,

La formacidén de doliquil-fosfato-azficares ha
sido detectada anteriormente en varios estadios
del ciclo de vida de diferentes insectos., Por
ello se qguiso estudiar la aparicién de simila-
res actividades enzimiticas en crustéceos.

Se cultivaron quistes criptobidticos de Ar-
temia salina en NaCl al 4% y se prepararonex-—
tractos parcialmente purificados que se incuba
ron con UDP(}4c)Glc o GDP(l4c)Man. EL1 andlisis
de los productos radiomarcados se realizd me-
diante los métodos habituales para otros siste
mas eucaridticos.

Se obtuvo asi la biosintesis de poliprenil~
azlcares, por primera vez en Crustéceos. Se es
tudid su formacién a los 0, 30,80 minutos y 2,5,
8 y 16 horas de activar las géstrulas por hi-
dratacién, A los 80 min, ya aparecen polipre-
nil-aziicares radiomarcados. LEste evento prece-
did la marcacidén de glicoproteinas, detectable
a las 5 hs,., en concordancia con otros autores
que detectaron el ensamblaje de polisomas re-
cien a las 4 hs., de inmersidén. Como las célu-
las del quiste no se dunlican ni crecen pero
si se diferencian, parece licito suroner que
las transferasas estudiadas estarian involucra
das en procesos de morfogénesis.

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

Radojkovié, J. y Ureta, T. Departamento de Biologfia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Para medir enzimas aisladas de cantidades pequefias de
tejidos hemos buscado métodos con sustratos marcados por
Ta alta sensibilidad de su medicidn. Sinembargo no siem
pre se dispone de sustratos radiactivos, o son caros, o
la separacidn de productoy sustrato es engorrosa. Estos
problemas pueden ser subsanados acoplando la enzima (di
recta o indirectamente) con hexoaquinasa (HK) y glucosa mar-
cada que se separa de glucosa-6-P en Dowex-1 (Radojkovié
et al. Anch Biof Med Exper 11,73, 1978). Prellery Ureta
(Anat Biochem 76, 416, 1976) aplicaron el método a piruvato
quinasa (PK). Se mostrard ahora el caso de gliceraldehido
3-P deshidrogenasa {GAPDH} y enolasa (ENO).

La reaccidén GAPDH (gliceraldehido-3-P + NAD ~ 1,3-diP-
glicerato + NADH) se acoplé a P-gliceratoquinasa + ADP. La
reaccién ENO (2-P-glicerato +P-enclpiruvato) se acopld
a PK+ADP. En ambos casos el ATP formado se hizo reaccio-
nar continuamente con 1%C-glucosa+ HK de levaduras pro-
duciendo '“C-glucosa-6-P que se aislé y cuantifics. Se
lograron condiciones que permiten velocidades lineales
y proporcionales a la cantidad de GAPDH y ENO usadas y
capaces de detectar 0,1 mU de enzima. Los ensayes pro-
puestos se ilustrardn por medicion de dos isoenzimas de
GAPDH y una forma de ENO separadas en CM-celulosa usando
un dnico oocitode rana chilena. Semostrard la posibili-
dad de utilizar el método para varias otras enzimas. (Fi
nanciado por PNUD/UNESCO, Servicio de Desarrollo Cienti
fico, U. de Chile y Organizaciénde Estados Americanos).
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REGULATION OF PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYLASE FROM
AMARANTHUS VIRIDIS, A C4 PLANT: INHIBITICON BY PYRO-
PHOSPHATE AND ROLE OF -SH GROUPS. Raghavendra, A.S.
Vallejos, R.H.~ Centro de Estudios Fotosintéticos
y Bioquimicos, Suipacha 531, 2000 Rosario, Argentina.

Phosphoenolpyruvate (PEP) carboxylase was puri-
fied from the leaves of Amaranthus viridis.

PEP carboxylase was activated by incubation with
dithioerythreitol and was inhibited by o-iodosoben-
zoate. The inhibition by o-iodosobenzoate was time-
and. concentration-dependent and followed apparent
first order kinetics. The inhibition by o-iodosoben-
zoate was partially reversible by dithioerythreitol.
These results indicate the involvement of vicinal
dithiols essential for PEP carboxylase activity.

Pyrophosphate inhibited PEP carboxylase. The
inhibition could be noticed at a concentration as
Tow as 0.1 mM and exhibited two trends: a) Primarily
PPi coggeted with PEP; b) 1 mM or higher PPi chela-
ted Mg“'. The Km (PEP) of the enzyme wgs increased
both at 0.5 or 2.0 mM PPi while Km was not
affected at 0.5 mM PPi. The Ki of PP1 1ncreased from
0.45 mM at 2 mM MgCl, to 1.2 mM at 8 mM MgCl,. PPi
exhibited noncompete%ive kinetics with bicargonate
Glucose-6-phosphate activated the native enzyme but
could not protect the enzyme from inhibition. Our
data suggest that PPi can be a powerful inhibitor of
PEP carboxy1ase in vivo. The relative levels of PP\/

Mg in the cell may regulate the rate of enzyme reat-
tion.

CULTIVO CONTINUO DE BACTERIAS LACTICAS.(Continuous
culture of lactic bacteria).Ragout,A.,Pesce de Puiz
Holgado,A.,0Liver,G. y SiAerdiz,t. -Centro de Referen
cia para Lactobacilos (CFRELA)-Planta Piloto de Proce
sos Industriales Microbiol8aicos (PROIMI) . San Mlquel
de Tucumdn,Argentina.

La finalidad de este estudio consiste en la
determinacidén de las condiciones dptimas de trabajo,
para obtener una concentracidn elevada de microorga

nismos,destinados a la elahoracidn de starters de yo
churt.Para realizar los ensavos se emplea LactobaCL
Llus bulgaricus ATCC 11842 .Se cultiva a H5°C en un
quimiostato cuyo volimen se fija en 500 nl,mantenien
do microaerofilia,por pasaje de Np estérfl. -

Se usa un medio que contiene triptona,peptona,
extracto de levadura y olucosa (LAPTa),con cantidades
variables de esta dltima.Se encontrd que para una con
centracidn superior a 20 mM del azicar,se producen oS
cilaciones en el crecimiento de los microorganismos,
sin lograr alcanzar el estado estacionario.Por este
motivo se utiliza concentraciones cel sustrato limi
tante,inferiores a la citada. Los criterios para es
tablecer el estado estacionario son valores constan
tantes de D0560,peso seco de microoraanismos y con§i
mo total del sustrato.

Se comprobé que la hexosa suministrada se
fermenta estequiométricamente a dcido 14ctico;se de
terminé glucosa enzimdticamente.lLa oroduccién de aC|
do lactico L{+) y D(-)se investigd con enzimas espe
cificas.Se ensayaron distintas velocidades de dllu
cién, (V) ,determinindose la V crftica y por lo tanto,
la v espeCIflca de crecimiento miximo.Trabajando en
el rango de V de ditucién criticas se obtiene la ma
yor productividdd de lactobacilos (biomasa/hora).

SEPARACION PAPIDA Y CUANTITATIVA DE LAS SUB-
UNtDADES DE LA cAMP-PROTEINA QUINASA PRESENTE
EN EXTRACTOS TISULARES (Rapid and quantitative
resolution of cAMP-Protein Kinase subunits of
tissue extracts). Rangel~Aldao,R.; Departamen~
to de Ciencias Funcionales, Universidad de
Carabobo, Nicleo Aragua, Maracay, Venezuela.

En eucariotes, el cAMP ejerce su accidn regu-
ladora activando la cAMP-protefna quinasa. La
unidn del cAMP con la holenzima inactiva libe
ra la unidad catalftica cuya actividad fosfo-
transferdsica es eventualmente la responsable
de la accidén de varias hormonas a nivel mole-
cular, Como paso previo al estudio in vivo de
estos procesos se desarrollé un método cuan-
titativo para separar las subunidades de 1la
protefna quinasa.

La técnica consiste en la cromatocraffa de
extractos crudos en minicolumnas (5x50mm) de
Sephadex G25F (40mm) con una capa superior de
Sephadex CMC50, equilibrados con buffer Mes a
pH 6,2 y a 4°C. Bajo estas condiciones se
separa casi instantineamente la unidad catalTf-
tica de la holeoenzima y la unidad reaqulatoria
(R). Luego de la elucidn, también se separa
el cAMP libre del ligado a R. La protefina
quinasa se ensaya en condiciones altamente
selectivas que permiten distinouir esa acti-
vidad de otras fosfotransferasas presentes.

En experimentos en los que se simulé la accidn
hormona! afadiendo (3H)cAMP a extractos crudos
de tejidos o de células en cultivo se comprobd
la validez y versatilidad del método,

PECEPTORSS DE DOPAMINA EN CEREBPON DE RATA (Popamine
receptors in rat brain) Piveros,N., Poat,J., Nepto.de
FisioloaTa y Farmacoloafa, Universidad de Southampton,
Inalaterra.

Ls actividad antipsicética de los neurolépticos se
atribuye al bloqueo de los receptores dopaminéragicos

en el sistema mesolimbico. La accién de estas drooas
‘sobre receptores en el cuerpo estriado produce efectos
secundarios importantes. En el presente trabajo se es-
tudian los receptores en ambos sistemas ya que el cono
cimiento cabal de ellos permitiria el desarrollo de una
droga de accidn selectiva sobre los receptores mesol fm-
bicoes. La adicidn de dopamina a homooeneizados de
n.accumbens y cuerpo estriado produce un aumento del
nivel de cAMP. A fin de caracterizar farmacolSaicamen=-
te los receptores y determinar los requerimientos es~
tructurales para la accién de la droaa, se investiad

el efecto de andlogos de dopamina sobre los niveles

de cAMP en ambos niicleos. Los dnicos derivados activos
son aquellos que poseen arupos hidroxilos libres o mo-
nosustituidos.t] PBrotdmero de estructura rfaida ADTN

es tan activo como la dopamina. Al determinar las ca-
racterfsticas de la unién de 3H~ARTN a sinaptosomas se
demostrd la presencia, en ambos nicleos, de dos sitios
de unidén saturables. El efecto de diversas droaas so-
bre lTa unidn de 3H-ADTN al sitio de alta afinidad puede
correlacionarse con las variaciones cue ellas producen
en el nivel de cAMP y con su accidn farmacolbaica. EIl
sitio de baja afinidad no presenta las caracteristicas
de receptor. Los resultados suaieren que los receptore
serfan similares en ambas regiones del cerebro.
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EFECTOS COMPARATIVOS DFE ALGUNOS PESTICIDAS
SOBRE LOS LIPIDOS DE Escherichia coli.
(Comparative effects of some pesticides

upon Escherichia coli lipids). B Rosas S5.B.
Secco M.C., Ghittoni N.E.- Depto.BIologia
Molecular, Universidad Nacional de Rfo Cuarto
5800 Rfo Cuarto, C8rdoba, ARGENTINA,

Si bien no se han dilucidado mecanismos
de accibn de pesticidas y sus productos de
degradacifn sobre el metabolismo intermedio
de los microrganismos del suelo, la idea ge-
neral es que deben afectar en primer lugar a
los componentes de sus membranas. Nosotros
cultivamos c&lulas de Escherichia coli en
presencia de diversos pesticidas y observa-
mos las variaciones en 8cidos grasos y fos-
folipidos empleando las té&cnicas cl&sicas de
extracci6bn de lipidos, cromatografia gaseosa
y en capa delgada. Todos los pesticidas ensa-
yados aumentaron la relacifn entre &Scidos
grasos saturados y no saturados. También to-
dos ellos elevaron la concentracibn total de
f6sforo lipfdico, pero mientras DDT disminu-
y6 la relacifn entre.fosfolfpidos neutros y
Scidos, Dieldrin tuvo efecto opuesto y Para-
tion no afect8 dicha relacibén, Estos hallaz-
gos indican gue seqfin el pesticida presente
en el medio, se ven alteradas distintas eta-
pas en el metabolismo de los fosfolfpidos de
E.coli. El resultado de la alteracibn serfa
importante para fluidez, permeabilidad y ac-
tividades enzim&ticas de la membrana.

ENZIMAS FIJADORAS DE C0, EN LA HALOFILA MODERADA

VIBRIO COSTICOLA. (COp - fixing enzymes in the mode
rate halophile,{Vibrio Costicola). Salvarrey, M.S.

y Cazzulo, J.J. - Centro de Estudios Fotosinteticos
y 310qu1m7cos, Rosario, Argentina.

La bacteria haldéfila moderada Vibrio costicola
es capar = crecer entre 0.5y 2.2 8 3.5 M NaCT,
degendien n de la fuente de carbono; la concentra-
¢idn salire asociada a las células es variable y
similar a la extracelular {Kushner y col.

Empleando un método rad1oqu7m1co hemos determ1-
nado la naturaleza de las enzimas potencialmente fi
Jjadoras de COp presentes en V.costicola desarrolla=
do en medio complejo con NaCT 1T M a 30 °C. Se encon
tré una alta actividad de carboxiquinasa fosfoenol-
pirivica dependiente de ADP (PEPCK), una actividad
menor de carboxilasa fesfoenolpirdvica (PEPC) y una
baja actividad fijadora de €0y atribuible a la enzi
ma mdlica NADP dependiente; no se encontrd carboxi-
lasa pirGvica. Las enzimas han sido separadas y par
cialmente purificadas. PEPC es activada por acetil-
CoA e inhibida por L- aspartato, PEPCK es activada
sinérgicamente por Mg2* y Mn¢*, Ambas enzimas, en
especial PEPC, son inhibidas por concentraciones
salinas similares a las supuestamente intracelula-
res. Estas propiedades son similares a las de las
enzimas fijadoras de CO, presentes en una Pseudo-
monas marina, haléfila Teve, previamente estudiada
en nuestro laboratorio.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE CROMATINA DE HUEVO NO

FECUNDADO DE ERIZO DE MAR.{Chromatin protease act-
ivity from unfertilized sea urchin eggs). Sanchez,
L.; Ponce,0.; Raddatz,C. y Merino,V. Depto. de Bio

quimica, Instituto de Ciencias MedICO‘BIO]OOICaS,
Universidad de Concepcién, Chile.

Ha sido reportado que cromatina de varias célu-
las somdticas contienen actividades proteolfticas
que degradan proteinas cromatinicas. No se conoce
la existencia de estas enzimas en células altamen-
te diferenciadas como huevo y espermio, Por ello,
se ha investigado y caracterizado parcialmente es-
ta enzima en huevos de erizo no fecundado en un
intento de investigar su rol en fertilizacidn y en
estado precoz de desarrollo embrionario. La frac-
cién nuclear obtenida por un tratamiento combina-
do con Triton X-100 y centrifugacidn diferencial
en un gradiente discontinuo de sacarosa, contiene
una actividad proteolftica que degrada casefna,
polilisina y poliarginina. La cromatina posee el
67% de esta actividad, la que fue parcialmente so-
lubilizada con NaCl 0.7M. La enzima soluble tiene
un pH &ptimo de 8, es activa en urea 5M y es re-
versiblemente inactivada por NaCl 2M. Un aumento
de la actividad sobre caseina y proteinas croma-
tinicas es obtenido en presencia de bisulfito de
sodio 30mM. Es inactivada parcialmente por TLCK
y totalmente por PMSF. La proteolisis de cromati-
na por esta enzima es detectada por electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS. Se concluye que en
cromatina de huevo no fecundado existe una enzima
proteolitica con caracteristicas de tripsina gue

cataliza la hidrdlisis de determinadas proteinas
cromatlnlcas

LFLCIO Do LA HIDROLISIS DE FOSYOLIPIDOS DE MEMBRANA SO
BRE LA UNION DE LA HORMOWA DE CRECIMILWNTO (IIC) A MICRD
SOMAS. (Lffect of hydrolysis of membrane phospholipids
on the specific binding of human gnmﬂjxhcmvone to mi-
crosames) . Sanchez, S.H., Vidal, J.C. y Paladini, A.C.
Tacultad de farmacia y Bloqu1m1ca, Depto. de Qu;mlca
Bioldgica, Universidad de Buenos Aires. Argentina.-

Ll tratamiento de microsomas de higado de rata herm-
bra adulta con distintas fosfolipasas incrementa la
wnidn especifica de la liC humana a los mismos. Se usa-
ron fosfolipasas de pancreas, de veneno de B.Neuwiedii
y de C.welcnii.

Los aumentos de wnidn varia del 30 al 100% y repre-
sentan mayor capacidad sin modificacifn de afinidad de
los sitics. Los nuevos receptores tienen igual sensibi
lidad a la tripsina que los preexistentes.

0.2 a 1% de mlrlgt011 lecitina agregada al medio in
crementa 100% la unifn especlflca, 5% la anula. 5% de”
sercalblmina anula el efecto de la fosfolipasa A?‘

No se registran cambios en los espacios intra®o in-
tervesiculares durante el tratamiento con las fosfoli-
pasas,

Medidas de la enzima marcadora 5'nucleotidasda indi-
can que la incrementacidn de unidn espe01fi0d no puede
explicarse por una apertura de vesiculas invertidas de
la membrana plaumatlca.

Ln microsomas de higado y rifnén de caneja se obser—
van efectos similares a los descriptos.-
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ALGUNAS PROPIEDADES DE LA FOSFOR{LASA DE TUBERCULO DE
PAPA INDEPENDIENTE DE ACEPTOR AGREGADO, (Some
properties of a primer independent isocenzyme of potato
tuber phosphorylase). Sivak, M. y Tandecarz, J.
Instituto de Investigaciones Bioquimicas "'Fundacidn
Campomar'' y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
(Universidad de Buenos Aires).

El propdsito de esta comunicacidn es describir: a)
el comportamiento electroforético de las fosforilasas
de una preparacidn no sedimentable de tub&rculo de pa-
pa y b) algunas propiedades diferenciales de la isoen-
zima cataliza la transferencia de 14C glucosa a partir
de lhc glucosa-1-P a material insoluble en TCA, en au-
sencia de polisac3rido agregado., Por electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia de dodecil~sulfato
de sodio y urea, el producto radicactivo insoluble en
TCA migra hacia el &nodo.

La actividad de fosforilasa independiente de aceptor
agregado puede separarse de las otras mediante electro=
foresis en gel de poliacrilamida en condiciones no des-
natural izantes. Por cromatograffa en DEAE-celulosa se
obtienen 3 picos de actividad enzimitica, pero solamen-
te uno tiene actividad independiente de aceptor externo,
el que eluye a 0.28 M de Cl1K. En esta fraccidn coexis-
ten ambas actividades, y a través de diferentes etapas
de purificacidn no se pudo separar la actividad inde-
pendiente de aceptor externo de la actividad de fosfo-
rilasa clisica. Sin embargo, es posible medir una acti=
vidad en presencia de la otra aprovechando las diferen-
tes propiedades que poseen en lo que se refiere a: a)
requerimiento de aceptor exdgeno; b) afinidad por glu-
cosa-1-P; ¢) sensibilidad a la inactivacidn por tempe-
ratura; y d) rango de pH.

ESTUDIOS SOBRE EL PROCESAMIENTO DE tRNA EN 00CITOS DE
XENQPUS LAEV!S (Studies on tRNA processing in X.laevis
cocytes) Salari,A., y Allende,J.E.; Dpto.Biogufmica,
Facultad de Medicina{Norte), Universidad de Chile.

Todos los RNA de eucariontes sufren modificaciones post
transcripcionales que tienen importancia en la estruc-
tura y funcién de estas macromoléculas y que implican
instancias de posible regulacifn de la expresidn génica
celular. Nuestro trabajo se ha concentrado sobre dos
reacciones de procesamiento de! tRNA en cocitos de
X.laevis, la reparacién del terminal CCA en la posicién
por medio de la tRNA nucleotidil transferasa y la
metilacion de las bases nucleotfdicas por la tRNA
metil transferasa, Avanzando ed el trabajo ya presen=
tado.sobre 14 tRNA nuéleotidil transferasa, se ha
estudiado la ubicacidn celular de esta enzima logrando
determinar que los nicleos de oocitos contienen alre-
dedor del 40% de 1a actividad estando el resto en el
citoplasma. Las enzimas de ambos compartimentos tienen
similar comportamiento cromatogr§fico y dependencia
de! pH del medio. Estudios_sobre 12 metilacidn de tRNA
se realizaron utilizando (?H)S-adenosil-metionina y
tRNA de E.coli. Se han logrado caracterizar por cro-
matograffa en DEAE~celulosa tres fracciones que se
diferencian adem8s por su respuesta a la espermidina
por sus pesos moleculares y por su especificidad de
sustrato. Mediciones en extractos de ndcleos aislados
demuestran que este organelo tiene una tRNA metilasa
que se activa 8-10 veces por la adici6n de 1 mM esper-
midina en lo que se diferencia de la enzima citoplas-
mética que es inhibida por esta poliamina.
Auspiciado por: OEA, Universidad de Chile, Fundacidn
Ford y PNUD/Unesco proyecto RLA 78/024,

BIOSSINTESIS ¥ PROCESAMIENTO DE COLAGENO EN FIBROBLAS
TOS DE EMBRIONES DE (UBAYO (Biosynthesis and proces-
sing of collagen in guinea pig embryo fibroblasts).

S. Sonohara, G.M.Machado-Santelli, H.F.Andrade Jr., Y
R. Brentant. Laboratorio de Oncologia Experimental da
Fac. Medicina da Univ. Sdo Paulo e Fundagao Cenmtro de
Pesquisas em Oncologia - Sao Paulo ~ Brasil.

Coldgeno después de sintetizado_ es secretado por fibro
blastos en el medio de cultive bago forma de una mole=
cula precursora major, el procoldgeno. Este es htdﬂolt
zado en sus dos extremidades por proteasas especificas
de lo que resultan dos cadenas proteiecas maduras, ©1
y @2

Tal processo ha sido estudiado em cultivos prtmartas
de fibroblastoe de embriones de cobayo después de la
ineorporacton de prolina-3H en dtfbrentes intervalos
de tiempo. El médio conteniendo las moléculas de proco
lageno radioactivas fué tramsferido para un cultivo
equivalente conteniendo exceso de prolina no radioacti
va. Ademas del andlisis del procesamiento de las molé=
sulas secretadas del procolageno, se estudio tambiem
el procesamiento de esas mpleculas en la camada celu-
lar. Los produtos de estos experimentos fueram analisa
dos en geles de SDS—poZLacrilamzda y fluorografia don—
de se observo la presencia de por lo memos § bandas
correspondientes a los diferentes precursores. En los
experimentos de "ehase" com prolina no radioactiva se
observo una reduccion quantitativa de los precursores
con el correspondiente acumulo de los productos fina~
les ©«1 y @2,

La interpretacion de estos datos ponen de relieve que
no existe un orden preferencial de accidon de las pep- .
tidasas de procolageno sobre los peptideos fimales. ,

RITMO CIRCADIALO DE LA CETOGENESIS EN  I1IIGADO
DE RATA. (Circadian Rhyvthm for cetogenesis in
rat liver). Souza, B.C. de, Wajnberg, S., Gon
calvez, E., Perry, M,L.S. e Dick, T. Departa-
mento de BioquImica, Univer51dade Federal do
Rio Crande do Sul, Brasil.

2lkino rats kept at 20°c room temperatu
re, on a 12 hs/light/dark cycle and on an "ad
libitum" feedina schedule present circadian
variations of their free fatty acid (Fra)
blood levels and of their hepatic qglycoqgen
content. The possibility of a svnchrounous va
riation of the metabholism of ketogenic bodies
(IB), was investicated by measuring the follo
wing pararmeters: KB blood levels (every 6hs)’,
glvcemia, ketogenic activity of liver homoge-
nates (in the presence of palmitate, ATP and
CoR), TFA blood levels and hepatic glycogen
content (every 3 hs).

Hepatic glycogen levels were highest at
9:00 AM and lowest at 9:00 PM, and FFA blood
levels presented an opposite variation. Gly-
cemia attained a maxirmum at 12:00 PM and a
mninimun at 12:00 AM. Blood KB levels presen-
ted an inverse variation. Ketogenic activity
of liver homogenates had a kiphasic variation
with peaks at 6:00 AM and 6:00 PM and mini-
nuns at 12:00 PM and between 9:00 and 12:00AM

Therefore, we were able to detect circa
dian correlations between hepatic glycoaen
and blood FFA levels on one hand, and between
liver ketodgenic activity and blood alucose
and KB levels on the other.
Supported by PROPESP-UT'RGS, Brazil
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CARACTERISTICAS DE LA SINTESIS DE RNA EN VI-
RUS VACUNA. (Properties of RNA synthesis on
Vaccinia virus). Spencer,E.* y Hurwitz,J.*
INTA, Universidad de Chile#, Albert Einstein
College of Med., Yeshiva Universityt.

Virus vacuna purificado tiene la propiedad
de transcribir RNA %in vitro" en presencia de
ribonucleotidos trifosfato, Mg+ y DTT, E1 RNA
producido tiene ®cap" y es poliadenilado. La
sintesis de RNA depende de la hidrélisis de
ATP a ADP y P parece estar relacionada con la
elongacién del RNA y no con su iniciacién, cg
mo ha sido informado anteriormente., Se estu-
dié la relacién entre la sintesis de RNA y la
accién de dos fosfohidrolasas dependientes de
RNA que tienen capacidad de desestabilizar
DNA, formando DNA de simple hebra a partir de
DNA nativo.

Las enzimas (RNA polimerasa y las foasfohi-
drolasas) fueron purificadas. La RNA polimera
sa tiene propiedades semejantes a algunas RNA
polimerasas de eucariontes. Solo usa como tem
plado DNA de simple hebra o formas "super he-
lical" de plasmidio PMB 9 o DNA QFI de phago
¢ x 174. E1 efecto de otras enzimas de virus
vacuna en la actividad de la RNA polimerasa
sobre preparaciones de cromatina viral,sugie-
re que la transcripcién requiere de otros fac
tores proteicos,

""BIOSINTESIS Y TRAMSFERENCIA DE OLIGOSACARIDOS UNIDOS

A ASFARAGINA EN LAS GLICOPROTEINAS". (Biosynthesis and
transfer of asparagine-linked oligosaccharides). Stane-
loni, R.J., Ugalde, R.A. y Leloir, L.F. Instituto de
Investigaciones Bioquimicas '"‘Fundacion Campomar'' y Fa-

cuitad de Ciencias Exactas y Naturales, Obligado 2490,

1428 Buenos Aries.

Estudios previos han demostrado que los microsomas de
higado catalizan la sintesis de un dolicol difosfato-
oligosacarido que contiene 2 acetylglucosaminas, 9 ma-
nosas y 1-3 glucosas. Este oligosacdrido es transfe-
rido en block a un polipéptido y luego procesado para
dar lugar a la formacién de los diversos sacédridos que
se encuentran unidos a asparagina en las glicoprotei-
nas. Se ha desarrollado un sistema para cromatografia
en papel que permite separar los oligosacdridos con

3, 2 y 1 glucosas. Con este procedimiento se ha po-
dido establecer que solo el dolicol difosfato oligosa-
carido que contiene las tres glucosas sirve como dador
para la transferencia a proteina. Ademds se comprobd
que en la biosintesis del oligosacarido las tres glu-
cosas se adicionan usando dolicolfosfato-glucosa como
dador. También se ha estudiado la accidén de las glu-
cosidasas especificas que hidrolizan tas glucosas in-
mediatamente después de la transferencia a proteina.

CINETICA DEL TRANSPORTE DE L-LEUCINA EN LEVADURAS.
(Kinetics of L—[1“C|leucine transport in yeasts).
Stoppani, A.O.M., Ramos, E.H., Conches de Bongioanni,
L. Instituto de Quimica Bioldgica, Facultad de Medi-
cina, Universidad de Buenos Aires.

La cinética del transporte de L- 14C]leucina en
levaduras (Saccharomyces cerevisiae y S. ellipsoideus)
involucra dos sistemas (S-1 y S$-2) caracterizados por
los pardmetros cinéticos K7, 15 ET,Z’ Iy v Iy S-les
un sistema de alta afinidad y baja velocidad mientras
que S~2 es un sistema de baja afinidad y alta veloci-
dad. Los coeficientes cinéticos secundarios derivados
de Ky y J muestran valores compatibles con la opera-
cidn de un doble sistema de transporte. Cuando se
aumenta la carga de energia metabdlica celular por
preincubacidn con glucosa, disminuye Ky, 2 pero Kr 3 no
varia. La activacidn metabSlica aumenta J; y J, apro-
ximadamente 10 veces y entonces Jj > 4Jj. Con levadu-
ra metabolicamente activa y concentraciones de
L-]14C|leucina < 0.0l mM, la entrada se produce por
$-1 mientras que con concentraciones > 1.0 mM la en-
trada se produce por S-2, de manera que S-1 y S-2 no
suman sus actividades. Ambos sistemas son concentrati-
vos. Los inhibidores de la ATPasa de la membrana(DCCD,
etc) inhiben a S~1 (no a S-2) mientras que los ionofo-
ros inhiben ambos sistemas. Durante el periodo inicial
de entrada, se observa una fase de cinética muy rapida
("entrada inicial") seguida por el estado estacionario.
Con levadura ayunada y concentraciones altas de
L-[14C|leucina, la "entrada inicial" incide sobre el
valor de las constantes cinéticas interfiriendo con 1la
interpretacidn del mecanismo de operacidn de S-1 y
s-2.

ESTRUCTURA MOLECULAR DEL FOSFOLIPIDO DML CAMO MODELO
DE MEMBRANAS. (Molecular structure of the phospholipid
DML as a model for membranes).

Suwalsky,M.- Departamento de Polimeros, Instituto de
Juimica, Universidad de Concepcidn.

Los fosfolipidos son los principales constituyen-
tes de las membranas bioldgicas y determinan su natura
leza de bicapa.

La estructura molecular de la dimiristoil-lecitina
(DML} fue estudiada por difraccifn de ravos X. Muestras
orientadas fueron analizadas en funcién del grado de
hidratacién a una temperatura constante (21°C = 2°C).

Las moléculas del fosfolipido presentan una estruc
tura de bicapa y cambian de conformacidn y modo de em=
paguetamiento segin el grado de hidratacidon. Con un
bajo contenido de agua las moléculas presentan las ca-
denas hidrofdbicas totalmente extendidas y paralelas
entre si, mientras que los grupos polares fosforilco-
Tina estdn inclinados casi perpendicularmente originidn
dose con las moléculas un sistema de atracciones elec-
trostdticas que estabilizan la estructura. La celda u-
nitaria es ortorémbica, con a = 54.8 A{que corresponde
al ancho de la bicapa), b = B.64 Ay c = 9.88 K (sena-
racién lateral de Tas moléculas). A medida que aumen-
ta gradualmente la hidratacién los grupos fosforilcoli
na tienden a abrirse, 1o que eventualmente conduce a
la ruptura de las uniones electrostaticas y, consecuen
temente, al desorden molecular. A una hidratacién mi-
xima Tas moléculas se encuentran totalmente extendidas.
En este estado, el ancho de la bicapa es de 64 A. Los
cambios descritos son reversibles.
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FORMAS MOLECULARES INTERCONVERTIBLES DE FOSFODIESTERASA
DE NUCLEQTIDOS CICLICOS EN GLOBULOS ROJOS. (intercon-
vertible molecular forms of cyclic-nucleotide phospho~
diesterase in red blood cells).

Téllez=-1adén, M.T. and Torres, H.N,

Instituto de Investigaciones Bioquimicas ~ Fundacidn
Campomar., Obiigado 2490 - 1428 Buenos Aires =-Argentina.

El sistema soluble de fosfodiesterasa de gldbulos
rojos tiene capacidad para hidrolizar cAMP y cGMP cuan-
do se realizan los ensayos a bajas concentraciones del
nucledtido ciclico,

La purificacién parcial de los extractos por filtra-
cidn en Bio-gel A 1.5m mostrd la presencia de dos acti=
vidades enzimdticas con capacidad de hidrolizar cAMP,
La actividad asociada al componente de peso molecular
mayor tiene actividad hidrolitica sobre cGMP. Por lo
contrario la actividad asociada al componente de menor
peso molecular no hidroliza a este nucledtido. La re-
cromatografia de la fraccidn de mayor peso molecular en
el mismo sistema, muestra la formacidn de un componente
de bajo peso molecular sin capacidad para hidrolizar
cGMP, mientras la recromatografia de la fraccidn de ba-
jo peso molecular genera un componente de alto peso mo-
lecular con capacidad para hidrolizar ambos nucledtidos.

Estos resultados sugieren que el estado de agrega-
cidn de la enzima determina su especificidad por el
nucledtido ciclico.

GLICOPROTEINAS DEL PLASMA SEMINAL HUMANO
Glycoproteins from Human seminal plasma

Tortoreila, H.-Dpto.Bioguimica, Inst. Biociencias, UFRGS.
P.Alegre. RGS. Brasil. Becaria de CAPES.

Mazzini, M.N. y Cerezo, §.A.-Dpto. Quimica Orgénica
Foc. Ciencias Exactos y Naturales - UBA - Argentina.

El estudio de las macromoléculas de plasma seminal huma-
no puede aportar datos sobre problemas de infertilidad.Algu~
nas glicoproteinas del plasma tienen oligosacéridos con uni-
dades terminales no reductoras con configuracién A -D-glu-
co 0 &L-D-mano v ofras estéricamente relacionadas. Se frac
ciond el plasma seminal humano dializado usando Concana-
volina A-~Sepharose 48B.

Se separan: |- moléculas que no interaccionan con Con A,
- que interaccionan débilmente y
I{l-que interaccionan fuertemente.
Cada uno de estos tipos se dividié en fracciones de acuerdo
al diagrama de elucién.El estudio de estas fracciones indicés
a~ Las mocromoléculas de tipo Il y 11l son glicoproteinas .
Lo fraccion de la close | estudiada posteriormente también
es una glicoproteina, Es notable la ausencia de proteinas.
b- Son glicoproteinas de bajo peso molecular y tendencia a
la agregacian,
c- Lo composicidn en aminoécidos varia paro todas los frac-
ciones y subfracciones obtenidas de las mismas.
d- Los hidratos de carbono estén formados casi exclusiva-
mente por hexosas y contienen cantidades menores de hexo-
saminas y dcido siélico.
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CARACTERIZACION DE DNA POLIMERASA DE PSEUDOMONA
BAL-31. (Characterization of a DNA polymerase
from Pseudomonas BAL-31). Valdés, F.J., Vicufia,
J. R., Medina, M. A. y Yudelevich, A.- Laborato
rio de Bioquimica, Departamento de Biologia Celu
lar, Universidad Catdlica de Chile.-

Hemos detectado y purificado a homogeneidad
a partir de Pseudomona marina BAL-37, una DNA po
limerasa DNA dependiente. La preparacidn final
muestra niveles muy bajos de actividad exonucleo
litica y se encuentra libre de actividad endonu-
cleolitica. Por centrifugacidn en gradientes de
glicerol se estimé para esta enzima un peso mole
cular nativo de 110.000 d. En geles de acrilami
da en condiciones denaturantes la polimerasa mi-
gra como un solo polipéptido cuyo peso molecular
es de 105.000 d. Como todas las dem&s DNA poli-
merasas, esta enzima requiere un metal divalente
para su accidn catalizica. SEste requerimiento
es satisfecho por Mg o Mn en concentraciones
cercanas a TmM. Cationes monovalentes muestran
un efecto inhibitorio a concentraciones sobre
50mM. Esta enzima es similar a la DNA polimera
sa I de E.coli en algunas propiedades como peso
molecular, resistancia a N-etilmaleimida y capa
cidad para extender un polinucleotido de una he
bra en ausencia de proteinas auxiliares.

Financiado por DIUC.-

CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE SISTEMAS PROTEC-
TORES DE LA LIPOPEROXIDACION EN DESNUTRICION
EXPERIMENTAL. (Changes in the activity of
protective system against lipoperoxidation in
experimental malnutrition). Valenzuela, A.,
Hoffman, J., Ferndndez, N. y Guerra, R. INTA.
Universidad de Chile.

La lipoperoxidacidn es iniciada por los ra-
dicales libres del oxIgeno: superdxido e hi-
droxilo. Muchas enzimas generan estos radica-
les exponiendo a la célula a la lipoperoxida-
cién. Las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSHPx)
participarfian en 1la proteccidn de 1la célula
contra este dafio. SOD y CAT formarfan un sis-
tema antioxidante y GSHPxXx un sistema destoxi-
ficador. En la desnutricidn se producen alte -
raciones en la estructura y funcidn de los
gldbulos rojos que estarian relacionadas con
fendémenos lipoperoxidativos. Utilizando es~
te modelo se estudid el cambio de actividad
de las enzimas SOD, CAT y GSHPx y los niveles
de lipoperoxidacidn en glébulos rojos. Se ob-
servd gque la desnutricidn disminuye la acti-
vidad de CAT vy aumenta la de GSHPXx y los ni-
veles de lipoperoxidacidn. La baja actividad
de CAT facilitarf{a la lipoperoxidacién al dis
minuir el efecto antioxidante del sistema
SOD-CAT. El aumento de GSHPx serfa una res-
puesta adaptativa al aumento de la lipopero-~
xidacidn.
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REGULACION DE LA AROMATIZACION TESTICULAR POR
LH. (LH regulation of testicular aromatiza -

tion). Valladares,L.* y Payne,Anita¥. INTA,
Universidad de Chile*, Reproductive Endocri-
nology Program,Dept, Ob-Gyn. and Biological
Chemistry. The University of Michigan, Ann
Arbor, Michigan 48109%.

No se conoce bien el sitio inira testicular
de sintesis de estrfgenos y cull es la gonado
trofina que regula la aromatizacién testicu-
lar.

En este estudio se demuestra que el trata-
miento IN VIVO de ratas adultas con hCG por 0
dfas induce aromatizacién de teatosterona (T)
en homogenizado testicular,cuando este se in-
cuba con T tritiada, No se pudo detectar pre-
sencia de BI-H3 ] Ez-H3 en ratas tratadas con
FSH, Pero, en aquellas inyectadas con hCG se
producen 238 pg de E2-H3 por testfculo. No se
obtiene 51-H3. En homogenizados de tejido in-
cersticial y de tfibulo seminf{feros de ratas
tratadas con hCG, solo el primero es capaz de
producir Ez~H3 a partir de T-H3. Experimentos
realizados en clulas de Leydig purificadas
por gradiente de Metrizamida desmuestran que la
aromatizacién de T-H3 a E2-H3 puede ser esti-
mulado por hCG IN VITRO,

AISL%gEENTO Y SECUENCIA DE BASES DE LOS GENES PARA
tRNA DE LEVADURAS. (Isg%gtion and nucleotide
sequence of the yeast tRNA genes). Venegas, A.,
Quiroga, M., Zaldivar, J..y Valenzuela, P.- Labo-
ratorio de Bioquimica, Depto. de Biologfa Celular,
Universidad Catélica, Santiago.-

A partir de un banco genético de 400 colonias
conteniendo plasmidios recombinantes con genes de
tRNA de levaduras se detectaron 14 clones diferen-
tes qgg dieroEegeﬁal positiva por hibridizacién
con I-tRNA 3 de levaduras. EIl peso molecular
de los ingertos de DgA de levaduras varib entre
2.45 x 10° y 14 x 10~ daltons. Uno de los clones,
PYLT18, se analizd en detalle.

El gen para tRNA ®% se localizb en base a mapa
fisico, usando diferentes enzimas de restriccidn y
postigaor hibridizacidn de los fragmentos ggn
tRNA 3. La presencia del gen para tRNA 3 se
confirmd por andlisis de secuencia de DNA mediante
el método quimico de Maxam y Gilbert.

La regidn nucleotidica que codificalgara este
gen no es colineal con aquella del tRNA 3. Un
intron de 33 pares de bases interrumpe la secuen-
cia codificadora del DNA (en sentido 3'=-= 5') Jus
to una base después de la regidn que codifica para
el anticodon. En base a estos resultados hemos
postulado uTguestructura secundaria para el precur
sor de tRNA 3 en la cual el brazo del anticodon
se extiende con la formacidén de pares entre bases
del anticodon y bases de la secuencia intercalada.

Resultados preliminares del anllisis del mapa
fisico de otro clon sugieren que }gulongitud de
los intrones de los genes de tRNA puede ser va-
riable y sin embargo, las secuencias vecinas al
gen parecen conservarse sin grandes variaciones.

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

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

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

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

Supported by FAPESP, CAPES.

EVIDENCIAS PRELIMINARES DE LA EXISTENCIA DE 3
NADH DESHIDROGENASAS EN MITOCONDRIA DE PHASEOQ_
LUS VULGARIS. (Preliminary evidence of three
NADH deshydrogenases in Phaseolus vulgaris mi-
tochondrias) . villa, C,, Vega, P, Oestreicher,
G, Dep. de Bioguimica, Facultad de Medicina,
U, de Chile,

Estudios en mitocondrias de phaseolus vul
garis han evidenciado la existencia de dos
NADH deshidrogenasas ubicadas a anmbos lados de
la membrana mitocondrial interna., La actividad
enzimidtica se midid por el método del ferricia
nuro y NADH citocromo ¢ reductasa tanto en mi-~
tocondrias intactas como sonicadas.

En mitocondrias intactas los pH Sptimos
fueron 6.9 y 84, en cambio en las sonicadas
los pH Sptimos fueron 6,9, 7,8 v 8,4.

La separacién de las menmbranas mitocon-
driales permite obtener una fraccidén soluble,
una fraccién liviana de menbrana externa y una
fraccidn pesada de vesiculas de membrana inter_
na cuyos pH Sptimos son 6,9, 8,4 y 7,8 respec=-
tivamente., La actividad enzimética pH 6.9 es
insensible a rotenona y las actividades a pH
7,8 v 8,4 son sensibles a rotenona.

Financiado por proyecto N°B-629 791 de la
Oficina de Desarrollo Cientifico, Artistico y
de Cooperacidn Internacional, Universidad de
Chile. El poroto phaseolus vulgaris variedad

apolo_fue proporcjionado por 1la estacidn Experi
ngntal de Ra %latina. IN%AP Minist. Agricult,
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AISLéyéENTO Y ANAL1SIS MOLECULAR DE LOS GENES DE
tRNA DE LEVADURAS. SIsolation and molecular
analysis of yeast tRNAZTE genes). Villanueva, J.,
Venegas, A., Yudelevich, A. y Valenzuela, P.-
Departamento de Biologia Celular, Laboratorio de
Bioquimica, Universidad Catélica de Chile.=-

Una coleccidén de 3.700 clones bacterianos
(E.coli) que contienen plasmidios recombinantes
con segmentos de DNA de levaduras (S.cerevisiae)
han sido analizados por la presencia de genes de
tRNA. A partir de éstos, usando la técnica de
hibridizacidn en coloniqiShemos g%slado 19 clo-
nes que hibridizan con I-tRNA Los plasmi
dios hibridos de cada una de estas colonias fue-
ron aislados y analizados con en%ggucleasg;gge
restriccibn e hibridizacibn con I-tRNA .

Los resultados indican que hay 6 fragmentos dife
rentes de DNA de levaduras gque poseen genes de

a
tRNA -6 Estos poseen un tamafio que varia entre
5,4 x 107 y 10 x 106 daltons. Uno de estos genes,
localizado en un fragmento EcoR. de 2,5 x 10~ dal
tonsa¥2 sido analizado en detalle. El gen de -
tRNA ha sido localizado en un fragmento de 300
pares de bases obtenido por digestidn con la enzi
ma Alu I. Este segmento se ha aislado en forma
preparativa por electroforesis en geles de agaro
sa. El andlisis de su secuencia de bases esté
en progreso.

Financiado por DIUC y NIH.

SECRECION DE MSH DURANTE LA PSEUDOPREREZ EN

tA RATA, (MSH secretion during pseudopregnancy
in the rat). Volosin, M, y Celis, M.E. Institu
to de Investigaciones Médica M. y M. Ferreyra.
Cérdoba, Argentina.

La funcidén fisioldgica de las melanotrofinas
(MSH) en los mamfferos permanece aunp sin dilu-
cidarse, Ha sido demostrado que MSH sufre va-
riaciones durante el ciclo sexual y prefez. EI
presente trabajo se realizd con e! fin de cono
cer el perfil de secrecidn de MSH durante la
pseudopreﬁez(PSP) Esta se induce por estimu-
lacién vaginal (EV) en la mafana del estro (dfa
0 de PSP) y se determinan los valores de MSH
en suero y e! contenido enhipdfisis durante
las 24 hrs. posteriores a la estimulacidn vagi
nal y en los dfas 1,2,4,6,8,10,12 y 14 de PSP,
Se dosa el MSH por medio de un ensayo biol&gi~-
co, utilizando un o ~MSH sintético como stan-
dard. Una hora después de la EV el MSH en sue-
ro se encuentra aumentado con respecto a los
controles, Durante el curso de la PSP el MSH
presenta, en los dfas y horarios estudiados,
una variacidén cfclica, tanto en suero como en
hipdfisis, con dos picos uno diurno y otro noc
turno. Estas observaciones dan la posibilidad_
de que el MSH esté& involucrado de algdin modo
en la PSP, El perfil de variaciones de MSH du-
rante los dfas estudiados es muy similar al ob
servado por otros autores para prolactina con
la diferencia que los picos de MSH son anterio
res a los de esta. Se propone un mecanismo por
el cual el MSH estarfa involucrado junto con
prolactina en la mantencidén de la PSP,

RELACION ENTRE TRANSPORTE ACTIVO DL AMINOACINOS Y
SISTEMAS DE ENERGIA ACOPLADOS EN LEVADURAS. (The re—
lationship between active amino acid transport and
energy coupling systems in yeasts). Wainer, S.R. y
Ramos, E.H. Instituto de Quimica Bioldgica, Facultad
de Medicina, Universidad de Buenos Aires.

En levadura Saccharomyces carlsbergensis, cepa
silvestre, con baja y alta carga energética, la entra-
da de L—L14C|1eucina es mediada por dos sistemas de
transporte de acuerdo a los pardmetros cinéticos me-
didos. En su mutante citoplasmatica (rho~) los dos
sistemas de transporte pueden ser determinados en con-
diciones de alta carga energética.

En la cepa silvestre el consumo de D-glucosa per-
mite un transporte concentrativo del aminoacido. E1
propionaldehido permite la entrada contra gradiente
aln en condiciones de respiracidn celular inhibida.
En la mutante el consumo de D~glucosa permite un
transporte activo dependiente exclusivamente de ener-
gia citoplasmitica no mitocondrial.

Los desacoplantes m—clorofenil hidrazona del
cianuro de carbonilo (CCCP), trifluormetoxifenilhi-
drazona del cianuro de carbonilo (FCCP) 2,4 dinitro-
fenol (DNP) y pentaclorofenol (PCP) inhiben el trans-
porte activo de L- 4C|leucina en las dos levaduras,
la inhibicidn es mayor sobre la translocacidn que so-
bre la entrada muy temprana.

En las cé&lulas sometidas al proceso de shock os-
mético se observa una reduccidn en la entrada del
aminodcido, en ese caso el aporte energético residual
no es afectado por el CCCP y el FCCP y sdlo parcial-
mente por el DNP y el PCP.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UHA BETA- LACTAMASA
EXTRACELULAR DE STREPTOMYCES ANTIBIOTICUS. (Purifica-
tion and characterization of an extracelular beta-lac
tamase of Streptomyces antibioticus).Zaror, M.t. vy
pgrcés,E:-Departamento de‘Bioqufmica,>Instituto de

Ciencias Médico-Biolégicas,Universidad de Concepcidn.

Las beta-lactamasas son enzima$ que tienen la pro
piedad de hidrolizar la unién carbamida (C-N) de los
antibiGticos beta-lactdmicos y constituyen uno de los
mecanismos ue resistencia de los microorganismos gque
las producen.

Se purificd una beta-lactamasa extracelular de
Streptomyces antibioticus aislado de suelos de Concep
cidon. La metddica de purificacién comprende:ultrafil-
tracidén por membrana, precipitacién por sulfato de a-
monio, filtracidén por sephadex y cromatografia en co-
lumna de DEAE-Celulosa.

La enzima se comporta como una proteina globular,
de bajo peso molecular y de cardcter anidnico. Frente
a diferentes sustratos ensayados, se comporta como pe-
nicilinasa y como cefaiosporinasa con la misma activi
dad. Se determinaron las constantes cinéticas para -
bencilpenicilina, ampicilina y cefalosporina. Presen-
ta un amplio rango de pH 6ptimo y no requiere la adi-
cidn de metales para efectuar su accidn. Por otra
parte, su actividad es inhibida por iones cipricos
ferrosos, por para-cloromercuribenzoato y monoyodo g-
cetato y por meticilina y cloxacilina.



