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Simposios 
SIMPOSIO TRANSPORTE DE CALCIO Y FUNCIÓN CELULAR 

CALCIUM TRANSPORT AMD CELULAR FUNCTION (Symposium 1) 
Suárez. B. Centro de Estudios Científicos de Santiago 
y Departamento de Fisiología y Biofísica, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile. 

Calcium plays a central role in the regulation of 
cell function. Ca2* is compartimentalized and the free 
intracellular Ca2* concentration can fluctuate over 
several orders of aagnitude during a cell functional 
cycle. Specific nechanismo aaintaln resting Ca2* 
concentrations or elicit rapid changes of intracellular 
[Ca2*] in response to extracellular stimuli. Calcium 
homeostasis is flnely tuned by the interplay of 
dlfferent transport systems (carriers and channels) 
present in the cell nembrane or in the membranes of 
intracellular organelles such the endoplasmic (ER) or 
sarcoplasnic reticulum (SR), that are activated and/or 
modulated by a variety of effectors. 

In neurons, an increase in intracellular [Ca1*] is 
nonnally triggered by depolarization of the cell 
raembrane that activates voltage dependent calcium 
selective channels. Very recent evidence also suggests 
a contribution from intracellular Ca2* reléase. In 
cardiac muscles, Ca2* influx via voltage dependent 
calcium channels, Na/Ca exchanger and intracellular Ca2* 
reléase from the SR contribute to the elevation of 
internal free [Ca2*] during the excitation-contraction 
coupling process. In skeletal muscle, in contrast, major 
changes in [Ca2*] take place as a consequence of Ca2* 
reléase from the SR. 

Thls symposium will discuss the regulation mechanisms 
of the calcium transports systems and their relevance 
to cell function. 

Supported in part by Proyecto FONDECYT 89-902. 

Coordinador: Benjamín Suárez 

ACTIVATION MECHANISMS OF CALCIUM CHANNELS FROM 
SARCOPLASMIC RETICULUM OF SKELETAL MUSCLE. Bull. R. 
Departamento de Fisiología y Biofísica, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile. 

Calcium channels have been detected in isolated 
membranes from sarcoplasmic reticulum (SR) from frog 
muscle. Several lines of evidence indícate that these 
conductances particípate in calcium reléase during 
excitation-contraction coupling. High conductance 
channels present in rabbit and frog SR are activated by 
ATP and calcium applied at the myoplasmic side and 
blocked by magneslum and ruthenium red. The channels 
present in SR membranes from the frog are activated by 
micromolar concentrations of (l,4,5)-inositol 
trisphosphate, a postulated internal agonist of EC-
coupling. This drug increases fractional open time in 
a concentration dependent manner without effect on 
single channel conductance. Gating and conductance of 
the same channel are modified by nanomolar 
concentrations of ryanodine, a plant alkalold that 
elicits irreversible contractures. 

SR membranes from frog ausoles also contaln another 
channel selective for calcium and barium, insensitive 
to calcium and ATP or InsP3 but activated by caffeine. 

The available evidence favors the view that the 
calcium channels from the SR are agonist-activated 
conductances. Endogenous or exogenous agonists actívate 
the channels by increasing fractional open time without 
alteration of single channel conductance. Channel" 
activation results mainly from the concentration 
dependent decrease of closed time intervals. 

Supported by Grants FONDECYT 88-972 and 89-902, ÍÍIH 
Grant GM-35981. 

EVTDENCE FOR CA-INDUCED CA RELÉASE IN ISOLATED RAT 
CARDIAC MYCCYTES. Eisner, D.A., o'Neill, S.C., Donoso, 
P. & Valdeomillos, M. Department of Physiology, 
University College, London. 

We have investigated the extent to which Ca-induoed 
Ca reléase in involved in cardiac contraction. The 
following results viere obtained. Removal of extra
cellular Ca imiediately abolished both the Ca current 
and contraction. There are two explanations for this: 
(a) the sarcoplasmic reticulun has been depleted of 
Ca or (b) the Ca current is required to initiate Ca-
induced reléase of Ca from the s.r. We nave measured 
the Ca content of the s.r. from the magnitude of the 
reléase of Ca produced caffeine. this was not 
decresed by exposure to Ca-free solution showing 
that the s.r. still contains Ca. This supports 
hypothesis (b). 

Ca-induced Ca reléase has been demonstrated directly 
by releasing Ca rapidly using the "cagad" Ca containing 
compound nitr-5. This contraction was abolished by 
ryanodine showing the involvement of the s.r. 

Finally, we have examined the mechanism of action of 
caffeine on both Ca reléase and contraction. The 
data indícate that (i) caffeine probably acts via 
sensitizing the Ca-induced Ca reléase to Ca and (ii) 
that the effects of caffeine on contraction result 
from a combination of elevated (Ca2*), and a direct 
effect of caffeine on the contractile machinery. . 

BWCBJJDUR OnHOCS OT Ca2* HOVILIZATIOa FOUOKIK 
VOLTAGSD O O ) TRASBMMBRAflt Ca2' RELÉASE F R M 
¡UTRACBUÍILAR POOLS n BULLFIUG s n c j a m c n a B . 
Arturo Hemandez-Cruz. Dept. of Neurosciences. Roche 
Institute of Holecular Biology. Nutley, NJ. 07110, USA. 
and Instituto de Neurosclenclas, IMAM, México City. 

A combination of láser scanned confocal microscopy 
(LSCM) and digital image processing was applied to 
monitor spatlotemporal [Ca2*]i gradiente in voltage-
claaped isolated bullfrog syapathetic neurons. 
Recordings were made ln the whole-cell aode and fluores-
2ent indicators (Fluo-3 or Rhod-2; 200 uM) were applied 
chrough the pipet to observe steady and rapidly dissipa-
tlng [Ca2*)i gradiente. Application of a single voltage 
step, revealed an lnward decreaenting wave of increased 
[Ca2* ]| which reached the center of the cell in about 300 
as. Ca signáis in the nucleus were consistently larger 
and decayed more slowly. A similar pattern was observad 
when Intracellular Ca-release was lnduced by caffeine 
(CAF). Measurements of aacroscopic Ca-activated K 
airrents (liir,)) were conducted to monitor changes in 
subaembrane TCa 2*) I (Vk—35mV). PreSBure-ajectlon of 10 
•M CAF produced a transient Increase of Ij|Cl|- Short 
applications (10-200 as) produced saall responses that 
were addltive. Longar pulses elicited a very steep 
increase of the response; which saturated with 1-2 sec 
exposures. Large responses exhibited a refractory period 
of several minutes suggesting depletion and subsequent 
reuptake. Changes ln Ca'*were not hoaogeneous suggesting 
regional variations ln density of reléase sites. 
Dantrolene (100 uH), procalne (2aM) and ryanodine (5 
uH), blockers of Ca-release in skeletal muscle, had 
similar effects ln neuronal Ca2,releaae. Surprlsingly, 
ruthenium red (30 uH) did not block the reléase, but 
delayed the reuptake, produclng Ca2* and Ij,Cl, responses 
which lasted for several minutes. At present, we 
Investígate the phaxmacology of Ca-release from the CAF-
sensitive poo]_ 



SIMPOSIOS R 193 

R E G U L A C I Ó N D E L A S Í N T E S I S D E P R O T E Í N A S D U R A N T E 

E L D E S A R R O L L O I N I C I A L D E L R A T Ó N . ( R e g u l a t i o n o f 

p r o t e i n s y n t h e s i s d u r i n g e a r l y d e v e l o p m e n t o f 

t h e m o u s e ) . 

L u i s I z q u i e r d o y R o b e r t o M a y o r . D e p a r t a m e n 

t o d e B i o l o g í a , F a c u l t a d d e C i e n c i a s , U n i v e r s i _ 

d a d d e C h i l e . 

L a c a p a c i d a d d e r e g u l a c i ó n d e l e m b r i ó n i n i c i a l 

d e r a t ó n s u g i e r e q u e s u d e s a r r o l l o , a n t e s d e l a 

b l a s t u l a c i ó n , n o s e r e p r e s e n t a r í a t a n b i e n p o r 

un p r o g r a m a l i n e a l d e e x p r e s i ó n g é n i c a como p o r 

u n a r e d d e e v e n t o s g e n é t i c o s y e p i g e n é t i c o s en 

e q u i l i b r i o . S i n e m b a r g o , n u e s t r o s r e s u l t a d o s r e 

v e l a n q u e l o s a g e n t e s q u e i n h i b e n l a r e p l i c a c i ó n 

d e l D N A a f e c t a n e l p a t r ó n d e s í n t e s i s p r o t e i c a 

m i e n t r a s q u e l a s m o d i f i c a c i o n e s d e l a f o r m a ce lu_ 

l a r c a u s a d a p o r a g e n t e s q u e i n t e r f i e r e n c o n l a 

c o m p a c t a c i ó n d e l a m ó r u l a n o a f e c t a n d i c h o p a 

t r ó n e n f o r m a s i g n i f i c a t i v a . S e i n t e r p r e t a é s 

t o s y o t r o s r e s u l t a d o s d e a c u e r d o c o n d i v e r s a s 

c o n c e p c i o n e s d e l a d i f e r e n c i a c i ó n c e l u l a r y m o r 

f o g é n e s i s . 

The presexvation of mammalian germplasm. 
D.G. Whittingham, MRC Experimental Embryology & 
Teratology Unit, St.George's Hospital Medical School, 
Cranmer Terrace, London, SW17 ORE. 

In 1949, Drs. Polge, Smith and Parkes (Natural 
Institute for Medical Research, U.K.)discovered the 
protective action of glycerol on the spermatozoa of 
several species during freezing and thawing. Within 
the next 10 years, the preservation of bull spermatozoa 
becarne an established routine technique in cattle 
breeding programmes. During subsequent years, many 
other cells and tissues nave been successfully stored 
at low temperatures and cryobiology has become a 
recognised scientific discipline investigating the 
mechanisms involved in the preservation of life and 
the causes of death at low temperature. In 1972 the 
preservation of mammalian embryos became a reality. Dr. 
Wilmut (AFRC, Cambridge, U.K.}and Drs. Whittingham 
(Cambridge University, U.K.), Leibo and Mazus (Oak 
Ridge National Laboratory, U.S.A.)showed that mouse 
embryos under the protection afforded by dimethyl 
sulphoxide can survive freezing to temperatures as low 
as -269°c (liquid heliunOand produce normal fertile 
offspring after transfer to the reproductive tract of 
recipient foster mothers. In 1977, Dr. Whittingham 
reported the first successful storage of mouse oocytes 
at -196°C with the birth of live offspring from frozen-
thawed oocytes fertilized in vitro. 

Recent success with the freezing of primary ovarian 
follicles and the production of mature oocytes in extra 
ovarian sites provides a potential source of female 
gametes hitherto unavailable in the mammal. 
Over the intervening years it has become clear that 

gamete and embryo storage techniques are not only 
confined to biomedical research, but they have far 
reaching practical uses in the agricultural industry, 
the conservation of rare breed and endangered species 
and in the treatment of certain fonos of infertility. 

REHODELACIÓN DE CAOHATINA DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO DE ERIZOS 
DE MAR. (Rttodtling of chr»itin during tarly dtvtlopwntal stagti of 
ua urchinil.Iischinttiliv. H.. Puehi. H.. Honttcinoi. H.. 6utitrrti.S. 
fitpto. dt Biología folicular, (Jnivirsidid dt Concipci*.', Chüi*. 

Durantt las pritiras ttipn dil desarrollo de tquinodirioi trn 
grupos dt„ gmii pira histonas son stquinciilMnti tiprtildoi, las 
variantos CS, disdi la fteundación hasta ti «tado di 18 bl « t í tiros, 
las variantts tfftpranas, iiyoritirías intri lo blattótirot y blástula y 
las varitntis tardías, pnpondtrantis dtspuói di la idosion. E*to* 
grupos difitrin intri si tanto tn lt organización dt los gtflis qut los 
codifican coso tn la licrohitiroginiidid di variantis notónitas. En ti 
prisinti trabajo si diicribm las caraettrístiess di las protiínas 
crotosotalis qut confortan la crotatina in ovocitos y al cotiinzo dil 
disarrollo lis cual» son coiparadas con lis prtstnttt m litados 
larvalis. Los risultados obtmídos puidm risuiirsi coto siguí i 
duranti las primas ttapas di signntación la croutina uta conforta
da por partículas nudiosoulis atípicas, forudas a lo «nos por 7 
variantts CS diftrtntis intrt si qui prmntan un ciréctir tmos básico 
tu* las f» atonas trtdicioulii, titas variantts st tncutntrtn ADPribo-
filadas y acttiladas. Intiraccionan con 123 p.b. di ADN y privalictn tn 
tstadoi larvalis di disarrollo tunqut tuy diluidas por variantts 
larvilts. El cotpontntt di KHCP « tuy hittrogínio y no pristnta difi-
rtncias tuy significativas durantt los prittros tstados di stgitnta-
ci6n. Al igual qut las histonas CS, algunas protiínas acídiets si 
incutntran ADPribosiladas y privaÍtem tn crotatina tn ttapas larvalli 
di dttarroHo, En contrastt con las variantts CS las ttapas larval ti 
contitntn una crotatina for«da tayoritariattnti por histonas clásicas 
cuya ticrohttirogtntidad varía tn diftrintts tstados larvarios, sin 
ttbargo, la siiilitud dt las cuposicionts atinoacídicas sugitn qut 
las diftrtncias obstrvadas st dtbtn a todificacionts post-traduceiona* 
lis di istas histonas. El conjunto di utos risultados indica qut 
durantt rl d liar rol Jo ttbnonino tnprano la crotatina adquirí una 
istructun tn tosaico tn la cual istán rtpristntadas la tayor partí 
di las protiínas crotosottlii in función dil tittoo y cantidad qut han 
sido ixpritadti durantt ti dtsarrollo. St dtsconoct a la ficha si 
tu iti nlictividad «i distribución ispacial di las diftrintts protií
nas crotototalii m los difirtntts ttrritorios dil tibrión, 
Proytctoi FONDECVT 0789-88. U. di Concipción 203117 y 203111. 

LA OVOGÉNESIS DE LAS RANAS MARSUPIALES DE AMERICA LATI
NA: NUEVOS MODELOS PARA VERTEBRADOS (Oogénesis of the 
marsupial frogs from Latin America: New vertébrate 
patterns). del Pino, E. M. Departamento de Ciencias 
Biológicas, Pontificia Universidad Católica del Ecua
dor, Quito. 

En la rana marsupial Gastrotheca riobambae hemos 
encontrado que el patrón del desarrollo temprano y su 
velocidad se encuentran profundamente alterados en 
comparación con otras ranas, como por ejemplo Xenopus 
laeyis. La incubaciSn materna en Gastrotheca se encuen
tra acompañada por un incremento notable en el tamaño 
del huevo, lo cual, a su vez está acompañado por los 
cambios del patrón de desarrollo. Por otro lado, la 
velocidad del desarrollo temprano es comparable a la 
del ratSn, debido a la protecci6n materna. El desarro
llo temprano de los animales, viene ya programado en el 
huevo. Por tanto, es de esperarse que la ovogénesis se 
encuentre profundamente alterada en las ranas marsupia
les. Nuestro trabajo ha demostrado que a diferencia con 
X. laevis, durante la ovogénesis de G. riobambae se 
acumulan cantidades muy pequeñas de rRNA, como resulta
do de una modesta amplificación de los genes ribosoma-
les (rDNA). La baja amplificación del rDNA se refleja 
también en el numero limitado de nucléolos con que 
cuenta el oocito de Gastrotheca. La baja cantidad de 
rRNA está asociada al desarrollo más lento, como en 
los mamíferos, en los cuales el oocito no amplifica el 
rDNA y la cantidad de rRNA acumulada es pequeña. Exis
ten, sin embargo, ranas marsupiales cuyo desarrollo 
ocurre a velocidad alta. La aceleración del desarrollo 
ha sido posible por un incremento en las reservas de 
RNA del huevo, debido a que se ha incrementado el nu
mero de núcleos en el oocito, como en Flectonotua pyg-
maeus, en donde los oocitos tempranos son multinuclea-
dos con 2,000 núcleos o más por oocito. 

SIMPOSIO DIFERENCIACIÓN Y DESARROLLO EMBRIONARIO 

Coordinador: Eduardo Bustos 
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SIMPOSIOS: EXPRESIÓN GENICA EN TRIPANOSOMATIDOS Y 
BIOLOGIA CELULAR DE PROTOZOOS (Gene express ion in 
Trypanosoaatides and Cell Biology of Protozoa). 
Cazzulo, J. J.* y Galanti, N.** Coordinadores. 
*Inst ituto de Investigaciones Bioquínicas, Fundación 
Campomar, Buenos Aires, Argentina y ** Departamento de 
Biología Celular y Genética, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile. 

La Biología Celular y Molecular de Tripanosomátidos ha 
abierto casinos insospechados para la Biología y la 
Genét ica. Asi, desde e1 descubrió i ento de1 DNA en 
nitocondrias hasta la edición de transcritos en esos 
nisoos organelos, estos protozoos se han convertido en 
fuente permanente de nueva información. Problemas • tan 
interesantes como las peculiares transformaciones 
fenotípicas en diferentes ambientes, los intrincados y 
finos mecanismos de evasión de la respuesta inmune del 
huésped, la división mitótica sin condensación de la 
cromatina, la organización de ribosooas en base a 
numerosas partículas de rRNA de tamaños diversos, la 
transcripción discontinua del mensaje genético, la 
asignación de ciertos genes a fragmentos de DNA 
denom i nados "m i n i cromosomas", conv i erten a los 
tripanosomátidos en uno de los centros de la 
investigación biológica. Sumado a lo anterior esta el 
hecho que muchos de ellos constituyen un grave problema* 
de salud para la población humana y una importante 
fuente de pérdida de recursos animales y vegetales. 

En dos simposios, se tratarán temas tales como 
mecanismos de g 1 icosilación de proteínas, enzimas de 
superf ic ie en la interacc ion paras ito-huesped, 
actividad de proteinasas, enzimas de replicación del 
DNA, genes que codifican para antígenos específicos y 
mecan ismos de d i f erenc i ac ion celular de estos 
protozoos. Esta diversidad temática es un reflejo de la 
intensa investigación que se desarrolla en Iberoamérica 
en tomo a estos protozoos parásitos. 

QUINASAS K PROTEÍNAS EN Trwaftosma cruzi ÍProtein kinasts in Trvpanesw, 
cruzi)• lellez-ISón. H.T.: Sótez. W.I.; Hilo.. R.H.: Erijian. t. y forres. 
H.N. Instituto de Investigaciones en Ingeniería Benética y Biología 
Molecular, Buenos Aires,. Argentina. 

El proceso se diferenciación en Tryaanosous de lorias epiíastigotes a 
tripoeastigotes está asociado a un ausento intr«celular de AHPcíclico y las 
bases eolecuhv-es de este proceso son poco conocidas. En nuestro laboratorio 
se caracteriza una quinasa de proteínas dependiente de AftP cíclico (PKA) en 
forias epieastigotes de T. cruzi. 

Extractos citosélicos del parásito se croeatografiaron por DEAE 
celulosa y se obtuvieron dos fracciones con actividad de quinasa de proteí
nas. La fracción que eluye a 0.32K de NaCl (PKII) se estieula con concen
traciones lunoeolares de AflP cíclico y posee capacidad de unir especíh ca
lente al nucleétido, ii entras que la actividad de quinasa observada a 0.15H 
de NaCl no se activa con AHP cíclico ni tiene capacidad de unirlo. 

La holoenziaa PKII se disocia en el cDeponente regulatorio y el 
catalítico. Estos componente* reconstituyen un sistea* hoiólogo y heterúlogo 
con subunidades purificadas de corazón bovino RII y C. El AHP cíclico 
revierte en aabos casos la inhibición provocada por la subunidad R. En 
ausencia de aceptar de fosfatos, la holoenztia se autofosforila en un 
polipéptido de S&Kd. Esta proteína es reconocida en testern blots por un 
anticuerpo policlonal contra la subunidad regulatoria tipo II de corazón. 

A su vez en las lorias epieastigotes se caracterizó una quinasa de 
proteínas tipo C, dependiente de Caa* y fosfol¡pidos. La eníiia requiere 
Ca2* y fosfatidil seri na para su actividad y se encuentra parcialmente 
soluble y pegada a eeaoranas. Albas enzius se purificaron y adsorbieron en 
coluinas de fenil-sepharosa en presencia de Ca1* y se eluyeron con ESTA. La 
quinasa C asociada a «fibranas coeo la fracción soluble presentan las lisias 
características : fosforilan preferencialéente histona H\t se estiiulan 
por diacilglicerol y esteres de forbol y se inhiben por poüiixina B y 
estaurosporina. * 

Por fraccianaitentó subcelular la PKC se encuentra asociada con 
•icrosoias y fracción citosólka, a diferencia de la PKA que es citosólica. 

Estas evidencias adicionadas a la regulación de la fosfodiesterasa de 
T. cruzi por Ca2*-caliodulina indican que el sisteía requlátono que 
involucra segundos eensajeros es sewjante en el parásito al de células de 
•alíferos. 

METABOLISMO DE POLIAMINAS EN TRIPANOSOMATIDDS (Polya-
mine metabolism in trypanosomatids). Alaranati• I.D.: 
Sánchez. C. y González. N.S. Instituto Luis F. Leloir 
"Fundación CampomarBuenos Aires, Argentina. 

Las poli aminas desempeñan un rol esencial en la 
proliferación y diferenciación celular. Recientemente 
se ha demostrado que algunos inhibidores dé la biosín-
tesi s de poli aminas bloquean 1 a muí ti plicaci ón de 
Trypanosoma brucei y pueden curar infecciones produci
das por este parásito. Por esta razón se ha iniciado 
el estudio del metabolismo de poli aminas en otros 
parásitos como T. cruzi y L. mexicana con el objetivo 
de investigar la posibilidad de la utilización de dro
gas antipoliamínicas en la quimioterapia de la 
Enfermedad de Chagas y en Leishmaniasis. 

Se utilizaron epimastigotes de T. cruz i y promas-
tigotes de L. mexicana para medir la velocidad de en
trada de varias poli aminas y amino ácidos básicos, 
como así también la conversión in vivo de arginina, 
ornitina y Usina en poliaminas. Los niveles endógenos 
de poliaminas y la actividad de las decarboxi lasas de 
orni tina y arginina se determinaron en extractos 
celulares en condiciones adecuadas para cada caso. 

Los resultados i nd i carón que espermi di na y 
espermina son las poliaminas más abundantes en T. 
cruzi, mientras en Leishtnania la relación putrescina : 
espermidina es aproximadamente 4:1. Se ha detectado 
el evada acti vi dad de orni ti na decarbox i 1 asa en L. 
mexicana. En cambio en T. cruzi sólo existen trazas de 
esta enzima y de arginina decarboxi lasa. El estudio de 
las propiedades de la orni tina decarboxi lasa de 
Leishmania indicó que es estable, a diferencia de la 
enzima de células de mamífero. Los datos obtenidos 
permiten concluir que en T. cruzi gran parte de las 
poliaminas son tomadas del medio de cultivo y en L. 
mexicana son preferentemente sintetizadas por el 
parásito. Este hecho permitiría utilizar inhibidores 
de la síntesis de poliaminas para bloquear la prolife
ración de la Leishmania. 

ORGANIZACIÓN DE LOS GENES QUE CODIFICAN ANTÍGENOS DEL 
TRYPANOSOMA CRUZI (Organization of genes encoding 
Trypanosoma cruzi antigens). hacina. R.A.¡ Affranchi-
np, J.L..; Pollevick, G. and Frasch, A.C.C. Fundación 
Campomar, Buenos Aires, Argentina. 

En trabajos previos del laboratorio se clonaron 
genes de T. cruzi que codifican antigenos del parásito 
y que son reconocidos por sueros obtenidos de pacien
tes en el período agudo y crónico de la Enfermedad de 
Chagas Ubañez y col. Mol. Biochen, Parasitol. 25 : 
175, 1987} Mol. Biochem. Parasitol. 30 : 27, 19B8 y 
Affranchino y col. Mol. Biochem. Parasitol. 34 : 221, 
1989). La secuencia de ocho de estos genes demostró 
que están formados por repeticiones iguales que varían 
entre 15 y 204 nucleótidos de acuerdo al gen conside
rada. Dos de estos genes, denominados SAPA (por Shed 
Acute Phase Antigen) y *»30 fueron analizados en 15 
aislamientos del parásito obtenidos en Bol ivi a, Brasil 
y Argentina. SAPA está constituido por una familia de 
4a 6 genes homólogos, la mayoría de ellos presentes 
en todos los aislamientos analizados. Se observó una 
gran heterogeneidad en el tamaño de los fragmentos de 
restricción entre los parásitos estudiados. Esta 
heterogeneidad se debe principalmente a la diferencia 
en el número de repeticiones presentes. Este resultado 
se confirmó luego del estudio de tres genes clonados 
homólogos a SAPA, los que poseían 14, 33 y 47 unidades 
repetidas. El segundo gen analizado, número 30", 
también varía en cuanto al número de repeticiones 
entre cepas, lo que se correlacionó con diferencias en 
los tamaños de los ARN mensajeros y las proteínas 
correspondí entes. Estos resultados i ndi can que 
antígenos homólogos pueden variar en tamaño entre 
cepas de T. cruzi debido a que los genes que las 
codi fi can poseen un número vari able de uní dades 
repetidas. 

SIMPOSIO EXPRESIÓN GENICA EN TRIPANOSOMATIDOS 

Coordinador: Norbel Galanti 
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Estudios sobre la síntesis de DNA y DNA polime 
-rasas en formas epimastigotas y tripomastigo--

tas de Trypanosoma cruzi. (Estudies of DNA syn 
thesis and DNA polymerases on T. cruzi eoimas~ 
tigote and tripomastigote forms). 
A. Solari, J. Venegas y C. Rojas. 
Depto. de Bioquímica, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile, Casilla 70086, Stgo. 7 

El parásito Trypanosoma cruzi es el agente cau 
sal de la enfermedad de Chagas, el cual posee -

un ciclo biológico con múltiples formas célula 
res. — 

Existe una forma proliferativa o epimastigota 
en el huésped invertebrado y una forma no pro-» 
liferativa o tripomastigota en la sangre del 
huésped vertebrado. Con el prooósito de estu
diar la regulación de proliferación durante la, 
transición epimastigote-tripomastigote, hemos 
montado el método de diferenciación celular de 
sarrollado por: V. Contreras y S. Goldenberg 
con la cepa de T. cruzi LO. Los resultados in
dican que las formas tripomastigotas no poseen 
la capacidad de sintetizar DNA de acuerdo al 
test de incorporación de pn] Timidina en DNA, 
sin embargo, ellas presentan una actividad to
tal de DNA polimerasas equivalente a la encon
trada en formas epimastigotas. Resultados de 
purificación y caracterización de las DNA poli 
merasas de epimastigotes indican que existen 
al menos dos formas de DNA polimerasas distin
guibles por varios criterios. Estudios de sín
tesis de DNA por autorradiografia sugieren que 
al menos una de las DNA polimerasas nucleares 
de las formas epimastigotas sería sensible a 
afidicolina, agente conocido como potente inhi_ 
bidor de las DNA polimerasas «£ y ¿ de mamíferos 
Financiado por PNUD/World Bank/WHO y UNIVERSI
DAD DE CHILE. 

(Imnunocytochemical Localization of sugar-binding 
proteins, neurarainidase and clonad antigena ln 
Trypanosoma cruzi). De Souza, W. - Instituto de 
Biofísica Carlos Chagas Fiího, UFRJ, Rio de Janeiro, 
Brasil. 

In the last years new advances in the 
lmmunocytochemistry field opened the possibility for 
the high resolution localization of macromolecules 
using gold-labeled probes. Using neoglycoproteins 
evidences were obtained for the existance of lectin-
like substances on the surface of trypomastigote, but 
not in epinastigote and amastigote forras, which 
recognize N-acetyl-glucosamine and D-galactosa. These 
observations are discussed in relation to the effects 
exerted by some monosaccharides and lactina on the 
procesa of T. cruzi - host cell intaraction. 
Neuraninidase «as located on the surface of the 
trypomaatigote-amastlgote transition forra vhlch ia 
infectivo. Evidences were obtained ahowing that this 
enzyme, which seena to be involved in the procese of 
infection of vertébrate cells by T. cruzi is secreted 
through the flagellar pocket of trypomaatlgotas. We 
usad soné polyclonal antibodies obtained by Frash and 
co-workers against antigenic proteins encoded by nix 
recombinant DNA clones and the reaulta obtained ahowed 
that one of the antigens, which has a high molecular 
weight and contains tandemly repeated aminoacid 
aequence motifs which ara recognized by sera from 
patients with Chagas's disaasa, as located in the 
región of flagellum-cell body adhesión. 

Work supported by WHO, FINEP, CNPq and FAPERJ. 

SIMPOSIO BIOLOGÍA CELULAR DE PROTOZOOS 

Coordinador: Juan José Cazzulo 

N-GLICOSILACIÓN DE PROTEÍNAS EN MAMÍFEROS V PR0T0Z0A-
RIOS : DIFERENCIAS Y SIMILITUDES. (Protein N-Glycosy-
1 at i on i n mammal s and protozoa. Di fferences and 
similarities). Farodi. A.J. Fundación Campomar, 
Buenos Aires, Argentina. 

Tres tipos de oliqosacáridos son transferidos de 
derivados de dolicol-P-P a proteínas en protozoarios : 
a) el Dligosacárido completo (Glc3Man9GlcNAc2), lo 
mismo que en células de mamíferos, plantas, insectos y 
hongos de tipo salvaje, es transferido en Euglena 
qracilis; b) Glc3Man5GlcNAc2 es el compuesto transfe
rido en Tetrahymena pyriformis y T. thermophyla. lo 
mismo que en la línea celular de linfoma murino Thy-1. 
Difiriendo de estas células, ambas tetrahymenae 
formaron dolicol-P-Man tanto in vivo como in vitro 
pero resultaron deficientes en todas las manosi1trans-
f erasas dependí entes de doli col-P-Man. Como no se 
encontró manosi1 ación de residuos Ser/Thr en ambas 
tetrahymenae, estos resultados sugieren que dolicol-P-
Man estaría involucrado en la síntesis de algún otro 
gli cocónjugado desconocido; c) en tripanosómatidos 
oligosacáridos no glucosilados son transferidas a 
proteínas (Man 6,7,9 GlcNAc2, dependiendo de las 
especies). Estos protozoarios san deficientes en la 
formación de dblicol-P-Glc, y algunas especies también 
en c i ertas manosi1transferasas dependí entes de 
dolicol-P-Man. Se encontró que la oligosacariltransfe-
rasa de tripanosómatidos transfiere, en ensayos libres 
de células, GIcl-3Man9GlcNAc2 y Man7-9GlcNAc2 a la 
misma velocidad mientras que la enzima de mamíferos y 
hongos transfiere Glc3Man9GlcNAc2 en forma preferen-
cial. Las glicoproteínas de tripanosómatidos, al igual 
que las de mamíferos, plantas y hongos resultaron ser 
glucosiladas transitoriamente en el retículo endoplás-
mico. 

Apoyado por UN/WB/WHO-TDR, CONICET (ARG.) y UBA (ARG.) 

CISTEIN PRQTEINASAS EN Trypanosoma cruzi (Cisteine 
proteinases in Trypanosoma cruz i). Cazzulo, J.J. 
Instituto de Investigaciones Bioquímicas Fundación 
Campomar, A. Machado 151, 1405 Buenos Aires, Argenti
na. 

Hemos purificado hasta homogeneidad proteica una 
cistein.proteinasa a partir de epimastigotes de la 
cepa Tul 2 de T. cruzi. Es una glicoprotéína monoméri-
ca, con un peso molecular de 60 KDa. Contiene aproxi
madamente 10X de carbohidrato, del tipo de alfa 
mañosa. Hemos determinado su composición en aminoáci
dos, y la secuencia de 32 aminoácidos del extremo 
N-terminal, así como de un péptido tríptico interno; 
estas partes de la molécula presentan un 65% de 
identidad con la papaína y la catepsina L de mamífero. 
Un segundo componente difuso (PM 25 a 35 kDa), 
presente en algunas preparaciones, es un producto de 
degradación de la enzima, pues al menos dos de las 
bandas presentan la misma secuencia N-terminal del 
polipéptido original de 60 kDa*- La enzima es activada 
por 2-mercaptoetanol, ditiotreitol y glutation 
reducido, e inhibida por E-64, TLCK, organomercuriales 
y leupeptina. La proteinasa es capaz de degradar 
proteínas, como azocaseína, seroalbúmina, hemoglobina, 
fibrinógeno e IgG, y sustratos sintéticos con grupos 
cromogénicos; en este último caso, la unión que se 
rompe incluye el carboxilo de Arg o Lys. Por electro-
foresis en geles de poliacrilamida conteniendo 
f i bri nógeno, y por revelado de Western blots de 
extractos totales del parásito con un antisuero contra 
la enzima purificada, observamos que esta proteinasa, 
para la cual proponemos el nombre de "cruzipaína", es 
la principal cistein proteinasa presente en epimasti
gotes de diferentes cepas y clones del parásito, y 
también, aunque en menores niveles, en amastigotes y 
trypomastigotes. 

Subsidiado por TDR/QMS, SAREC Y CONICET. 
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SIMPOSIO TRANSDUCCION DE SEÑALES 

TRANSDUCCION DE SEÑALES (SIGNAL TRANSOUCTION). 
Simposio 5. Foster, R. Departamento de Fisiolo^ 
gía y Biofísica, Facultad de Medicina, Divi
sión .Ciencias Médicas Norte, Universidad de 
Chile. 

El cambio, de un instante a otro, en la expre
sión de la conducta de una célula, es el resul^ 
tado de la activación de sistemas de señales 
que transfieren información desde la superfi
cie celular al interior, los cuales, usando un 
repertorio molecular mínimo, representado por 
los segundos mensajeros, regulan un variado nú 
mero de respuestas celulares. No es de extra
ñar entonces que, cuando un músculo se contrae 
una célula adrenal secreta o un ooclto fertili_ 
zado, los mensajeros secundarios, mediadores 
de la acción sean los mismos. Así, estos sis
temas de señales, tienen un carácter universal. 
La informacio'n, transducida por proteínas G, 
esta mediada por al menos dos grandes sistemas 
de segundos mensajeros: Uno, representado por 
el inositol trlsfosfato (IP3) y diacllglicerol 
(DAG), y otro representado por el adenosin mo-
nofosfato cíclico (AMPc), siendo este último 
el más estudiado. En este Simposio, a nivel 
de segundos mensajeros, veremos al IP3 en el 
acoplamiento exltaclón-contracción y al DAG 
participando en la activaclo'n de la protefna 
quinasa C a través de tres mecanismos diferen
tes. A nivel de transduccion estudios en las 
subunidades Gs y Gi de la protefna C del 
oocito de X. laevis y finalmente regulación de 
canales de calcio en células endocrinas por 
segundos mensajeros. 

Coordinador: Richard Foster 

HHHXHID SIQMLDG SSIEM3 IN "OS ACT1CN CF IN3JJN. Faoase.R., 
Vüa, M., 3tan*art, H, lahlzütei. T., Haffiían, J., Capjpar, D. 
Dt&HLumája of IidHHHl Msdiciné"and Biuiuiiiatry, univecsiby of 
South Florida and J.A. ttüsy veterana' Hospital, Tarpa, Florida 
USA. 
Insulin iimajen dtacylgLyanL (BG) thrcugí hvdrnlyais of a 
uUnlnl lnyiircBÍte>UH)-glyaEn, de novo syntrsBiB of u^mlHÜdic 
acJd (IR), andhydcalyals of ptaed̂ tidyicrrilire (te). Jhaulin ln-
' de novo IR BVIIÜIBBÍS ajpocently livough activarían of 
9¿yastoí5írcéphate xyltransfiazee by a lew mtim ilnr weicfrt in-
sulin nsdiator derivad firjm tte FT-glycan thrajgh'activatkri cf a 
phoapholicaae C (RC). A-Hvarim of trds RC arpeare to reatare a 
r«rti«ria todn uOBltfae, G prctein. Ac*±vaticn of diiAla HC, 
«toril hydrnlyzes FC, alas C O O Z B, and this effect of insulin is 
mMdGd by rirrnl H S I H H and otter agenists vfrich actívate probein 
MraeaC (HC). ftBsunataly, BG, derivad fron hykolyais of tte 
PI-gLycm and/or de roo H\ syntresis, nay actívate ths te-Re 
DiBulin-irrLcBd iiuma in BG have no» baan ehcwi to actívate 
HC in BC2H-1 njccybas, rat adirrxytea, and rat steletal nuscle 
tmwal IITO. W a actívaticn involvas tEanelastíon of HC ñon 
cytasol to ntiiuLae, as veLL aa ixaBaeed enzyne accLvity. Actíva
ticn cf HC ^ ¡ m w i u trj play an inportant solé in glirose txansport 
ains vadeus agants \itkt¡ actívate HC also actívete glucosa 
txzrsport, and sinos inhibdtocs of HC intribit the effiaets of in
sulin en gkrxee ttanspect. Cur finding3 suggast trst'insulin 
activabas a HC vWch hydrolyaSB a PL-glycan, leasing to ths sübee-
qusnt activación of both de novo FR syialeéis trxoudji Pl-glyoan-
dBrjKod hSBdgccup nuliatocs, and K̂ rgdnolysis tircuch. RC-óBpsnd-
ent activation cf a K3-HC BG pnoduction is alaúji througí all 
Uuuu H U Í S Ü S T S , lesding to activación of HC vhich ¿n.nnu to 
play an JiptxLaiL role in the ectiore cf insulin, nest rrjtably 
gli 1 iw ccarspcct. 

FOSFOINOSITIDOS EN MÚSCULO ESQUELÉTICO: PAR
TICIPACIÓN EN EL ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN -
CONTRACCIÓN. (Phosphoinositides in skeletal 
muscle: role in excitation - contraction 
coupling). Carrasco, M.A.. Sánchez. X., 
Hidalgo, C. y Jalmovich, É". Depto. de Fisio
logía y Biofísica, Fac. de Medicina, Univ. 
de Chile, Santiago, Chile. 

En analogía con otros sistemas celulares, 
el inositol trisfosfato, IP 3. ha sido propuesto 
como mensajero químico responsable del aco
plamiento excitación-contracción en músculo 
esquelético. Brevemente, el modelo propone 
que, como consecuencia de la depolarización 
de la membrana de los túbulos transversales, 
se formarla IP 3 por hidrólisis de fosfatidil-
inositol 4,5 -bisfosfato (PIP.), liberándose 
al espacio triádico. El IP3 alcanzarla por 
difusión la región de las cisternas termina
les del retículo sarcoplasmático abriendo ca
nales de calcio con lo cual aumenta la con
centración de calcio intracelular. Final
mente, el IP, debe ser degradado por fosfa-
tasas especificas. 

En estudios realizados con células muscu
lares y con membranas aisladas de músculo 
esquelético de anfibio, hemos determinado la 
presencia de maquinaria metabólica para la 
síntesis y degradación de P I P 2 y para el ca
tabolismo de IP^ . Estos resultados apoyan 
la hipótesis de IPj como mensajero químico 
del acoplamiento excitación-contracción en 
músculo esquelético. 

ROEIM6 G EN IA T W F H U N E N DE StflM, EN OXTKB CE X. laevis 
(G pcobeins in signal trfrpñrtirn of IfercriB laevis cocytBS). 
Cuate, J. y Aliarte, J.E. 
CBpartaranto de Etioqulmioa, Facultad de Madicina Universidad ds 
Chile. 
[a señal originada en el exbsoor de la rtíula par la inbscacción 
de truenas, naxotzaanisatBS y iactooss de creciiniento con sus 
respectivos rwn<'rm es rrarrtrnriVi hacia el interior de la célu
la pr ui gcupo de pcobsfnss de msitzana, denenánadas ikotelnaB G. 
Estas prctelnBB sen hebsootrJnesis ¿curadas por las atinirHtes. 

, y , y su fincan es dependiente de GTP. Actucúirente se han 
finwh 18 dUJsmrtas subunidadas, 2 subJiidadBB y 2 süxrócbdss. 
Estas prjbsfras están poeaenbes en todbs I o b eLzaricrtes, (VmV* 
ífltyrtra hasta manlfiíus, ircHoando esto la importante función que 
«>n*n cumplen en la regulación celular. 
En ax±tos de X. laevis el proosBO de tmduracich y fw-HUaardon 
son iniedados por la I l u i u b jftlu>HUauiB y eupeuiüo, zeBpsctivB-
nente. Artas 8?ña1fB exTracBlulacas son 1 irtĤ rriñYw bada el inte
rior del cacito por pcctelnes G. Eshrbcs indúBCtos mnlizadns 
en nuestro i^J»^HirfHr» han nostzado que estas pcobslnss G son 
del tipo Gs y GL Gen el peepósito de idantifioar estas pcctelnaB 
G, hsrcB clonado los COA orrn'fU.Hiüjfci paca 4 de estas proteínas, 
la secuaneda de aiiüuacidte dsnljcinV» indica que (.nxwHtmfai a 
los tipos Gs-la, Go, GL-1 y Gi-3 * ° f H t a o en nanusros. !eca ini-
kdar el estudio de la funcicn de estas proteínas, haios sübclonscrj 
ios aDA en un sisbara de egxesioh hocoariano y se ha analizado 
algias irl ît«wi*, óe estas proteínas G SBOontánentes, ceno su 
[AD̂ ribasilacich por la toxina de BocdeteUa Parbussia y su in-
iww 1 Hrtn cen laB suojndcBdss. 
iRiralelaiente as han cbtenido los respectivos nftA y proteínas G 
en un aisteiB de I uwH.'i'ircinh y traducción in vüio con el objeto 
dB ̂ n̂'iiwggftwp £rr-tvAr*B fin rrpiln id-Tvimnnl > 1« tflmirw 
de mi¿iuinv3jLiJon. 

Financiado por Fondecyt 896, NIH GM 35981 y 
Univ. de Chile DTI 2123. 
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OWLES EE OÍCÍO EN CHUTS ENTJCRIN6: FH3JUOCN Y FRÍ5L, EN 
LA SB3€OCN KR EXXTICEIS (A new rtim of calcüm charnals ccn-
trollad by receptor activaticn and seccnd rressengsr). Rojgs, E., 
Hidalgo, J., Carroll, P., Aftcter, JL, Ctena, Stutzin, A. y 
Stjjjillovic, S. laboratorio de Biología Celular y Gsnética, 9er-
vicio htecácral de Salud, Bethesda, USft y Facilitad de MaÜcina, 
Diversidad ds Chile. 2 + 

Tres tipos cb canñlff l da Ca saisihles al potencial cte nHt trana + 

(uaijmradCB L, T y N) ccntrolan una fracción inpartante del Ca 
cps e n t r a a la célula. Estujics en cultivos rrinarics da cuJarentes 
tejidos en±crirc6 han rebelado la presencia ds uno o nos de estos 
tipos cte cénalas en la rraTÜcana plaarática de las célujas secreto
r a s . Nuestros resultados confiJTtBn que el canal de Ca de tipo L, 
pus no se inactiva a l despolarizar la neitxana y que es sensible 
a las dihidiTTrÁ'r'dinRR, se enojentran en las rt&iiQaR cxomafinas 
d e la glándula adreral, en células B del islote LancerharB y en 
células de la arfenâ upófisis (gjTaujUofitcs). Aderes nares esta-
hlñdrb guŝ Janto las nAlnlffi B caro los garadjerofites peseen el 
canal de Ca ds topo T pus presenta inactivación por dsspolariza-
ciócn de la ntaibrana y pus es ineansihle a las dihidrepiridinas. 
Saberos pue la respuesta ¡jaj.el.riri en estes tres tipos oejulares 
va sierpre agarrafada de un n arcedo aurento global del Ca cáto-
sólico, (Ca ).. La uLuLi-itarriñn de cada uno de estes canales al 
aurento de fca )., pus es un rre-rogjisito en la fusicn de 
las vesículas secretoras cen la mortzana pTaaiéticn, aún n o h a 
girfr» estableada. c^ ^ ^ H T t P existen algxrs resultados paradóji
cos para «T*^ uno de estos tres sistoTGS celulares pus+dblic8n 
a pensar en canias alternativos para la entrada de Ca . 
Eh nuestra iVwrj*rfe de tal necanisTD alJberrativô en células aecie-
taoras nares ctesoubierto u n tipo cte canales de Ca (denaidnaób G) 
con las siguientes propiedades coruñés: i) cariante unitaria 
1 pA {cell-attached y (Ca ) =25 rrM), ü) acti\aoón por agonistas 
ce receptores espazLficcB o por el netabolisro de la glircsa y, 
üi) relatlvarenb» insensible al poterdal de iraitrana, a la cen-
cenrreción de Ca (rrM) en el citasólico y a Ice ag3ntea co> 
vaxdmales cus inhiben la activación de les canales L, T y N. 
Mastros resultados indican pus este tipo de canal juaga un papel 
fundarental en la iB3pjBsta secretora de les tres tipos celulares. 

SIMPOSIO PROCESAMIENTO INTRACELULAR DE PROTEÍNAS 

Coordinador: Alfonso González 

MUTACIONES QUE AFECTAN EL ENSAMBLAJE 
PEROXI80MAL (Mutatlona affactlng peroxi soma1 
assembly) Santo». m.j. Dapt. Biología Celular, 
P. Universidad Católica da Chile. 

Loa paroxlaomas son organelos celulares 
esenciales, cuyas proteínas son sintetizadas 
an Hbosomas libree e Importadas 
posttraducdonal mente al organelo, sin 
procesamiento proteo! 1t1 ce. Recientemente, 
ae han Identificado señales de destinación en 
las proteínas peroxlsomales en su extremo 
carboxIUco. También se han identificado 
algunos elementos de la maquinarla de 
Importación de estas proteínas', tales como 
proteínas de membrana y ATP. 

Estamos caracterizando células que aon 
portadoras de mutaciones que afectan múltiples 
fundones peroxlsomales, como es el caso del 
Síndrome de Zellweger. Enfermedad genética 
humana, letal, en que no se detectan 
perox1 somas. Concordante con este hallazgo, 
las proteínas destinadas a la matriz 
perox1soma1 se sintetizan en forma normal, 
paro permanecen en el citoplasma o son 
degradadas. En cambio las proteínas de la 
membrana peroxlaomal son ensambladas an 
vacuolas aparentemente vacias ("fantasmas 
peroxlsomales"). Esto sugiere que el defecto 
de esta afección reside a nivel de la 
maquinarla de Importación de proteínas 
peroxlsomalea al Interior del organelo. 

Hemos evaluado la preaenda de 
heterogeneidad genética en este síndrome. 
Mediante técnicas de genética de células 
somáticas detectamos la presencia de 5 grupos 
de complementadón distintos en esta afección, 
lo que Implicarla 'que al menos 5 genee 
participan en el ensamblaje normal de los 
paroxlaomas. 

UN GIICOLIPIDO ACIUA COMO SIMAL PARA IA SEGREGACIÓN 
DE PROTEÍNAS APICALES (A glycolipid acts as a signal 
for the sorting of apical proteins). Rodriauez-
Boulan. E. • -Caras. I.. JSaltiel. A. and Lisanti. H. 
Departamento de Biologia Celular y Anatomía, Comell 
University Medical College, New York.NY; *Genentech, 
California; *Rockefeller University, Ni. 
Nuestro laboratorio esta interesado en los 
mecanismos que determinan la polaridad de la célula 
epitelial. Previos estudios con virus encapsulados 
que geman en forma polarizada de la superficie de 
células epiteliales en cultivo han demostrado que 
proteínas apicales y basolaterales son segregadas en 
las cisternas distales del aparato de Golgi, e 
incorporadas en vesículas de transporte distintas 
que se fusionan con la cara celular correspondiente 
(para revisión, ver Rodriguez-Boulan y Nelson, 
Science, August 1989). Ciertos glicolipidos son 
segregados también en el Golgi y cotransportados en 
vesículas a la cara apical en forma preferencial 
(ibidem). Para tratar de entender la relación entre 
segregación de glicolipidos y proteínas apicales, 
hemos estudiado la polaridad de proteínas ancladas 
por la unión covalente con glicosil-
fosfatidilinositol (Proteinas-GPI) en la linea renal 
epitelial MDCK. Todas las proteínas-GPI (un total de 
6) en MDCK están polarizadas en la cara apical 
(Lisanti y col., PNAS USA 85:9557,1988). Otras 
lineas celulares epiteliales, IIC-PK1 (renal) y 
Caco2 (intestinal), también muestran una 
distribución apical de proteinas-GPI. Finalmente, 
transferencia de GPI a una proteina basolateral (la 
gliooproteina gDl de Herpes) o a una proteína de 
secreción no polarizada (hormona de crecimiento), 
usando técnicas de ADN reoombinante, resulta en la 
segregación apical de estas neoproteinas-GPI. 
(Financiado por grants de NJM, AHA, ACS y por el 
HDPhD program de la Universidad de Comell) 

http://�jaj.el.riri
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TOPOGRAFÍA DE L A S MODIFICACIONES POSTRADUCCIO-
NALES DE PROTEÍNAS EN EL LUMEN DEL RETÍCULO 
ENDOPLASMICO T APARATO DE GOLGI ( Topography OÍ 
pc«ttranslational modifica tions oí proteins in the lumen 
oí a e endoplasmic reticulum and Golgi apparatus). 
Hirschberg, CB*, Abeijon,C. *, Capasso, J. *, Milla, M.* , 
Clairmont, C* , Yaniaawa, K., T Robbins P.W., *Depto. 
de Bioquímica, Escuela de Medicina, Univ. de 
Massachusetts, Worcester. MA, y Depto. de Biología, 
MIT, Cambridge, MA. 

Estudies en nuestro laboratorio, usando enioques bioquímicos, 
genéticos y de biología celular, han demostrado que la membrana 
del aparato de Golgi (AO) contiene transportadores específicos para 
nubeotides azúcar y PAPS Recientemente hemos obtenido 
evidencia para un transportador de ATP en las membranas del AO 
y retículo endopiasreuco (RE). Estos substratos son iransporlados 
desde el cltosol hada el lumen de vesículas del AO y RE a través de 
un intercambio con el nucleótldo monoíodalo cerrespondiente Se 
han preparado rjrciectlposomas que pueden transportar 
nucleótldos azúcar específicamente. Este enfoque débese ser útil 
en la purificación y caracterización de las proteínas 
transportadoras También hemos obtenido recientemente evidencia 
de un transportador de GDP-manosa en vesículas de tipo Oolgl en 
levadura a^A«romv~f¡í°rnTBaf A ' ^ A c hemos descrito que la 
membrana del Re del hígado de rala contiene trarsportadores para 
UTP-N-acetll glucosamina y UDP-glucosa pero no para GDP-manosa. 
Esto sugiere que la síntesis de ollgcsacarídcs unidos a doiicot 
ocurre de manera asimétrica en la membrana de este organelo y 
que la topografía de gucosilackJn de macromoléculas es diferente 
en membranas de distintos organelos. 

SIMPOSIO: DESTINACIÓN T PROCESAMIENTO INTRA-
CELULAR DE PROTEÍNAS (IntraceUular addressing and 
processing oí protoins) Coordinador: Alíonso González 
de la Rosa. Fac. de Medicina. P. Univ. Católica de Chile. 

Las proteínas, luego de su síntesis en el 
compartimento dtosólico, son destinadas a sus distintos 
sitaos de fundón en la célula o a rutas especificas para 
su secreción. Durante este proceso a menudo deben 
atravesar membranas, sufren modifleadones impor
tantes en su estructura, y pueden ser sustrato de 
eventos de reconocimiento que las retienen en dertos 
compartimentos o las dirigen nada vesículas especificas 
de transporte. Estos aspectos se expondrán, junto con 
los modelos experimentales para su estudio, en reladon 
al ingreso y recorrido de proteínas en la ruta exodtica 
y a la biogénesis de peroxisomas. Se analizará el 
aparato que transloca proteínas a través de las 
membranas del retículo endoplásmico (RE) y los 
elementos involucrados en la glícoeUacion de 
macromoléculas a nivel del RE y aparato de Golgi. El 
tráfico de proteínas entre el aparato de Golgi y la 
superficie celular será examinado en reladon a las 
rutas alternativas de transporto y a las posibles señales 
de destinadón que en distintas células epiteliales deben 
dar cuenta de la biogénesis de granulos de secreción o 
de una superfide celular polarizada Por otro lado, el 
análisis de la biogénesis de peroxisomas mostrará otros 
problemas propios de la segregadón post-traduedonal 
de proteínas a organelos limitados por membranas. 

COMPONENTES DE LAS VESÍCULAS DE SECRECIÓN. 
(Sorting of Secretory Vesicle Components). 
KELLY, R. Department of Biochemistry and 
Biophysics, University of California, San 
Francisco, CA 94143. 

The formation of organelles requires the 
proteins be sorted correctly to their 
destinations. The soluble proteins inside 
endocrine secretory granules have sorting 
information that allows them to be selected 
and sorted at high concentration. Recently 
we have begun to examine the sorting of 
membrane proteins in secretory cells. We 
have shown that synaptic vesicle membrane 
proteins are expressed in endocrine cells and 
are selectively targeted to a structure with 
the properties of authentic synaptic vesicles. 
These synaptic vesicle-like structures arise 
by endocytosis. They are not present in nos1-
neuronal cells, even when DNA encoding a 
synaptic vesicle protein is expressed in them 
Sorting of synaptic vesicle proteins into 
synaptic vesicles promises to be a fruitful 
área of research since the vesicles are 
simple, easy to isolate and very well 
characterized. 
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Simposio: DIFERENCIACIÓN CELULAR EN PLANTAS. 
(Differentiation in plant cells). Montenegro, 
G. Coordinador. Laboratorio de Botánica, De-
partamento de Ecología, Facultad de Ciencias 
Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 

La importancia del conocimiento de la 
biología celular y molecular en plantas es 
hoy día indiscutible debido a la creciente 
necesidad de seleccionar plantas resistentes 
a patógenos y a herbicidas; propagar plantas 
resistentes a la sequía con fines de refores 
tación en zonas áridas y otras que generen 
recursos vegetales con potencial económico 
ya sea industrial, medicinal o alimenticio. 

Durante el desarrollo del simposio se 
analizarán los últimos avances en aspectos 
de la estructura molecular de la pared celu 
lar y el rol en el crecimiento y diferencia 
ción de la célula; cambios ultraestructura-
les de células sometidas a la falta de gra
vedad (experimentos recientes realizados a 
bordo de la Nave Espacial Columbia) y res
puestas morfogénicas de plantas cultivadas 
in vitro correlacionadas con la manipulación 
de factores exógenos y de la totipotencial^ 
dad de la célula vegetal. 

Proyecto FONDECYT 199/88 

MIMICKING IN ULTRASTRUCTURAL EFFECTS OF 
MICROGRAVITY IN PLANT CELLS. Randy Moore and 
William Bowie, Department of Biological 
Sciences, Wright State University, Dayton, OH, 
USA and Krug International, Lyndon B. Johnson 
Space Center (MASA), Houston, TX, USA. 

The objective of this research was to 
determine how effectively the actions of a 
classical clinostat and the Slow Turning 
Lateral Vessel (STLV) mimic ultrastructural 
effects of microgravity in plant cells. We 
accomplished the objective by comparing the 
ultrastructure of cells grown on clinostats 
and in the STLV with that of cells grown at 
lg and in microgravity aboard the Space 
Shuttle Columbia. Cells of calli and intact 
seedling of corn and mustard spinach grown in 
microgravity and in the STLV contained 
significantly more lipid bodies, significantly 
less starch and fewer dictyosomes than 
comparable cells grown at lg. Cells of 
seedlings grown on clinostats had 
significantly different ultrastructure than 
those grown in microgravity or in the STLV, 
indicating that clinostats do not mimic 
microgravity at the cellular level. Calli and 
seedlings grown in the STLV had ultrastructure 
similar to those grown in microgravity, 
indicating that the STLV effectively mimics 
microgravity at the cellular level. 

REGULACIÓN DE RESPUESTAS MORFOGÉNICAS DE PLAN 
TAS IN VITRO, (In vitro regulation of Plant 
Morphogenesis). Jordán, M. Laboratorio de Bo
tánica, Facultad de Ciencias Biológicas, P. U 
niversidad Católica de Chile, Casilla 114-D, 
Santiago. 

Mecanismos conducentes a la regeneración de 
plantas _in vitro a partir de células y tejidos, 
implican revertir inicialmente programas onto
génicos pre-determinados gatillándose poste -
riormente diversos procesos de diferenciación, 
organogénesis y embriogénesis. En el caso de 
una reembrionalizaciÓn de células parenquimáti 
cas,de microsporas, o de tejidos, las respues
tas morfogénicas en diferentes especies pueden 
ser gatilladas por la concentración y niveles 
entre varias fitohormonas utilizadas (androgé-
nesis, embriogénesis somática, organogénesis 
caulinar y radicular),la especificidad de cito 
cininas (variación somaclonal), el tiempo de 
inducción por auxinas (rizogénesis) y la densi. 
dad celular junto con condicionantes en medios 
de cultivo para suspensiones celulares y fu
sión de protoplastos. Las respuestas morfogé
nicas por factores endógenos dependen mayormen 
te del tipo y condición del explante, de la e-
dad del tejido u Órgano, la evolución del meta 
bolismo secundario, especialmente el grado de 
oxidación de compuestos fenólicos en plantas 
leñosas y, la situación de estabilidad metabó-
lica y cromosomal en cultivos de larga perma -
nencia in vitro. Se ilustran diferentes ejem -
píos de plantas estudiadas en nuestro laborato 
rio que responden específicamente ante las con 
diciones de cultivo indicadas. 

Proyecto FONDECYT 0669/89, DIUC 85/86 y 
PNUD/ONUDI-RLA/8 3/003/PRB. 

LAS PROTEÍNAS DE LA PAREO CELULAR Y SU POSIBLE ROL EN 
EL CRECIMIENTO Y DIFERENCIACIÓN OE LA CÉLULA VEGETAL. 
{ The plant cell wall proteins and their possible role 
on the .growth and dlfferentiation of the plant cell ). 

Cardemil, L. Departamento de Biología, Facultad de Cien
cias, Universidad de Chile. 

La pared celular de las células vegetales puede consi
derarse como una matriz extracelular constituida de po-
lisacárldos neutros, ácidos, polímeros de resistencia, 
y de proteínas, entre las cuales la mas conocida es la 
extensina. La extensina es una protelna básica rica en 
hidroxiprolina y glicosilada en los residuos de hidro-
xiprolina y serina con arabinosa y galactosa respecti
vamente. La pared celular regula el crecimiento en lon
gitud de la célula vegetal y le da su forma durante la 
diferenciación celular. Además protege a la célula ve
getal . 

De todos los componentes de la pared, es la extensina 
la que mas aumenta cuando la célula sufre heridas o al
gún daño mecánico. El aumento de extensina en la pared 
celular se correlaciona con una detención del crecimien
to celular. 

Las semillas y plántulas de Araucaria araucana, respon
den al estrés de heridas con un aumento de hasta 3 ve
ces el nivel basal de proteínas de pared, en el caso del 
embrión y de 20 veces en el caso del megagametofito. 
Inmunoimpresión de los tejidos de semillas y plántulas , 
en papel de nitrocelulosa, usando anticuerpos policio-
nales obtenidos contra extensina de zanahoria o contra 
la extensina de cubiertas de semillas de soja, revela 
que la expresión de de la protelna depende del tiempo 
de desarrollo y del tejido dañado. 

Las proteínas de pared celular de semillas y plántulas 
de A. araucana, se han caracterizado por electroforesis 
en geles SDS poliacrilamida y catlónica y su composición 
amino acldica se ha determinado.(FONDECYT 0160;AIQ#DPE5542G-
SS-8073-00). 

SIMPOSIO DIFERENCIACIÓN CELULAR EN PLANTAS. 

Coordinadora: Gloria Montenegro 
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ROL DE POLISACARIDOS DE ALMACENAMIENTO EN PARED CELULAR 
DE SEMILLAS. (The role oj storage cell wall 
polysaccharides in seeds ). Dietrich, S_.M.C. instituto 
de Botánica, Caixa Postal 4005-01051 Sao Paulo, S.P. 
Brasil. 

Storage cell wall polysaccharides found in seeds are 
the galactomannans and xyloglucans. Both have been 
shown to be degraded after germination and the enzimes 
responsible for the complete hydrolysis have been 
studied in a few species. 

Galactomannans are potentially important for the 
chemotaxonomy of Leguminosae since their yield and 
mannose: galactose (M:G) ratio vary within subfamilies 
and genera. A survey of galactomannan in seeds of 
tropical Leguminosae indicated that it occurs more 
frequently and in higher amounts in species of the 
subfamily Caesalpinioideae than in Mimosoideae and 
Faboideae. Galactomannans of Caesalpinioideae present 
higher M:G ratio. Considering the evolutive pattern 
accepted for the Leguminosae in which Mimosoideae 
derived from Caesalpinioideae with Faboideae being the 
more evolved subfamily, the data suggest that in the 
course of evolution there was a decrease in 
galactomannan content with an increase in the 
proportion of galactose in the molecules. 
Galactomannans are highly hygroscopic compounds and 
their degree of solubility is inversely proportional to 
the M:G ratio. One could then suggest that the 
increased branching (lower M:G ratio) of galactomannans 
in Faboideae may represent and evolutive adaptation 
providing an enhancement of cell water-potential with 
lesser amounts of the polysaccharide. No correlation 
was found between galactomannan and velocity of seed 
imbibition whereas seeds with high content and high 
M:G ratio imbibed more water per weight. 

Perhaps the role of galactomannans in plant water-
relations would be better envisaged in plants of arid 
zones such as the Brazilian "caatingas" and the deserts. 

1. Aided by FAPESP and CNPq. 

I 

SIMPOSIO MATRIZ EXTRACELULAR 

SÍNTESIS, PUNCIÓN y REGULACIÓN D E L A M A T R I Z 
EXTRACELULAR. (Synthesis, function and regula
tion of the extracellular matrix) . Coordinador: 
Dr. Enrique Brandan, Facultad de Ciencias Bio
lógicas, P. Universidad Católica de Chile. 
Santiago, Chile. 
La matriz extracelular participa en un número de 
funciones celulares en las cuales destacan adhe -
sión, migración, proliferación y regulación de la 
expresión génica. Varios componentes de la matriz 
extracelular han sido aislados destacando en -
tre sus constituyentes, al colágeno, proteogli -
canes y glicoproteínas no-colagenosas como fibra 
nectina y laminina. 
En este simposio, el Dr. A.R. Kornblihtt mos -
trará evidencia de la regulación del gen de f i-
bronectina a través del cAMP y la participación 
de diferentes factores en su expresión. A con
tinuación, el Dr. E. Brandan mostrará líneas 
experimentales en las cuales se evalúan la sin 
tesis y el procesamiento de proteoglicanes de 
heparán rulfato, como el análisis de un modelo 
en el cual se estudia la regulación de la ex -
presión de estos proteoglicanes. Luego, el Dr. 
J.J. Minguell nos mostrará cómo la interacción 
de elementos de la matriz extracelular con cé
lulas troncales hematopoyéticas tiene una gran 
influencia en la diferenciación de éstas. Fi-1 

nalmente, el Dr. C P . Dietrich presentará evi
dencia experimental que indica la importancia 
de las cadenas de glicosaminoglicanes presen -
tes en los proteoglicanes de heparán sulfato, 
las cuales participarían en procesos de recono 
cimiento célula-célula y en el control del cre
cimiento celular. 

Coordinador: Enrique Brandan 

SULFATACIÓN, A S O C I A C I Ó N CELULAR Y E X P R E S I Ó N D E 
PROTEOGLICANES (Sulfation, cellular association 
and expresión of Proteoglycans) . E. Brandan, Fa
cultad Ciencias Biológicas. P. Universidad 
Católica de Chile, Santiago, Chile. 
Los proteoglicanes (PGs) corresponden a un grupo 
de macromoléculas compuestas de una proteína 
central y cadenas de carbohidratos sulfatados, 
llamados glicosaminoglicanes (GAGs). Los PGs se 
encuentran asociados a la superficie celular por 
interacciones hidrofóbicas y/o hidrofílicas, o 
bien están presentes en la matriz extracelular 
interactuando con otros componentes. Diferen
tes funciones biológicas se han atribuido a los 
PGs de manera que es importante determinar los 
eventos moleculares involucrados en su síntesis 
como en la regulación de su expresión. 
Las reacciones de adición y sulfatación de los 
GAGs ocurre exclusivamente en el aparato de Gol
gi. La en2ima responsable de la adición de gru
pos sulfates a la glucosamina presente en los 
GAGs constituyentes de los PGs de heparán sulfato 
( PGHS), corresponde a una glicoproteína cuya act j 
vidad específica está enriquecida en 65.000 ve •* 
ees con respecto al homogeneizado. Los PGHS se en
cuentran asociados al aparato de Golgi a través 
de interacciones hidrofóbicas, mientras que en la 
membrana plasmática se encuentra además una forma 
hidrofílica de éste, existiendo una relación pre 
cursor-producto entre estas dos formas de PG. 
Como modelo para estudiar la regulación de la ex -
presión de PGs hemos evaluado los niveles de sin -
tesis en músculos esqueléticos de rata. Un aumen
to significativo en la síntesis de PGs, se observa 
a los pocos días de producir desnervación. Experi 
mentos en los cuales se ha bloqueado la actividad 
muscular, sugieren que la influencia neural en la 
expresión de PGs musculares es a través de la acti 
vidad muscular. 
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R E G U L A C I Ó N D E L A T R A N S C R I P C I Ó N D E L G E N D E L A F I B R O N E C T I 
N A P O R A M P c E N C É L U L A S D E L A G R A N U L O S A D E L O V A R I O . ( R e g -
u l a t i o n o f f i b r o n e c t i n g e n e t r a n s c r i p t i o n b y c A M P i n 
o v a r y g r a n u l o s a c e l l s ) B e r n a t h . V . A . , M u r o , A . , S a r a ñ a o , 
J . L . y K o r n b l i h t t . A . R . I N G E B I - C O N I C E T , B u e n o s A i r e s , 
A r g e n t i n a . 

L a f i b r o n e c t i n a ( F N ) e s l a p r o t e l n a m e j o r c a r a c t e r i z a 
da d e l a m a t r i z e x t r a c e l u l a r . Un s o l o g e n d a o r i g e n a 
v e i n t e p o l i p é p t i d o s d i f e r e n t e s p o r un c o m p l i c a d o m e c a n U 
mo d e p r o c e s a m i e n t o a l t e r n a t i v o d e l m R N A . L o s f e n ó m e n o s 
d e a d h e r e n c i a y m i g r a c i ó n c e l u l a r e s r e l a c i o n a d o s c o n e l 
d e s a r r o l l o e m b r i o n a r i o , l a d i f e r e n c i a c i ó n y e l c á n c e r 
d e p e n d e n en g r a n p a r t e d e l a i n t e r a c c i ó n d e l a F N c o n su 
r e c e p t o r c e l u l a r ( i n t e g r i n a ) . 

L a s í n t e s i s d e F N e s m a r c a d a m e n t e i n h i b i d a p o r F S H , 
f o r s k o l i n a y A M P c , e n u n a l i n e a d e c é l u l a s d e l a g r a n u 
l o s a b o v i n a e s t a b l e c i d a e n n u e s t r o l a b o r a t o r i o . L a s g o -
n a d o t r o p i n a s ( F S H y L H ) p r o m u e v e n l a d i f e r e n c i a c i ó n d e 
l a s c é l u l a s d e l a g r a n u l o s a d u r a n t e l a m a d u r a c i ó n d e l f o 
l í c u l o , a c t i v a n d o l a s í n t e s i s d e e s t r ó g e n o s . E l e f e c t o 
d e l AMPc s o b r e l a F N e s m á x i m o a l a s 4 8 l is y e s c o n s e 
c u e n c i a d e u n a d r a m á t i c a r e d u c c i ó n d e l o s n i v e l e s d e mRNA 
d e F N , l a c u a l d e p e n d e d e l a s í n t e s i s d e p r o t e í n a s . E l 
a n á l i s i s i n v i t r o d e l a i n t e r a c c i ó n d e f a c t o r e s d e t r a n s 
c r i p c i ó n c o n l a r e g i ó n p r o m o t o r a d e l g e n d e l a F N r e v e l a 
q u e e x i s t e n d i f e r e n c i a s e s p e c i f i c a s d e t e j i d o s : m i e n t r a s 
e x t r a c t o s d e g r a n u l o s a s ó l o t i e n e n f a c t o r e s q u e r e c o n o 
c e n l o s e l e m e n t o s p r o x i m a l e s C R E ( c y c l i c AMP r e c o g n i t i o n 
e l e m e n t ) y S P 1 , e x t r a c t o s d e h í g a d o t i e n e n T a c t o r e s q u e 
r e c o n o c e n l o s e l e m e n t o s C R E , C A A T , S P 1 y A P 2 . L a d e m o s 
t r a c i ó n d e i n t e r a c c i o n e s p r o t e l n a - p r o t e l n a e n t r e l o s f a c 
t o r e s q u e r e c o n o c e n C R E y C A A T , a s í como e l h a l l a z g o d e 
d i s t i n t o s t i p o s d e i n t e r a c c i ó n D N A - p r o t e í n a e n t r e e l e l e 
m e n t o C R E y su f a c t o r , n o s p e r m i t e n d e f i n i r l o s m e c a n i s 
mos m o l e c u l a r e s d e l r o l i n h i b i t o r i o d e l A M P c , c o m p a r á n 
d o l o s c o n l o s q u e m e d i a n e l y a b i e n d o c u m e n t a d o r o l a c 
t i v a d o r t r a n s c r i p c i o n a l d e l A M P c e n o t r o s g e n e s d e maiM 
f e r o s . 

HEMATOPOYESIS: ROL DE MATRIZ EXTRACELULAR. (Role of ex-
tracellular matrix components in hemopoiesis). 
Hinguell, J.J. Unidad de Biología Celular. INTA. 
Universidad de Chile. Santiago, Chile. 

La comprensión del proceso hematopoyético ha sido 
facilitada por la disponibilidad de sistemas de 
cultivo de médula ósea (long-term cultures) como 
asimismo de varias líneas celulares con característi
cas tanto de precursores hematopoyéticos como de 
fenotipos de estroma. La mediación de elementos 
de estroma en la regulación de la hematopoyesis 
ha sido ampliamente establecida, • sin embargo, los 
mecanismos involucrados aún no están aclarados. 
Factores de crecimiento (FC) como 11-3, GM-CSF, 
G-CSF y rt-CSF al igual que moléculas de matriz 
extracelular (ME) como glicoproteínas, proteoglicanos 
(PG) y colágeno claramente tienen un rol en la 
hematopoyesis. 

Líneas celulares hematopoyéticas equivalentes 
a progenitores del tipo CFU-G/M sintetizan y exponen 
PG de condroitin sulfato asociados a la membrana. 
Estas moléculas permiten la adhesión del progenitor, 
vía fibronectina, a células de estroma. El recambio 
o procesamiento de PG parece ser instrumental para 
el ulterior inicio de procesos de proliferación 
y diferenciación de la célula troncal. En estos 
eventos, otros compuestos de ME (glicoproteínas 
y proteoglicanos) unen FC (11-3 y GM-CSF) y los 
"presentan" a receptores de la célula progenitura.-
De este modo la adecuada organización en el espacio 
y en el tiempo de células de estroma y sus productos, 
rtE y FC, genera microambientes en los cuales la 
célula troncal hematopoyética se aloja, se autoreplica 
y se diferencia a los diferentes linajes hematopoyéti
cos. 

H E P A R A N S U L F A T O S : E S T R U C T U R A , B I O S I N T E S I S Y A T I V I D A D 
B I O L Ó G I C A . ( H e p a r a n s u l f a t e s : S t r u c t u r e , B i o s y n t h e s l s 
a n d B i o l ó g i c a ! a c t i v l t y ) . D i e t r i c h , C . P . , N a d e r , H . B . , 
M o r a e s , C . T . , O l i v e i r a , F . W . , J e r ó n i m o , S . M . B . , ~ T e r -
r e i r a , T . M . P . C a n d C h a y a n t e , S . D e p a r t a m e n t o d e B i o 
q u í m i c a , L s c o l a T a u l i s t a d e M e o T c i n a , S a o P a u l o . S . P . 
B r a s i l . 

We n a v e p r e v i o u s l y s h o w n t h a t h e p a r a n s u l f a t e s a r e 
u b i q u i t o u s c o m p o n e n t s o f m e m b r a n e s a n d e x t r a c e l l u l a r 
m a t r i c e s o f c e l l s i n c u l t u r e a n d v e r t é b r a t e a n d 
i n v e r t e b r a t e t i s s u e s a n d a l s o e x h i b i t a p e c u l i a r 
s t r u c t u r a l v a r i a b i l i t y . H e p a r a n s u l f a t e i s c o m p o s e d o f 
f o u r d i s a c c h a r i d e u n i t s made o f g l u c o s a m i n e a n d 
g l u c u r o n i c a c i d . T h e g l u c o s a m i n e i s e i t h e r N -
a c e t y l a t e d o r N - s u l f a t e d a n d a l s o may c o n t a i n a 
s u l f a t e a t t h e C - 6 p o s i t i o n o f t h e h e x o s a m i n e m o i e t y . 
T h e p r o p o r t i o n o f t h e s e f o u r u n i t s as w e l l as t h e 
m o l e c u l a r w e i g h t o f t h e s e c o m p o u n d s v a r y a c c o r d i n g t o 
t h e t i s s u e a n d s p e c i e s o f o r i g i n . E a c h t i s s u e 
c o n t a i n s a s p e c i f i c h e p a r a n s u l f a t e w h i c h i s 
s y n t h e s i z e d i n t h e e m b r i o n a r y d e v e l o p m e n t d u r i n g t h e 
c i t o d i f f e r e n t i a t i o n s t a g e a n d w h o s e p r o p o r t i o n o f t h e 
f o u r d i s a c c h a r i d e u n i t s r e m a i n s u n c h a n g e d u n t i l t h e 
c o m p l e t e d e v e l o p m e n t o f t h e s p e c i e s . I n h i b i t i o n o f t h e 
s y n t h e s i s o f h e p a r a n s u l f a t e b y s e l e n a t e a r r e s t s 
g r o w t h o f e n d o t h e l l a l c e l l s i n c u l t u r e a n d i n h i b i t s 
m o l t i n g o f t h e i n s e c t R h o d n l u s p r o l l x u s . A l t h o u g h 1 n 
s m a l l a m o u n t s , t h e h e p a r a n s u l f a t e s y n t h e s i z e d i n t h e 
p r e s e n c e o f s e l e n a t e , h a s t h e same s t r u c t u r e o f t h e 
o n e s y n t h e s i z e d b y c o n t r o l c e l l s . T h i s i m p l i e s t h a t 
t h e s u l f a t i o n i s a n e c e s s a r y s t e p f o r c h a l n 
p o l y m e r i z a t i o n . A l l t h e r e s u l t s o b t a i n e d s o f a r 
s u g g e s t s t h a t h e p a r a n s u l f a t e s a r e i n v o l v e d i n c e l l -
c e l l r e c o g n i t i o n p r o c e s s e s ( i n d e p e n d e n t f r o m 
f i b r o n e c t i n a n d l a m i n i n ) a n d i n t h e c o n t r o l o f c e l l 
g r o w t h . 

( A i d e d b y g r a n t s f r o m F I N E P , C N P q a n d F A P E S P , B r a s i l ) 
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SIMPOSIO ORGANIZACIÓN FUNCIONAL DEL NÚCLEO 

Coordinador: Raúl Fernández 

S I M P O S I O u l f l A J l z A C I O N rUKCIMU O H . MCLIO (Funotlanal 
organization of the Nucleus). Fernández-Donoso R. . Depto. de 
Biología Celular y Genética, Facultad de Medicina, Universidad de 
Chile. 

Estudios paleontológicos y de evidencias fós i les sugieren que 
los eucariontes emergieron hace unos 1.600 s i l lones de anos, 
probableaente a partir de bacterias desprovistas de pared celular 
y que habrían desarrollado un cltoesqueleto rudimentario. Desde 
esta fase Inicial de la evolución del núcleo hasta alcanzar la 
complejidad del sistema nuclear de los animales y plantas 
superiores, debió Irse produciendo gradualmente: 1. la aparición 
de la envoltura nuclear probablemente a partir de la membrana 
plasiática bacteriana 2. el desarrollo de un nuclecesqueleto 
proteico y de un sistema de sedales de Intercambio núcleo 
cltoplasmátlco 3. la aparición de la mltosls y de cromosomas 
lineales provistos de centrósero, te lameros, nucleosamas y 
replicones múltiples y 4. la aparición de la melosis y del 
complejo slnaptonémlco. 

Mace tal vez unos 900 millones de altos, la arquitectura y 
organización supramolecular del núcleo habría alcanzado 
características semejantes a las actuales. Desde un punto de vista 
his tór ico, se puede considerar al núcleo como un compartimiento 
celular que ha venido conservando y trasmitiendo fielmente la 
Información genética a través de generaciones celulares y de 
organismos. Paradojalaente, el mismo sistema nuclear ha 
garantizado la variabilidad individual y la diversidad evolutiva 
en las poblaciones naturales y especies. 

Teniendo en cuenta el contexto reseñado, en este Simposio 
analizaremos la estructura y funcionalidad de la envoltura nuclear 
y de los complejos de poro. Trascendiendo el nivel puramente 
celular, estudiaremos las consecuencias de las Interacciones 
IMA-protelnas nucleares en el apareamiento, recombinación y 
segregación croaosóalcas, asi como su participación en la génesis 
de asociaciones reiteradas entre bivalentes meloticos. Finalmente, 
analizaremos la evolución de determinados segmentos del DNA que 
están involucrados en el or igen y propagación de la 
heterocromatlna. 

U S PROBABILIDADES DE ASOCIACIÓN DE LOS BIVALENTES MJCLHMI8S EN 

EL ESPERMTOCITO HIMNO (Probabl l l t )es of association betveen 

nucleolar bivalente ln human spermatocytes). Fernández-Donoso 8 . . 

Depto. de Biología Celular y Genética, Facultad de Medicina, 

Universidad de Chile. 

Se ha postulado que durante la profase de la melosis las 
asociaciones entre los bivalentes nucleolares no ocurren al azar y 
que se producen debido a la atracción de la heterocromatlna 
presente en sus brazos cortos y/o por la formación de nucléolos 
comunes entre dos o mis bivalentes. Con el proposito de dilucidar 
las restricciones que al simple azar deberla Imponer la particular 
arquitectura del núcleo del meloclto, se real izó un estudio 
probabillstlco que consideró las Interacciones entre los teloneros 
de los bivalentes con el área total AT y con áreas restringidas AB 
de la envoltura nuclear. Las probabilidades se calcularon a través 
de una derivación de la formula de Fel ler para la distribución de 
partículas homogéneas en espacios discretos. Las probabilidades 
esperadas ESP-AT y ESP-AB para cada clase de espermatocito según 
la combinatoria de asociaciones SPTS, fueron las siguientes: 

SPTR ESP-AT ESP-AB 

5000000 0,00 0,04 

4100000 0,00 1,24 

3200000 0,00 2,50 

3110000 0,12 12,50 

2210000 0,18 18,74 

2111000 10,60 49,99 

1111100 89,10 14,9» 

Se compararon ESP-AT y ESP-AB con las frecuencias de asociaciones 
en reconstrucciones 3-0 de serles ópticas de 60 espermatocltos en 
paqulteno. Se encontró que los valores de ESP-AB se ajustan a las 
frecuencias observadas. Estos resultados sugieren que las 
asociaciones entre bivalentes nucleolares podrían ocurrir al azar 
en un ámbito restringido del núcleo, el cual correspondería al 
espacio en el que se organiza el couquet. 

Proyecto Pondecyt 1194 y Proyecto D . T . I . B2686. 

ORGANIZACIÓN FUNCIONAL DEL NUCLÉOLO (Functlonal organization of 

the nucleolus). Benavente. ft. Institute of Zoology I , University 

of ifurzburg, 8700 Vurzburg, FRG. 

El microscopio electrónico permite identificar tres 
componentes en el nucléolo: a ) los centros f ib r l l a res , b) el 
componente f ib r l l a r denso y c ) el componente granular. Estudios 
previos, basados en técnicas de autoradiografla, sugieren que la 
transcripción del DNA rlbosomal (rDNA) tiene lugar en el 
componente f ib r l l a r denso, mientras que en el componenete granular 
tendría lugar el procesamiento y empaquetado de las partículas 
prerlbosomales. Sin embargo, estudios posteriores con técnicas 
Inmunocltoquimicas han permitido localizar a la UNA pollmerasa I 
( l a enzima responsable de la t ranscr ipción del rDNA), 
exclusivamente, en los centros f ib r l l a res , sugiriendo que la 
transcripción tiene lugar en dicho componente ( 1 ) . Recientemente, 
hemos iniciado una serie de experimentos cuyo objetivo es el 
estudio del rol funcional de los componentes nucleolares, 
utilizando técnicas de mlcrolnyecclón de anticuerpos ( 2 ) . 
Mediante esta técnica es posible Interfer i r , selectivamente, en la 
función de una proteina nucleolar por vez. Las alteraciones en la 
organización funcional del nucléolo, Inducidas mediante este 
procedimiento, pueden ser evidenciadas con la ayuda de técnicas 
inmunocltoquimicas, au to r rad lográ f leas y de microscopía 
electrónica. Se presentarán los resultados de estos estudios, los 
que serán discutidos a la luz de los conceptos corrientes sobre la 
estructura y función nucleolar. 

( 1 ) Scheer U & Rose ZM: PNAS 61,1431 (1984). 

( 2 ) Benavente P. et a l : J Cell Blol 105, 1483 (1987): 

Chramosoma 97, 115 (1988): 

Exp Cell Res 178, 518 (1988). 

MECANISMOS DE APAREAMIENTO Y RECOMBINACIÓN EN LOS 
CROMOSOMAS SEXUALES. (Mechanisms of pal ring and 
recombinatlon in sex chromosomes). Solar 1. A,. J. Cen
tro de Investigaciones en Reproducción, Facultad de 
Medicina, Universidad de Buenos Aires. 
Los cromosomas sexuales heteromórficos han surgido 
repetidamente en grupos zoológicos en los que una 
estabilidad adicional del sexo genotíplco es ventajo
sa. Hay un patrón general en la conducta meiótica de 
los cromosomas sexuales heteromórficos, ya sea de 
machos XY en mamíferos como de hembras ZW de aves. En 
los pares XY de mamíferos hay regularmente una 
sinapsls parcial demostrable por el complejo sinapto-
némico (Solari, 1974). Además existe un nodulo de re
combinación (NR) localizado cerca de los extremos 
apareados (Solar!, 1987). La reglón seudoautosóaica 
definida por sondas de ADN se equivale a la mitad 
distal de la región sinaptlca del par XY humano (en 
promedio 0,4 pa), aproximadamente 50% del brazo cor
to del Y humano , o 5 Mb de ADN. En la gallina hay 
regularmente slnapsis parcial entre el Z y el W, con 
la formación de un NR localizado a 0,65 f»m del 
extremo. La localización del NR no depende de la 
integridad del cromosoma Z, quedando localizado en 
igual posición en las traslocaciones Z-autosoma (So-
lari et al., 1988). Por consiguiente, el patrón gene
ral meiótico de los pares heteromórficos comprende la 
slnapsis regular, con zonas homologas y no homolo
gas, más la presencia de señales (región "callen
te") para una recombinación localizada. Las conduc
tas excepcionales de los pares XY de marsupiales y de 
Psammomys sugieren la presencia de patrones secunda
rios alternativos. La heteropicnosis propia del par 
XY de los mamíferos podría ser regulada separadamen
te y está relacionada con la viabilidad del meiocito 
en las hembras excepcionales de Akodon azarae. 
(Apoyado por CON1CET y F. Antorchas). 
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LA VARIACIÓN DEL DNA ALTAMENTE REPETIDO A NIVEL 
INTRA E INTERESPECIFICO. (Inter-and intraespecific 
variation of the highly repeated DNA). Bianchi. 
N.O. IMBICE, C.C. 403, 1900 La Plata, Argentina. 

La heterocromatina está formada por secuencias 
cortas de ADN, altamente o moderadamente repetidas, 
y agrupadas en áreas restringidas de Los cromosomas. 
En el ADN repetido que forma la heterocromatina 
existen sitios de reconocimiento para enzimas de 
restricción. Por tal motivo, cuando se digieren 
los cromosomas con enzimas de restricción del tipo 
de las denominadas "cortadoras frecuentes" se produce 
una extracción del ADN cromosómico, y se induce 
un bandeo que permite cuantificar la frecuencia 
aproximada de los sitios de restricción. Este método 
se empleó para evaluar la frecuencia de sitios de 
reconocimiento Alul, HaelII, Hinfl, Mbol, Ddel y 
Rsal en la heterocromatina de individuos 
pertenecientes a especies filogenéticamente cercanas, 
y en individuos pertenecientes a una misma especie. 
Los resultados obtenidos muestran una marcada 
variabilidad en la frecuencia de los sitios de 
reconocimiento de las endonucleasas antes mencionadas 
a nivel interespecífico, interindividual y también 
en los cromosomas de un mismo individuo. Estos 
hallazgos permiten realizar inferencias acerca del 
mecanismo de origen de la heterocromatina y acerca 
de su nivel mutacional. 

LA ENVOLTURA NUCLEAR. ESTRUCTURA Y FUNCIONAMIENTO DE 
LOS COMPLEJOS DE PORO. (The Nuclear Envelope. Structure and 
Fundían of Pare Complexas). Benrfos. M. Department of 
Pharmacologlcal Science», Schoal ot Medicine, Sute University of 
New York at Stony Brook, Stony Brook, New York 11794-8651, U.S.A. 
Complejo* de poro son estructuras supramacromoleculares que 
forman canales entre el núcleo y el citoplasma de células eucariótlcas. 
Varias publicaciones Indican que estos organelos están implicados en 
la regulación del tráfico de macromoleculas a través de la envoltura 
nuclear. Estructuralmente, cada complejo de poro tiene dos anillos 
paralelos compuestos de ocho subunidades anulares. Uno de ellos 
está expuesto al nucleoplasma y el otro al citoplasma. Interpuesta 
entre estos dos anillos hay una estructura cilindrica que define el 
canal del complejo de poro. Estudios de mlcroinyecclón celular 
sugieren que este canal tiene un diámetro máximo de difusión pasiva 
de alrededor de 8 nm. Sin embargo, poros nucleares pueden 
transportar macromoleculas substanclalmente más grandes; el 
Importe de proteínas más grandes que 70 kD es aparentemente 
especifico y requiere energía. Varios pollpéptldos han sido 
localizados en el complejo de poro. Entre estos hay glicoproteínas, 
algunas de las cuales contienen una nueva variedad de enlace 
glicosfdico. La localización hlstoqulmlc* de una actividad ATPásIca 
aparentemente asociada con el poro nuclear, asi como la evidencia 
reciente en cuanto a requisitos energéticos para el Importe de 
proteínas especificas in vitro han resultado en un considerable interés 
en caracterizar las ATPasas asociadas con el complejo de poro. 
Nosotros hemos comunicado previamente la identificación de un 
pollpéptldo de alta masa molecular con actividad ATPásIca asoclsdo 
con tracciones enriquecidas en envolturas nucleares. Este pollpéptldo 
está relacionado con la cadena pesada de mloslna y ha sido 
localizado jn sttu en poros nucleares usando anticuerpos conjugados 
con oro coloidal y microacopfa electrónica de transmisión. 
Basándonos en estas observaciones, hemos propuesto un modelo en 
el cual las moléculas de mloslna serían componentes de los 
complejos de poro. Observaciones preliminares usando anticuerpos 
conjugados con oro coloidal indican que las cadenas livianas de 
mloslna también están asociadas con los complejos de porp. Esta 
reciente observación da apoyo adicional a la noción que moléculas 
de mloslna son componentes tanto estructurales como funcionales en 
poros nucleares. 

SIMPOSIO INTERACCIONES GAMETICAS 

Coordinador: Claudio Barros 

INTERACCIONES GAMETICAS EN ANIMALES (Gamete inter-
actions in animáis) Barros, C. Laboratorio de 
Embriología, Facultad de Ciencias Biológicas, P. 
Universidad Católica de Chile. 
Se puede considerar que la fecundación es el punto 
límite entre la vida y la muerte. Si el ovocito es 
fecundado este se activa y se inicia el desarrollo 
que lleva a la formación de un nuevo individuo. En 
tanto que si no es fecundado este degenera y muere. 
En esta interacción la superficie de los gametos es 
de primordial importancia para establecer su 
reconocimiento y posterior formación del cigoto. Las 
presentaciones de los Drs. Esponda y Cabada abordarán 
esta problemática asociada a las glicoproteínas de 
superficie del espermatozoide y de las cubiertas 
vitelinas. En la mayor parte de las especies el 
espermatozoide debe experimentar la reacción del 
acrosoma como un prerequisito para atravesar las 
cubiertas ovocitarias durante la fecundación especto 
que sera discutido en los anfibios por el Dr. Cabada. 
La Dra. Cuasnicu discutirá el mecanismo de inducción 
de la reacción del acrosoma en mamíferos, y la par
ticipación del ambiente oviductal en la fase final de 
la capacitación y proveer así un mecanismo autónomo 
para la reacción acrosómica. El éxito de la fecun
dación requiere de la internalización del núcleo del 
espermatozoide así como de movimientos de los pronú
cleos al centro del huevo los que son mediados por 
elementos del citoesqueleto, aspectos que serán dis
cutidos por el Dr. Schatten. Finalmente los conoci
mientos adquiridos con el estudio de la fecundación se 
ha traducido en su aplicación a la reproducción humana 
a través de la fecundación extracorpórea planteando 
importantes interrogantes las que serán discutidas por 
el Dr. Austin, codescubridor del fenómeno de la capa
citación espermática y por decir así "padre de la 
fecundación in vitro". 

Simposium "GAMETE INTERACTIONS IN ANMALS» 

THE SIGNIFICANTE 0F FERTILIZATION. Austin, C.R. 
47 Dixon Road, Buderim, Q. 4556, Australia. 
The fertilization of a human egg, often thought of as 
initiating the life of a person, is in reality but the 
beginning of a beginning for one or more individuáis. 
VJhile pronuclear fusión establishes a diploid genome, 
this is at first a structural entity without function. 
No significant RNA synthesis occurs between germinal 
vesicle breakdown and early cleavage, and in fact 
embryonic genes do not begin to find expression until 
about the 4-- to 8-cell stage. Gene expression then 
progressively spreads throughout the genome, during 
prenatal development and beyond. The progressive 
nature is well shown in the early mouse embryo by the 
widening range of energy sources utilizable, by the 
rising levéis of glycogen storage and by the increasing 
uptake of nucleic acids and protein precursors. While 
HCG-p RNA is transcribed in human embryos about 2 days 
after fertilization, it is not expressed until the 6-
to 8-cell stage. Cleavage in the human embryo up to 
the 16-cell stage is not linked to physical or 
functional integration, each cell being inherently 
capable of giving rise to an entire person (together 
with a complex of placental structures); alternatively, 
cells from sepárate embryos on being brought together 
can jointly lead to the establishment of a chimeric 
individual. Multiplicity can also origínate later, the 
primitive streak stage being the normal time for 
ioonozygotic twinning. Only when that stage has passed 
does true individual!ty exist, for (excluding anomalies) 
just one person can now eventuate. The gene-transfer 
function of fertilization can be replaced or augmented 
by intranuclear or intra-blastocyst gene injection, or 
by the use of teratocarcinoma or embryo-stem cells. 
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Egg-mediated motility during fertilization. Schatten, 
G., Wrlght, S., Holy, J., Thompson-Coffe, C., Simerly, 
C., and Schatten, IMR, Univ. of Wisconsin, U.S.A. 

The successful consummation of fertilization 
requires motility effected by the oocyte cytoskeleton. 
The required movements include the translocation of the 
sperm from the oocyte's surface into the cytoplasm as 
well as the migrations of the pronuclei leading to 
their apposition at the oocyte center. By the use of 
microinjected derivatized-tubulin (biotinylated-tubulin 
and Xrhodamine-tubulin), questions will be posed about 
the dynamics of microtubules at mammalian fertilization 
Since the unfertilized oocyte is arrested at metaphase, 
questions will be posed as to whether the microtubules 
in this quiescent cell are inactive or dynaraic. Since 
other cell types sepárate various classes .of 
microtubules by post-translational modifications of 
a-tubulin, the spatial and temporal patterns of 
microtubule acetylation and detyrosination during 
mouse fertilization will be described. Microtubules are 
nucleated in vivo by the centrosome, the cell's 
microtubule organizing center (MTOC). The behavior of 
this structure during fertilization is unlike that 
predicted from studies in lower systems and has raised 
the hypothesis that the centrosome is maternally 
inherited in mammals, in contrast to the paternal 
pattern found in most all other animáis. In vitro 
evidence suggests that the kinetochore actively 
translocates the chromosomes into alignment at the 
metaphase píate during prometaphase (congression), and 
also is responsible for the separation of the 
chromosomes at anaphase (anaphase A). Since the 
mammalian oocyte is arrested at metaphase, the activity 
of the kinetochore can be explored with unrivaled 
synchrony by microinjection of antibodies specific for 
kinetochore proteins. These studies reinforce the 
lmportance of studying mammalian fertilization in order 
to genérate a full appreciation of the cellular and 
molecular basis of reproduction in mammalians. 

MECHANISM OF MAMMALIAN ACROSOME REACTION 
INDUCTION WITH ESPECIAL REFERENCE TO THE 
PROCESS OF SPERM CAPACITATION. Cuasnicu, P.S. and 
Bedford, J.M. Cornell University, New York, USA. 

Spermatozoa of all eutherian mammals studied up to date 
must undergo a process of capacitation in the female 
tract before they become capable of fertilizing an egg. 
This functional change allows the spermatozoa to undergo 
the acrosome reaction (AR) which enables it to fuse with 
the oolema. It has long been known that a component in 
the egg coat may stimulate the AR in invertebrates. The 
probability exists however, that this may not be so for 
eutherian mammals. This question which is central to a 
better understanding of the mechanisms of mammalian 
fertilization is nonetheless controversia!. Some 
investigators have concluded that it is the interaction 
with the zona pellucida (ZP) that specifically induces the 
AR, while others have observed that the reaction occurs 
before the zona is reached. Recent experiments in 
which-zona free hámster eggs were transferred into the 
tubal ampulla of previously inseminated females, 
demónstrate that a functional AR in vivo requtre no 
interaction with the ZP ñor with other products of 
ovulation (Cuasnicu and Bedford, 1988) adding weight to 
the possibility that capacitation may provide a means of 
autonomous regulation of the AR. Since completion of 
capacitation may limit the fertile Ufe of sperm therafter, 
it seems logical that sperm become fully capacitated near 
the site of fertilization. ln this regard, experiments in 
which the capacitation potential of the uterus and lower 
(isthmus) and upper (ampulla) región of the oviduct was 
explored suggest that the ampullary environment might 
provide the final element that completes capacitation 
(Cuasnicu and Bedford, submmitted). Such an arrangement 
would be clearly beneficial for the phase of sperm storage 
that takes place in the isthmus, particularly in species 
where the interval between insemination and ovulation is 
often prolonged. 

GLICOPROTEINAS DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA EN 
ESPERMATOZOIDES ANIMALES. (Plasma membrane 
glycoproteins in animal spermatozoa) . Esponda, 
P. Centro de Investigaciones Biológicas, 
CSIC. Velázquez, 144. 28006-Madrid, España. 

Una serie de experimentos han demostrado 
que ciertas glicoproteínaé (GP) presentes 
en la membrana del espermatozoide de mamíferos 
participan en fenómenos que ocurren antes y 
durante la fecundación. En la mayoría de 
estos estudios las GP se han analizado cuali
tativamente; pero últimamente se han desarro
llado métodos, mediante ensayos en fase sóli
da, que han permitido la obtención de datos 
cuantitativos respecto a los cambios que ocu
rren en el espermatozoide durante su paso 
por los tractos genitales. Sin embargo, el 
análisis comparativo revela que probablemente 
existen GP que poseen otras funciones aún no 
dilucidadas. En mamíferos, aves, reptiles y 
peces eslasmobramquios, la membrana que tapiza 
el área acrosomal es la zona más rica en 
GP con carbohidratos terminales del tipc 
•<-D-Manosa, •< -L-Fucosa y ácido neuramínico; 
este hecho es llamativo en marsupiales donde 
el acrosoma presenta una ubicación lateral, 
y también en algunos invertebrados indepen
dientemente de la forma y tamaño del acrosoma. 
Los peces téleosteos configuran un caso espe
cial dado que el acrosoma está ausente y 
varias GP son abundantes en toda la superficie 
de la cabeza del gameto. Cuando se analizan 
estos datos en relación con los mecanismos 
de fecundación y con los fenómenos que ocurren 
en el espermatozoide durante su paso por 
los tractos genitales, se esboza la idea 
de que algunas de estas GP podrían actuar 
como protectoras del acrosoma. 

FECUNDACIÓN EN ANFIBIOS. (Amphibian fertilization). 
Cabacta, M.O. Área Biología, Departamento de Ciencias 
Biológicas, Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farma
céuticas, Universidad Nacional de Rosario, R. Argenti
na. 

En el acrosoma de los espermatozoides de algunos 
Anfibios Anuros se han encontrado enzimas tales como 
proteasas y glicosidasas. Las mismas son activas fren_ 
te a las cubiertas vitelinas (CV) y al cortex de los 
ovocitos, los que al ser puestos en presencia de un 
crudo enzimático evidencian en primer lugar un "arruga 
miento" del hemisferio animal, observándose luego pau
latinos desprendimientos de trozos de CV, llegando 
hasta la desaparición de la misma. En la membrana 
plasmática subyacente se observa una disminución en 
el numero y tamaño de las microvellosidades. En el 
correspondiente hemisferio vegetativo no se observan 
estas modificaciones. El pasaje de los espermatozoi
des a través de la CV está mediado por la actividad 
de estas enzimas y por la presencia de algunos restos 
glicosídicos en la CV: la incubación de ovocitos con 
lectinas (concanavalina A, fitohemoaglutinina, de ger
men de trigo, etc.), determina la no fecundación de 
los mismos. Por otra parte, la incubación de los es
permatozoides con las glicoproteínas que difunden de 
las CV aisladas, inhiben la capacidad fecundante de 
los mismos. En este ultimo caso es la fracción glico 
sídica la responsable de la actividad biológica. La 
activación de los ovocitos impide la poliespermia me
diante un mecanismo que implica, en parte, la modifi
cación de la sensibilidad de la CV a las enzimas acro-
somales. Ello es debido a la interacción de la CV 
con el producto que eliminan los granulos corticales 
de los ovocitos durante la activación. 
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SIMPOSIO METABOLISMO CELULAR DE ÁCIDOS GRASOS Y COLESTEROL 

IDENTIFICACION DE ACETATO LIBRE COMO EL 
PRODUCTO DEL ACETIL-CoA GENERADO POR LA fi-
OXIDACIÓN PEROXISOMAL EN HEPATOCITOS. 
F.Leighton (*) yfi.Bergseth (+ > {*) Dep. de 
Biol. Celular, U.Católica de Chile e (+) 
Instituto de Bioquímica Médica, U.de Oslo. 

Se ha propuesto que el acetil CoA generado en 
peroxisomas sale del organelo como acetil-
carnitina para luego entrar a la mitocondria 
e incorporarse al "pool" de acetato. Este 
acetato, en condiciones cetogénicas, sería 
precursor de cuerpos cetónicos. Para evaluar 
esta proposición, estudiamos la B-oxidación 
de ácidos grasos y de ácidos dicarboxílieos 
en hepatocitos de ratas, con o sin prolifera
ción peroxisomal. La oxidación peroxisomal 
se detectó como producción de H 20 2 y la oxi-
dación mitocondrial, como producción de cuer
pos cetónicos. Encontramos que no se produ
cen cantidades significativas de acetil-
carnitina y que ésta tampoco es un precursor 
cetogénico al agregarla exógenamente. Los 
ácidos dicarboxilicos son sustratos peroxiso-
males (J.Biol.Chem.264:10347,1989) y no son 
cetogénicos. La búsqueda de productos alter
nativos a la acetil-carnitina nos 1levó a 
identificar al acetato libre como el producto 
principal derivado del acetil-CoA generado en 
peroxisomas. Para esto real izamos observa
ciones empleando diferentes sustratos y ais
lamos productos radiactivos de sustratos 
marcados. Nuestra conclusión es que bajo 
condiciones de oxidación de ácidos grasos, la 
fl-oxidación mitocondrial lleva a cetogénesis, 
y la fl-oxidación peroxisomal a acetogénesis. 
Este hallazgo puede permitirnos detectar y 
medir la B-oxidación peroxisomal en animal 
entero. (UNDP CHI/88/017 ; FONDECYT 250/88) 

Coordinador: Federico Leighton 

EFECTO DEL COLESTEBOL SOBRE LA COMPOSICIÓN NICROSOMAL 
HEPÁTICA Y SUS PROPIEDADES BIOFÍSICAS Y ENZIMATICAS 
R.R.Brenner, Instituto de Investigaciones Bioquímicas 
de La Plata, Fac.de Cs.Médicas, 6 0 y 1 2 0 , ( 1 9 0 0 ) La 
Plata, Argentina. 

El coleBterol es un iaportante constituyente de las 
membranas. En los microsoaas el contenido de 
colesterol es modificado por la dieta. Se estudió en 
cobayos el efecto del colesterol sobre las propiedades 
físicas de la membrana y el comportamiento cinético de 
la UDP-glucuronil transferaaa in vivo o in vitro. El 
colesterol a temperatura aabiente rigidiza los lípidos 
generales de la aeabrana aicrososomal y aodifica la 
cinética de la UDP-glucuronil transferaaa. Disminuye 
los 4 Kbb, ausenta la Vaax y el coeficiente de Hill 
llevando la reacción de no aicaeliana a aicaeliana. 
Son cambios reversibles, producidos aparenteaente por 
aodificaeion del estado físico de los lípidos del 
entorno de la enzima. Mientras el colesterol dietario 
no modifica durante 2 1 días la composición de Iob 
ácidos grasos de los microsoaas hepáticos en el 
cobayo, los altera en la rata aumentando las 
relaciones 1 6 : 1 / 1 8 : 0 y disminuyendo la 2 0 : 4 / 1 8 : 2 . 

Dichas alteraciones son consecuencia de los aumentos 
de la A 9 desaturasa y dis-ainución de la A 6 y A 5 
desaturasa. Tí8tos resultados in vivo son antagónicos 
a los obtenidos in vitro para las A 6 y A 5 
desaturasas y parecen ser debidoB a un aumento de la 
fosfatidilcolina in vivo. Habría también un efecto 
viscotrópico sobre la A 9 desaturasa. La 
administración de B-sitosterol ( 6 0 X ) y campesterol 
( 4 0 % ) a la rata incorpora ambos esteróles en los 
sicrosomas pero no aumenta la fosfatidilcolina. Se 
produce disminución de fluidez y aumento de las tres 
A 9, A 6 y A 5 desaturasa», indicando una regulación 
viscotrópica. 

METABOLISM ANAD METABOLIC EFFECTS OF 
HYPOLIPEMIC LONG CHAIN ALKYLTMlOACETIC ACIDS 
(3 THIA FATTY ACIDS). Jon Bremer and Rolf K. 
Berge, Institute of Medical Biochemistry, 
University of Oslo, Norway. 

Tetrade«ylthioacetic acid lowers blood 
cholesterol and blood triacylglycérol when 
fed to rats (about 50% with a dose of 150 mg 
x Kg body weight"1 x day - 1) . A series of fatty 
acid metabolizing enzymes are induced in the 
liver, such as acyl-CoA synthetase, 
peroxisomal B-oxidation, fatty acid CO-
hydroxylation, acyl-CoA hydrolase(s), 
carnitine palmitoyltranaferase II. 
The 3-thia fatty acida are non-B-oxidizable, 
but they are metabolized by W-hydroxylation 
followed by peroxisomal B-oxidation from the 
t-O-end. Thus, they induce their own 
oxidation. The sulfur atoa is oxidized to 
sulfoxide. The main metabolites found in the 
uriñe are carboxypropylsulfoxyacetic acid and 
the symetric thiodiglycolic acid sulfoxide. 
In isolated hepatocytes the long chain 3-thia 
fatty acid analogues are stróng inhibitors of 
fatty acid synthesis from acétate. 
Cholesterol synthesis is also inhibited. 
Stearate desaturation ( A 9 desaturase) is 
unaf fected and stearate oxidation even is 
stimulated. The 3-thia fatty acids are 
incorporated into phospholipids and 
triacylglycérol to a similar extent as 
palmitate. 

The 3-thia fatty acids may be useful tools 
instudies on the regulation of fatty acid 
metabolism. 

SECRECIÓN BILIAR DE LÍPIDOS DESDE EL HEPATOCITO 
(HEPATIC SECRETION OF BILIARY LIPIDS). M.P.Marzolo, 
A.Rigotti, L.Amigo y F.Nervi. Departamento de 
Gastroenterología, Facultad de Medicina, Universidad 
Católica de Chile. 

Una cantidad significativa de colesterol biliar es 
transportado en vesículas bilaaelares de fosfolípidos, 
tanto en bilis sobresaturadas (humanas) como 
insaturadas (ratas). Los aspectos fundamentales de la 
secreción biliar de lípidos tienen que ver con los 
determinantes cuantitativos de la secreción 
hepatocitaria de colesterol a la bilis y a la biología 
celular de este proceso. 

Existen evidencias que tanto los lípidos de VLDL 
como los lípidos biliares se originan del retículo 
endoplásaico. En esta serie de experimentos en el 
hígado aislado estudiamos la interrelación funcional 
entre las tres vías de excreción hepatocitaria de 
colesterol incorporado a : VLDL, vesículas bilaaelares 
y neosíntesis de ácidos biliares. Se estimuló cada 
una de estas vías con manipulaciones dietéticas : 3 0 X 
fructosa (aumenta producción de VLDL); 5% colestipol 
(aumenta la síntesis de ácidos biliares); I X 
diosgenina (aumenta la secreción biliar de 
colesterol). 

Estos estudios demuestran una relación recíproca 
entre la secreción biliar de col y secreción 
sinusoidal de col en VLDL. La estimulación de la 
sínteis de sales biliares no aodifica la secreción de 
colesterol hepático a la bilis y el sinusoide. Los 
resultados son consistentes con la hipótesis de que la 
compartaaentalización aetabólica del colesterol 
hepático es un factor fundamental que determina la 
cantidad de colesterol incorporado en vesículas 
fosfolipídicas que será trasnportado a la bilis. 

http://Fac.de
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APOLXPOPftOTEXN B. A SECRETEO XHTEQRAL MEMSRANE PROTEXN I» 
XHEFPXCXEHTLY TRAMLOCATED ACROS8 THE ENDOPLABMXC RETICULUM. Rogar 
A.Oavts, Chrlstlns Mu and Kathryn E.Howall, Unlvaralty of Colorado 
Hsdical School, Dtnvar, Colorado, USA. 

Prsvlously, ws found t h a t unífka albualn which ta guantitat1va1y 
sacratad, only a fractlon of da nova aynthaatzad apo B ia sacratad, 
tha rasaindar l a rstalnsd in tha andoplasaic rstlculua, whsrs it 1» 
dagradad. To undaratand tha basls for thaaa obsarvatlons, ws 
axaalnsd tha flrst atap in tha aacratory pathway: transíocatlon. 
In 4solatad alcroaoaas aacratory protolns, onca tranalocatad ara 
raaiatant to axogsnous protaaaas. Mharoaa non-1ranalocatad protains 
ara axpoaad on tha cytoplaaatc surfaca and ara protaaas ssnsltlvs. 
Translocation of apo 8 waa coaparsd to albualn by dataralnlng tha Ir 
ralatíva aansttlvtty to dagradatlon by trypaln In hapatic 
•IcroaoMS. Rough, aaooth and Oo1g1 sub-frsct1on* wara Incubatad 
Mlth trypaln, tha raactlon was inhibítad and tha rypsln was raaovad. 
Tha rslatlva aaount of apo B and albualn waa satiaatad by Hsstsrn 
blottlng ualng spsclflc antlbodlas. In tha rough aicroaoaal 
fractlona, trypaln raducad tha aanunt of both aaal1 and larga 
•o 1 acular wsight apo B, Hharaas no dstsctabla dagradatlon of albualn 
waa obaarvad. In contraat, Incubatlng aaooth and Qolgl fractlon» 
with trypaln rasultad in llttla (if any) dagradatlon of althar 
protatn. a Inca tha alcroaoaas rsaalnad tntact and wara orlan ta tad 
rlght s1ds out aa dasonatratsd by tha Inab1l1ty of trypaln to both 
dagrada albualn and to affact tha latsncy of tha Intraluaanal anzyaa 
aanno**-6-phosphatass, tha sslsctlvs dagradatlon of apo B suggsats 
a pool of it 1a axpoaad on tha cytoplaoalc aurfac*. Xf thls 
Intarpratatlon l a corract, tha trypaln accsslbls pool of apo • 
snould ba sxcluslvsly aaabrana asaoclatad. Rough a i croan—a «rara 
aaparatad Into aaabrana and intraelatamal contant fractlona by 
ultracsntrlfugatlon fotlowlng incubatton with aodlua carbonata. 
Eaaantlally all of tha apo B that was dagradad waa aaabrana bound. 
To datara1na tf tha trypaln accaaalbla pool of apo B l a tranalant 
fora, pulaa/chaaa axparlaanta wara par formad. Tha raaults ahow that 
tha i of apo 8 that waa trypaln accaaalbla, Incraaaad during tha 
flrat 20 aln of tha chaaa, suggastlng that during thla tlaa tha 
trypaln accaaalbla pool of apo B 1a no transíocataad (1t deas no 
bacoas trypaln 1naans1t1va). if thara Is a pool of apo B asaoclatad 
with tha cytoplasalc surfaca of tha RER 1t should próvida a antlgan 
for laauno-lsolatlon. Honoclonal antlbodlas agalnat tha N-ta ralnal 
and C-tarainal haIvas of apo B wara bound to aagnatlc bsada, which 
wara incubatad with incraaslng saounts of alerosoasa. Raccvary of 
glucow-B-fahosphatass was usad aa a aaasur» of tha isolstlon of RER. 
Honoclonal, XgQ agalnst both dos aniña of apo B wara affact i va 1n 
spaclflc isolatlon of RER, wharaaa non-lnauns Xgú agalnat albualn 
did not. Tha combinad data aupport tha conespt that apo B 
tranalocatlon acroaa tha andoplaaalc ratlculua govarn» tha antry of 
apo 8 Into two funcional 1y dlffarant pools: ths intraluaanal trxpaln 
Inaansitiva pool partidpatas 1n tha VLDL aniacly/sacrstlon 
pathway: tha trypaln accaaalbla non-tranalocatad cytoplasalc'pool 
1s shuntad away froa ths VLDL amate la/aacratlon pathway. Ragulatsd 
tranalocatlon of apo 8 aay próvido a unlqus aschsnlaa with which to 
datara1na tha rata af VLDL ssasaBla/ascrstlon. 

c 

SIMPOSIO MECANISMOS DE ACCIÓN DE HORMONAS 

Coordinador: Luis Valladares 

RELACIÓN ENTRE ESTIMULO G0NAD0TR0FIC0 RESPUESTA ESTERO^ 
DOGENICA Y GRADO DE DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS DE 
LEYDIG TESTICULARES. (Relationshíp between gonadotropíc 
st¡muíat¡on, steroidogen¡c response and degree of díffe 
rentíation of testícular Leydig cells). 
Chemes H, León M, Calvo J.C, Rey R, Charreu E.H, y Cigq 
rraga S. División de Endocrinología, Hospital de Ni
ños e IBYME, Buenos Aires. Argentina. 

A través de varios modelos experimentales se explorarán 
las evidencias existentes sobre la heterogenei dad de las 
poblaciones celulares esteroídogéni cas test i cu 1 ares.Los 
elementos mesenquimát¡eos precursores de las células de 
Leydig de humanos y ratas, aún careciendo de la difere£ 
cíación citológíca de tipo esteroídogénico, responden 
al estímulo con hCG con secreción de testosterona (T) y 
diferenciación hacia elementos maduros. Durante la madu 
ración puberal de la rata, la desensibilización del tes 
tículo luego de la inyección de altas dosis de LH-hCG 
es de menor magnitud o más transitoria que la observada 
en animales adultos. Estos cambios en la respuesta bio
química del testículo en maduración ante el estímulogo 
nadotrófíco correlacionan con la cambiante relación 
cuantitativa de las poblaciones de células de Leydig 
diferenciadas y sus precursores y resultan del balance 
entre el incremento de receptores y enzimas esteroídogé 
nicas en los precursores mesenquímiticos y la caída de 
receptores y presencia de lesiones enzimátícas en las 
células de Leydig maduras. En ratas adultas, la admíniŝ  
tración de dosis repetidas de hCG resulta en un estado 
de resensibilización con recuperación de la capacidad 
de responder a la reestimulación "in vitro" con hCG. Ej¡_ 
ta resensibilización es debida al efecto trófico-d¡fe-
renciador de la hCG sobre los precursores mesenqu¡máti -
eos. La capacidad estero idogénica y de respuesta al hCG 
de los precursores mesenquimáti eos testículares es muy 
evidente en cultivos de fibroblastos testículares de ni 
ños prepuberales que demuestran altos niveles de produc 
ción de testosterona y efecto citológíco diferencíador 
de la hCG. 

MECANISMO DE ACCIÓN DE HORMONAS : PERSPECTIVA 
FISIOLÓGICA. (Physiologlc perspective of the mode of 
action of hormones). Croxatto H.B., Forcelledo M.L. y 
Moran F. Unidad de Reproducción y Desarrollo, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad 
Católica de Chile. 

Un problema común al fisiólogo y al 
farmacólogo es descubrir los sitios de acción e 
interacciones endocrinas involucradas en el efecto que 
produce una hormona exógena. Esta tarea difiere a la 
del biólogo celular ocupado de la interacción 
hormona-cé lula, no obstante ambas contribuyen a 
entender el mecanismo de acción de las hormonas. 

Se analiza, como ejemplo del enfoque 
fisiológico, los mecanismos por los cuales la 
administración de estradiol (E) por vía subcutánea 
(se), o por Infusión endovenosa (iv) en 200 min, pero 
no en 10 min, produce aceleración del transporte de 
embriones por el oviducto de la rata (TEO). El examen 
de concentraciones tlsulares de E mostró que la falta 
de respuesta a E dado por Iv en 10 min. no se explica 
por menor biodisponibllidad de la hormona. 

Al comparar efectos de retroalimentación de E 
se e iv sobre el eje gonadal, se descubrió que el 
estrés asociado al procedimiento de iv produce un 
aumento de progesterona (P) circulante de origen 
adrenal, mediado por la hipófisis, que no depende de 
la administración de E» El aumento de P y E en la 
circulación tienen el mismo curso temporal cuando E 
se da por iv en 10 min. E iv en 200 min o E se 
prolongan el aumento de E circulante varias horas mas 
que el de P y ambos aceleran el TEO. Cuando se 
previene el aumento de P por hipofisectomia o se 
antagoniza con la antiprogestlna RU486, E iv en 10 min 
acelera el TEO. Se concluye que el efecto de E 
exógeno sobre el TEO está modulado, en situaciones 
asociadas a estrés, por cambios concomitantes en la 
concentración plasmática de P. 
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E S T U D I O S O B R E R E C E P T O R E S A D R E N E R G I C 0 5 E N E L O V A R 1 0 . ( O v a _ 
r í a n a d r e n e r g í c r e c e p t o r s s t u d i e s ) . A g u a d o L , C a r r i z o 
D , B l a z q u e z M , R a s t r i l l a A . M . y T e l l e r i a C . 
L a b o r a t o r i o d e B i o l o g í a d e l a R e p r o d u c c i ó n . U n i v . N a c . d e 
S a n L u i s - S a n L u i s - A r g e n t i n a . 

L a f u n c i ó n q u e c u m p l e n l a s v í a s n e r v i o s a s q u e l l e g a n a l 
o v a r i o , h a s i d o u n p r o b l e m a q u e l o s i n v e s t i g a d o r e s h a n 
t r a t a d o d e r e s o l v e r d e s d e h a c e m u c h o s a ñ o s . E n n u e s t r o 
g r u p o d e t r a b a j o e n c a r a m o s e l e s t u d i o d e l e f e c t o a d r e -
n é r g i c o . P a r a e l l o s e c a r a c t e r i z a r o n l o s r e c e p t o r e s a -
d r e n é r g i c o s e n e l o v a r i o d e r a t a s p r e p u b e r a 1 e s , u t i l i 
z á n d o s e c o m o s u s t r a t o c i a n o p í n d o l o I 1 - 1 2 5 , e n c o n t r a n d o 
s e m u y b a j a d e n s i d a d d e r e c e p t o r e s e n a n e s t r o y l a K d 
c a l c u l a d a p o r s a t u r a c i ó n o p o r m é t o d o c i n é t i c o f u é d e 
O.Okk n M . E l e s t u d i o c o n a g o n i s t a s y a n t a g o n i s t a s m o s 
t r ó q u e l o s r e c e p t o r e s s o n p r á c t i c a m e n t e B2 p u r o s . U n 
a s p e c t o i m p o r t a n t e f u é e l h a l l a z g o d e q u e e l n ú m e r o d e 
s i t i o s r e c e p t o r e s s e m o d i f i c a a l o l a r g o d e l p r i m e r c_í_ 
c í o a s t r a l . L o s v a l o r e s v a r í a n e n t r e 1 0 y kO f m o l e s / m g 
d e p r o t e í n a s . L a e s t i m u l a c i ó n a d r e n e r g i c a e n i n c u b a c i o _ 
n e s d e o v a r i o s e n t e r o s , c o n z i n t e r o l , u n a g o n i s t a B2 
m o s t r ó r e l a c i ó n e n t r e e l n ú m e r o d e s i t i o s r e c e p t o r e s y 
e l e f e c t o b i o l ó g i c o e x p r e s a d o e n p r o d u c c i ó n d e p r o g e s -
t e r o n a , a n d r o s t e n e d i o n a y t e s t o s t e r o n a , n o a s í e n e s -
t r a d i o l . L a s e c c i ó n d e N O S m o s t r ó e l d e s a r r o l l o d e h_¡_ 
p e r s e n s i b i 1 i z a c i o n , c o n u n a u m e n t o d e l n ú m e r o d e s i 
t i o s r e c e p t o r e s e n m e m b r a n a d e o v a r i o . E s t e f e n ó m e n o 
p u d o s e r s i m u l a d o " i n v i t r o " c o n c é l u l a s g r a n u l o s a s e n 
c u l t i v o d o n d e s e m o s t r ó e l e f e c t o d e l a r e g u l a c i ó n n e g a _ 
t í v a d e l a e p í n e f r i n a y n o r e p i n e f r i n a . H u b o u n a m a g n i 
f i c a c i ó n d e l e f e c t o d e l a y o n a d o t r o f i n a e n l a e s t i m u l a ^ 
c i ó n d e l a p r o d u c c i ó n d e p r o g e s t e r o n a c u a n d o s e c o - ¡ n -
c u b a n c o n c a t e c o l a m ¡ ñ a s . E l e f e c t o a d r e n é r g i c o a d e m á s , 
m u e s t r a s e r d e p e n d i e n t e d e l a p r e s e n c i a e n e l m e d i o d e 
F S H . H u b o c i e r t o g r a d o d e r e g u l a c i ó n h e t e r ó l o g a d e l o s 
s i t i o s " a d r e n é r g i c o s p o r L H . F S H y P r o l a c t i n a q u e f u e 
m u y n o t a b l e p a r a c o r t i c o s t e r o n a ( B ) i o s e f e c t o s d e F S H 
y B p a r e c e n s e r p o s t - A M P c í c l i c o . 

T H E G O N A 0 0 T R O P I N - S E N S I T I V E A D E N Y L Y L C Y C L A S E S Y S T E M : A NEW 
A P P R O A C H I N U N D E R S T A N Ü J N G R E G U L A T I O N O F C O R P U S L U T E U M D U R I N G T H E 
M E N S T R U A L C Y C L E A N D P R E G N A N C Y I N T H E H U M A N A N D N O N H U M A N P R I M A T E . 
R o j a s , F . J . D e p a r t m e n t o t O b s t e t r i c s a n d G y n e c o l o g y , U n i v e r s i t y 
o f C a l i f o r n i a [ r v i n e , O r a n g e , C A 9 2 6 6 8 , U S A . 
T h e m a j o r l u t e o t r o p i c f a c t o r s i n p r i m a t e s t h a t p r e m i ó t e t h e g r o w t h 
o f t h e c o r p u s l u t e u m ( C L ) a n d s t i mu 1 a t e t h e s e c r e t i o n o f 
p r o g e s t e r o n e d u r i n g t h e m e n s t r u a l e y e l e a n d e a r l y p r e g n a n e y a r e 
L H a n d h C G , r e s p e c t i v e I y . T h e r e a r e , h o w e v e r , f e w s t u d i e s on t h e 
m e c h a n i s m s o f g o n a d o t r o p i n a c t i o n i n t h i s s p e c i e . I n o r d e r t o 
u n d e r s t a n d t h s m o l e c u l a r e v e n t s t h a t c o n t r o l l u t e a I . f u n c t i o n i n 
p r i m a t e s , we h a v e i n v e s t i g a t e d t h e p r e s e n c e o f L H / h C G - s t i m u l a b l e 
a d e n y l y l c y c l a s e ( A C ) i n m e m b r a n e p r e p a r a t i o n s o f h u m a n C L . He 
f i r s t e s t a b l ? s h e d t h e e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s t o m e a s u r e o p t i m a l 
e x p r e s s i o n o f L H / h C G - i n d u c e d A C a n d d e f i n e d i t s p r o p e r t i e s a n d 
r e g u l a t i o n b y s e v e r a l h o r m o n e s a n d n o n h o r m o n a l a c t i v a t o r s . O u r 
d a t a r e v e a l e d t h a t t h e h u m a n l u t e a l A C i s l i n k e d t o a g u a n i n e 
n u c l e o t i d e r e g u l a t o r y c o m p o n e n t a n d t h a t i t s a c t i v a t i o n i s 
d e p e n d e n t o n Mg i o n . H a v i n g d e m o n s t r a t e d t h e e x i s t e n c e o f 
f u n c t i o n a l c o m p o n e n t s o f t h e A C s y s t e m i n t h e p r i m a t e C L , we t h e n 
i n v e s t i g a t e d b a s a l a c t i v i t y , n o n h o r m o n a l s t i m u l a t i o n a n d 
r e s p o n s i v e n e s s o f A C t o L K / h C G i n l u t e a l m e m b r a n e s f r o m h u m a n s a n d 
c y n o m o l g u s m o n k e y s a t v a r i o u s s t a g e s o f t h e m e n s t r u a l e y e l e a n d 
p r e g n a n e y . l n t h e m e n s t r u a l e y e l e l u t e a l A C r e s p o n s i v e n e s s t o 
L H / h C 6 w a s d e t e c t a b l e d u r i n g t h e m i d l u t e a l p h a s e , b u t n o t d u r i n g 
t h e l a t e l u t e a l p h a s e o r i n t h e f o l l i c u l a r p h a s e o f t h e f o l l o w i n g 
e y e l e . A l s o , n o n h o r m o n a l s t i m u l a t i o n w a s h i g h i n C L o b t a i n e d 
d u r i n g t h e m i d l u t e a l a n d l a t e l u t e a l p h a s e s ^ b u t d e c l í n e d 
d r a s t i c a l l y b y t h e f o l l i c u l a r p h a s e o f t h e n e x t e y e l e . I n e a r l y 
p r e g n a n e y t h e e n z y m e was u n r e s p o n s i v e t o L H / h C G s t i m u l a t i o n , y e t 
i t s s e n s i t i v i t y t o n o n h o r m o n a l s t i m u l a t i o n was s i m i l a r , i f n o t 
i d e n t i c a l , t o t h a t o t m i d l u t e a l p h a s e C L . F u n c t i o n a l a c t i v i t y was 
a l s o e v i d e n t a t t h e e n d o f p r e g n a n e y . T h e s e r e s u l t s d e m ó n s t r a t e 
t h a t e x p r e s s i o n o f A C a c t i v i t y i n h u m a n l u t e a l m e m b r a n e c h a n g e s 
s i g n i f i c a n t l y w i t h v a r y i n g h o r m o n a l s t a t u s u n d e r p h y s i o l o g i c a 1 
c o n d i t i o n s . B e c a u s e t h e g o n a d o t r o p i n - s e n s i t i v e A C s y s t e m 
r e p r e s e n t s t h e c a p a c i t y o f t h e L H / h C G r e c e p t o r s t o c o u p l e a n d 
e l i c i t a r e s p o n s e , t h e s e d a t a p r o v i d e new i n s i g h t s i n t o t h e 
r e g u l a t i o n o f c o r p u s l u t e u m l i f e s p a n a n d f u n c t i o n i n p r i m a t e s . 

SIMPOSIO INMUNOLOGÍA DE LA REPRODUCCIÓN 

Coordinador: Alfredo de Ioannes 

SIMPOSIO: INMUNOLOGÍA DE LA REPRODUCCIÓN (Reprcduc-
tive Immunology). Participantes: Ahuja K., Blaquiex 
J., De Ioannes A.E., Goldberg E., Saling P.M. 

Coordinador: De Ioannes A.E. Unidad de Inaunologia, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Univer
sidad Católica de Chile. 

La fecundación interna y la placentación son adap
taciones que han sido determinantes en las es
trategias reproductivas de los vertebrados supe
riores. Desde el punto de vista inmunológico, la 
inseminación representa la introducción de material 
potencialmente inmunogénico del nacho en la henbra y 
el desarrollo intrauterino puede ser considerado 
cono un alotransplante. Los espermatozoides por su 
parte son también potencialmente inmunogénicos en 
los machos porque la espermatogénesis comienza en la 
pubertad, cuando la tolerancia lraunológica se ha 
establecido. A pesar de estas consideraciones/ la 
infertilidad inmunológica es una patología poco fre
cuente en machos y hembras, esto sugiere que en los 
animales superiores se han desarrollado mecanismos 
que compatibilizan la coexistencia de un sistema in
mune altamente sofisticado con esta modalidad re
productiva. La inmunología de la reproducción tiene 
como propósito el estudio de los mecanismos que 
controlan la respuesta inmune contra los gametos, 
tejido fetal y las causas de la infertilidad de 
origen inmunológico. 

En este simposium se discutirán las propiedades 
funcionales y estructurales de antigenos espermati-
cos involucrados en la fertilización. Esta infor
mación es fundamental para el estudio y tratamiento 
de la infertilidad de origen Inmunológico y ademas, 
posibilita el desarrollo de métodos alternativos 
para la regulación de la fertilidad. 

EL PAPEL DE ACROSINA Y ANTICUERPOS ANTI-ACROSIKA EN 
LA INTERACCIÓN DE GAMETOS (Role of acrosin and 
antibodies to acrosin in gamete interactions) Qe 
Ioannes. A.E.. Becker. M.I.. Barros. C. Facultad de 
Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica 
de Chile. 

Acrosina es una serina proteasa localizada en el 
acrosoma de los espermatozoides de mamífero, que por 
su liberación durante la reacción acrosómica, 
actividad enzimAtica y sitio de unión a fucosa, 
podría tener un papel importante en la interacción 
de los espermatozoides con la zona pelúcida. La 
adición de anticuerpos contra acrosina o inhibi
dores específicos de serinas proteasas al medio de 
fertilización in vitro inhibe la fecundación, sin 
embargo, la inmunización activa de animales de 
experimentación no disminuye la fertilidad. 
Para investigar el mecanismo de acción de la 

acrosina a nivel de la unión de espermatozoides 
homólogos a la zona pelúcida de hámster y humana, se 
ha estudiado mediante microscopía de luz y 
electrónica de barrido el efecto de anticuerpos 
monoclonales (AMC) contra acrosina y el inhibidor de 
tripsina del poroto de soya (SBTI) en la interacción 
in vitro de espermatozoides sobre la superficie de 
la zona. 

Nuestros resultados muestran tanto en hámster 
como en humanos que la co-incubaclón de los gametos 
en presencia del AMC ACRO-C2E5 y de SBTI, aunque 
Impide la penetración de los espermatozoides, 
algunos de ellos alcanzan a intexactuar con la zona 
dejando huellas con restos de membranas acr os órnales 
en la superficie. Estas huellas se podrían explicar 
por la liberación masiva de la enzima durante la 
reacción acrosómica la cual no alcanza a ser neu
tralizada por los inhibidores y produce una pro-
teollsis local de la zona. 

El conjunto de estas observaciones permiten pro
poner que acrosina ademas de su papel clave en 
penetración al hidrollzar ZP1 y ZP2, expondría 
azocares presentes en ZP2 para interactuar con el 
sitio de unión a fucosa de proacroslna. 

FONDECYT 495-89/577-89 y CONRAD CSA-89040. 

http://Univ.Nac.de
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PARTÍ CIPATION OF HUMAN EPIDIDYMIS SPERM OQATING 
ANTIGBIS IN FERTILIZATION. (Participación de antige
nos epldldlmales de la cubierta del espematozoide 
humano en fertizaclón). SanluilQ', C , Dawidowskv». 
A*/ ansci,—M,S,, González», F , , Blaauict3, &. 
1Fertllab, Paraguay 2302, 1121 Buenos Aires, 
Argentina, and 'Instituto de Biología y Medicina Ex
perimental, Obligado 2490, Buenos Aires, Argentina. 

A polyclonal antiserum directed agalnat human 
apera coatlng proteins of epididyaal orlgln (Antl-
KC1) «as tested for its ablllty to alter spern func
tion. 

Spermatozoa from normal ejaculates were selected 
by swlm up and capacitated by overnight incubation 
at room temperature. Exposure of these cells to An-
tl-KCl (1:6 dilution) prior to use in hámster ova 
penetration test reduced by 64% the penetrat Ion of 
denuded oocytes. Inhibitions of lesser magnitude 
were observed at higher serum dilutions. This 
effect was exerted without noticeable changes in 
spern motility and In the absence of major agglu-
tination. Anti-KCl did not inhiblt the occurrence 
of spontaneous and lnduced (by human folicular 
fluid) acrosome reaction in capacitated spermatozoa. 
In contraat, exposure to Anti-KCl reduced the 
ablllty of spermatozoa to bind tightly to the hám
ster oolemma. All these effects were not elicited 
by a similar preparation obtained from pre-immune 
rabbit sera. Exposure of zona-free oocytes to anti
serua did not change their penetrability by normal 
apera. These resulta suggest that the antigens 
recognlzed by Anti-KCl particípate in the process of 
fertilization. 

AN ANÁLISIS OF THE OOCYTE SURFACE AFTER CORTICAL 
GRANULES RELÉASE. (Un análisis de la superficie del 
ovocito después de la liberación de los granulos 
corticales). Anula. K.K.. Lee. S.H.. whittingham. 
D.G. MRC Experimental Embryology and Teratology 
Unit, St. George's Hospital Medical School, Cranmer 
Terrace, London SW17 ORE, U.K. 

The reléase of cortical granules (CG) and the 
completion of meiosis are two of the earliest 
responses observed during the process of mammalian 
oocyte actlvatlon induced by either the entry of a 
fertilizing spermatozoon or by artificial activatlng 
agents. The nevly released CG contenta modlfy the 
properties of the oocyte plasma membrane and the 
overlying zona pellucida to prevent the entry of 
further spermatozoa into the oocyte, the so-called 
"block to polyspermy". 

An immunocytochemical method has been established 
to study the kinetics of the reléase of CG 
glycoconjugates and their fate during the early 
stages of development in the mouse. We extended 
those studies involving UEA-I to rat, golden hámster 
and human oocytes. FITC-UEA-I binding to the plasma 
membranes of rat, hámster and human oocytes showed a 
punctuate distrlbution over the entlre surface 
except the mlcrovilll-free área overlying the 
meiotic spindle which is known to look CG. The OG-
free área of the rat oocytes was identical to the 
mouse but it vas smaller in the hámster and rather 
insignificant in the human fertilized oocytes. 
It is tempting to suggest that the fucosyl 

glycoconjugates nay be universally present ln the CG 
of mammalian oocytes and a simple stainlng method 
involving FITC-UEA I should provide a powerful tool 
for the study of fertillzation-associated changes in 
mammalian oocytes. 

THE M42 ANTIGEN (p200/220) OF MOUSE SPERM: BIOCHEMI-CAL, PHYSIOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL CHARACTERIZATION (Antigeno M42 (p200/220) del espermatozoide de ratón: Caracterización bioquímica, fisiológica e inmunológi-ca). Salina. PM.*. Carrón. CP.'. Lakoskl. KA. =», and Levton. L.1. Depts. of l0b/Gyn, =Cell Biology and "Zoology, Duke University, Durham, North Carolina, USA. 
To study fertilization, ve have generated anti-sperm monoclonal antibodies (mAbs). One of these, M42 mAb is restricted to the plasma membrane over the acrosome in mature sperm. M42 mAb blocks mouse fertilization, both in vitro and in vivo by blocking an initial event of the acrosome reaction. M42 mAb recognizes a doublet of 200/220 kD (p200/220) in cauda epldidymal sperm. Caput sperm* display M42 Ag vith Mr 220/240 kD, suggesting that M42 Ag is modified post-translationally during epididyroal transit. Other results suggest that this change may be related to acguisition for fertilizing function. Enrichment of p2Ó0/220 (=21,000-fold) has been achieved using HPLC gel filtration and ion exchange, coupled vith affinity chromatography, and indicates that p200/220 is an acidic glycoprotein vith differentially charged subunits. 'Native' p200/220 probably exista as a 600-700 kD oligomer. Active immunization of mice vith P200/220, airaed at infertility induction, has been a long-term goal. Use of sperm-derived p200/220 appears unrealiatic and ve have investigated the use of anti-idiotypic Aba (anti-Ids) directed agalnat p200/220 to mimic native antigen. Monoclonal anti-Id M42 Abs, termed anti-Id 6E8 and anti-Id 7D2, appear to rec-ognize overlapping, but not identical, epitopes of M42 mAb. The anti-Ids completely inhibit M42 mAb binding to sperm, and soluble p200/220 inhibits anti-Id binding to M42 mAb. Iimnunization of mice vith anti-Ids induced idiotype-reactive anti-(anti-Id) Abs, i.e., Abs vith specific p200/220-binding activity. 
Two major results have emerged to date: a) sperm antigens vith contraceptivo potential can be identified through the careful use of mAbs, and b) use of anti-Ids can replace purified native antigen for contraceptivo purposes. 

TESTES-SPECIFIC LACTATE DEHYDROGENASE LDH-C4 
AND DEVELOPMENT OF A CONTRACEPTIVE VACCINE. 
(Deshidrogenasa láctica especifica de tes
tículo LDH-C4 y el desarrollo de una vacuna 
anticonúetiva). Qoldbera.E. Department of 
Biochemistry, Molecular Biology and Cell 
Biology, Northwestern University, Evanston, 
Illinois, USA. 

LDH-C4 has been used as a aodel sperm 
antigen for immunocontraception. This 
protein is lmmunogenlc ln males and feaales, 
and the antibodies which are produced are 
absolutely tlssue-specifle. Because the 
molecular structure of LDH-C4 is known Ve 
have been able to aap antigenlc determinante 
and to deslgn synthetlc peptides that pro-
voke antibodies that recognise the native 
protein. In a fertlllty trial, pregnaney 
was-significantly reduced in female baboons 
immunized with a synthetlc peptlde sequence 
of 12 amino acids representing the amlno 
terminus of LDH-C4. Recomblnat DNA and 
genetic engineering technology have been em-
ployed to express human LDH-C4 ln B. coll, 
and to obtain recombinant vaccinia virus 
containing the LDH-C4 gene coding región. 
These results wlll be dlscussed in terms of 
immuno-contracept ion. 

This research is supported by grants from 
the National Institutes of Child Health and 
Human Development, USPHS. 

Supported by the NIH and the A.W. Mellon Foundation. 
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PROLIFERACIÓN CELULAR Y ONCOGENES (Cell prolifer-
ation and oncogenes) López Solís, R.O.. y Santos, M. 
Opto. Biología Celular y Genética, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile. 

Los mecanismos participantes en la regulación 
de la proliferación celular son escasamente conoci
dos. En general, se concibe que señales extracelu-
1ares son responsab1es de la transí c i bn reposo 
prol iferativo-prol i-feración y viceversa. La 
caracterización de tales señales, los procesos que 
ocurren en las células blanco y la relación de éstos 
con la modulación de la respuesta proliterativa, son 
motivos de interés en la actualidad. 

En el presente simposio se discutirá, a base 
de la información derivada de distintos sistemas 
experimentales in vitro e in vivo: l.-la posible 
relación entre la inducción de proliferación celular 
y crecimiento celular, 2.- la complejidad de la 
activación génica que ocurre inmediatamente después 
de la recepción de la señal inductora de prolifera
ción, 3.- la relación aparentemente excluyente entre 
proliferación celular y diferenciación celular, 4.-
la relación entre la expresión de oncogenes nuclea
res y la transformación celular y 5.- la interacción 
entre oncoproteínas virales y oncoproteínas celula
res en relación a la proliferación de células 
transformadas por virus. En síntesis, se analizarán 
mecanismos que pudieran participar en el control 
normal de la proliferación celular y las posibilida
des que una alteración de los mismos pudiera 
resultar en el proceso neoplásico. 

CRECIMIENTO CELULM Y PROLIFERACIÓN CELULAR (Ol í 9r0.tr. and cell 
proliferation). Lónez Solí». R.Q.. Díaz. H.. Alliende. C . 6onzélez. 
H.J.. Peña v Lilla. S.. VUt. N. y Cutí lio. L . Opta. Biología Celular 
y frenética, Facultad de Mediei na, Universidad de Chile. 

Usualíente, una célula que se va a dividir debe crecer. Así, 
junto con los procesos propios de la proliferación celular (síntesis de 
DNA y mitosis) existen procesos que pudieran ser propios del creciiien-
to celular. 

Un s i s t B i a que ha servido de ndelo en estudios de proliferación 
celular consiste en la estíiulación de las células acinares de las 
glándulas parótidas por isoproterenol ( I P R ) , un agonista B-adrenérgko. 

Se ha deeostrado que al inducir proliferación celular, isoprote
renol induce la aparición de novo de una fatuta de polipéptidos de 
naturaleza secretoria (polipéptidos C,D,E,F y 6). A fin de evaluar una 
eventual relación entre los polipéptidos C,D,E,F y 6 y las vías de 
síntesis de DttA-mitosis o del creciiiento celular, se buscó separar 
aibas respuestas. La administración crónica diaria de I P R pereitió 
inducir diferencialiente proliferación y creciiiento celular tpriieros 
4-5 días) • sólo creciiiento celular (5-12 días de trataiiento). Sajo 
estas condiciones se logró establecer que l a acumulación de l o s 
polipéptidos C,D,E,F y 6 corresponde las bien a la respuesta de 
creciiiento celular. Utilizando tales polipéptidos coio aarcadores 
moleculares del creciiiento de las células acinares y recurriendo al 
uso de inhibidores utabólicos tactinoiicina D) y de agonistas (dobuta-
lina, salbutamol) y antagonistas íatenolol, 1C1 118551) 8-adrenérgicos 
se logró establecer que la inducción del creciiiento requiere 1) la 
mediación de receptores Bl-adrenérgicos de La leibrana plasmática, 21 
una interacción prolongada (2-3 horas) entre I P R y receptores {t-adre-
nérgicos y 3) actividad transcripcional . Estas características 
parecen ser anilogas a aquellas de las que depende la inducción de 
síntesis de DNA-iitosis en este sisteía. Considerando la naturaleza 
secretoria de los polipéptidos C,D,E,F y 6 se ha logrado asm sao 
establecer que en células que han auientado de taiaño y que no respon
den experimentando síntesis de DNA-iitosis, la resíntesis post-secre-
ción de los polipéptidos es independiente de los receptores B-adrenér-
gicos y de la actividad transcripcional pero relacionada a la actividad 
secretoria. De este iodo, el crecimiento celular en ausencia de 
proliferación celular parece corresponder a una respuesta de adaptación 
a la hiperactividad secretoria. 

ICODIFICACIÓN DE GENES IMXJCIBLEB POR FACTORES DE 
CRECIMIENTO ( I d e n t i f i c a t i o n o f growth f a c t o r 
induciblet g a n e » ) Bravo , R. Kovary , K . , Macdonald-
- B r a v p , H. y Ryeeck, R . - P . Department o f M o l e c u l a r 
B i o l o g V , Tha S q u i b b I n s t i t u t o f o r Medica l Rosearen . 
P .O.Box 4000, P r i n c e t o n , NJ 08543 

E l panorama que amarga de l e s t u d i o ds l a 
r e s p u e s t a gonomica temprana de f i b r o b l a s t o s a l o s 
f a c t o r e s de crec imiento e s de una comple j idad 
c o n e i d e r a b l e . Al menos BO cONAs c o r r e s p o n d i e n t e s a 
genes tempranos inmediatos han s i d o a i s l a d o s . V a r i o s 
de e s t o s genes c o d i f i c a n f a c t o r e s de t r a n s c r i p c i ó n 
conoc idos o p r e s u n t o s , t a l e s como c—foe, f r a - 1 , 
f o s B , Krox-20 , K r o x - 2 4 , c - j u n y Jun B . 

Recientemente hemos i d e n t i f i c a d o o t r o gen 
temprana inmediato ( N 1 0 ) , e l cual pre sen ta una 
s i m i l i t u d s i g n i f i c a t i v a con l a a u p e r f a m i l i a de 
r e c e p t o r e s n u c l e a r e s que unen l i g a n d o s , e n t r e l a s 
que s e encuentran l a f a m i l i a de r e c e p t o r e s da 
hormonas e s t e r o i d a l e s y l a f a m i l i a da r e c e p t o r e s 
t i r o i d e o s . L a mayor s i m i l i t u d s e r e s t r i n g e a una 
r e g i ó n de aproximadamente 70 aminoácidos , l a que s e 
corresponde con e l dominio de unión a DNA da l o s 
r e c e p t o r e s . E s t a r e g l ó n cont iena dos s e c t o r e s t i p o 
dedos da z i n c . La p r o t e i n a N10 e s t á l o c a l i z a d a en 
e l núc leo y t i e n e una v i d a media aproximada de 30 
minutos en f i b r o b l a s t o s e s t i m u l a d o s . 

El gen e s t á compuesta por 7 exones d i s t r i b u i 
dos en un segmento de 6 .5 k b . L o s s e c t o r e s t i p o 
dados de z inc e s t á n en exones s e p a r a d o s , a l i g u a l 
que en o t r o s miembros de l a s u p e r f a m i l i a . S i n 
embargo, en N10 l a u b i c a c i ó n de l i n t r ó n que s e p a r a 
l o s exones c o r r e s p o n d i e n t e s a l o s s e c t o r e s t i p o 
dedos de z inc e s d i f e r e n t e a l a d e s c r i t a p a r a todos 
l o e demás miembros da l a s u p e r f a m i l i a . E s t o s u g i e r e 
que N10 r e p r e s e n t a una nueva f a m i l i a de r e c e p t o r e s 
que unen l i g a n d o s n u c l e a r e s . 

MOLECULAR APPROACHES TO THE RELATIONSNIP BETHEEN PROLIFERATION AND INITIA-
T10R OF 08TE08LA8T PHENOTVPE OEVEiOPIENT. Ser v S. Stiin « n d Jane B. Lian. 
Dtpt. of Cell l iol . , Univ. of ttatt. ted. Ctr. «ventor, HA QlUS. 

The relatiowhip of proliferation to the knovn devtiopitntal sequen» 
astociattd mitlt bone cell differontietion N I examinad in priiary fetal rat 
cal vari al derived osteoblasti (OB) using autoradiography, hittochemittry, 
b i K h » i s t r y and atiNA atiayí of 01 cell growth and eatrii genes. Initially, 
activtly proliferating cells produce 1 fibroMCtin/Typo I col í agen eitrace-
llulir eetrix (ECO). A reciproca! relatiMthip betwtte the declino in 
proliferative activity and the ineuction of genes atwciattd vith matrix 
Mturation and lineralization i s supported by (1) a temporal mtquence of 
events in which there í* initially an mnhmnced exprtuion of alkaline 
phofphatame (AP) immtdiately following the prolifirativi pmriod with 
tubtequtnt increased exprestion of osteocalein <0C) and omteopontin (0P1 at 
onwt of tintfalizatioo) (21 inertate* tiprmion oí AP and OP wnen DNA 
•ynthftit i t ínhíbited by hydroxyureaj (3) eohanced levéis of the otteoblatt 
marker* (AP, OP, OC) ai a function of «mcorbic acid inductd collagan 
deposition, tuqgetting that the ECH contributes to both the shutdottn of 
proliferation and «prestíon of the OB phenotype. By dtttriining cellular 
•MA levéis and ratat of iRNA synthetit in i tola ted nuclei, the dowi-regula
tion of cell growth relatad genes wai found to bi lodifitd by truteription 
and •RNA ttability. Tht down-r tgulition of a hittone gene it «ttociated 
with onmtt of OB difformntiation and is transcriptionally mediated by 
sel K t i ve I O H of the interaction of a prometer binding factor (HlnF-D) with 
a pr01imal reoulatory elemmnt (Site I I ) . This ii tupported by the pertitten
ca of Site II-HinF-D interactiont wnen proliferating rat OB'i are growth 
arrestad under conditioni that do not induce differentiation ( i .e . , induc-
tion OB marker»1, indícating that l n i of this tranteription factor is 
a markmr of differentiation. In tummary, apptirance of «arder, of the OB 
phenotype «petar to be induced b y the down-regulition of proliferation. 
This is dependent upan «tricelular matrix formation which upportí the OB 
developeental ttquence to 1 rettrtctíon point whert mintrahzation and 
«preition of other OB genes le.g., OC) i t required for coapletion of OB 
difftrentiation. 

SIMPOSIO PROLIFERACIÓN CELULAR Y ONCOGENES 

Coordinadores: Myriam Santos\ Remigio López 

http://9r0.tr
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NUCLEAR PR0TO-ONC0GENES MYC_, FOS AND JUN : 
POSSIBLE ROLE IN MALIGNANT TRANSFORMATION 
CAUSED BY POLYOMA AND SIMIAN SARCOMA VIRUS 
(SSV). 
Mari C.S. Armelin. Lucia E. Rameh and 
Martha H. Sonobe 
Universidad* de Sao Paulo, Instituto de 
Química, C P . 20.780 - Sao Paulo, Brasil. 

The SVV v-sis oncogenic sequence codas 
for a 28 KDa protein (p28 v-- 1-) that is 
homologous to PDGF (platelet-'derivad growth 
factor). An autocrine mechanism has been 
invokad as tha basis for SSV- transforma-
tion. PDGF controls cali proliferation via 
tha induction of a faw cellular ganas among 
which the nuclear proto-oncogenes myc. fos 
and ¿un. No cellular horaologs to Polyoma T 
antigans oncoganic sequences have been 
found. However, both Polyoma and SSV trans
forma t ion rendar Balb-3T3 cells PDGF-inde-
pandant. Wa hava baan studying tha rola 
playad by nuclear oncogenes' axprassion in 
viral transformation using DNA-mediated 
transfection of clonad v-sis and Polyoma 
larga and middle T antigan cDNAs. Stabla 
intagration of viral sequences and axpra
ssion in transfactant cali linas are 
confirmad by, respectively, Southern and 
Northern hybridization. Expression of 
PDGF-inducibla myc. fos and iun proto-onco
genes is examinad by SI nuclease protac-
tion, Northern and Watsern blotting. 

Supported by : FINEP, FAPESP, CNPq, CAPES. 

DINÁMICA DE LA INTERACCIÓN ENTRE LA ONC0PRQTEINA 
CELULAR p53 Y LA 0NC0PR0TEINA DEL VIRUS 8v40. 
(DYNAMICS OF THE INTERACTION BETWEEN THE CELLULAR 
ONCOPROTEIN p53 AND THE SV40 VIRAL ONCDPRQTEIN). 
Santo». M.. Corva!án. A.. Ordenes.6.E. y Aranas. CP. 
Departamento da B Í O I Q Q Í * Celular y Genética. Facultad 
da Medicina. Universidad da Chile. 

El proto-oncogen celular p53 codifica para una 
proteina (p53) qua paraca regular la transición Bo/S. 
Células nórmalas qui«seantas no expresan dicha pro
teina, paro su entrada an al ciclo proliferativo se 
acompaffa de una aumento paulatino an al contenido ce
lular de la pS3, qua decae nuevamente al término de 
la mitosis. Por al contrario, una variedad da células 
transformadas a incluso células da tumores humanos 
presentan niveles permanentemente «levados da la p53. 
Esta hacho, qua podría ser un -factor determinante da 
la mantención de astas células an continua prolifera
ción, paraca resultar da la interacción física da la 
p33 con protainas particulares. En las células trans
formadas por SV40, la p33 se asocia con la oncopro-
taina viral, al antigano tumoral mayor (ag-T). Si am
bas oncoproteínas, an sus formas libras o asociadas, 
participan an al control da la proliferación da astas 
células, seria esperable qua las interacciones entra 
sí o con estructuras celulares particulares sean di
námicas. Estudios inmunocitoquímicos y radioinmuno-
quimieos han mostrado que sólo las células an proli
feración expresan p53 y ag-T en su superficie, mien
tras que la distribución intranuclaar de ambas, su 
asociación con estructuras subnucleare* particulares» 
su estabilidad, su velocidad da maduración y aparen
ta man te su cinética da asociación-disociación, varían 
an función da la proliferación celular. Los resulta
dos sugieren que el dinamismo postulado existe y que 
podría deberse a cambios estructurales del ag-T y/o 
da la p53 an relación con la actividad proliferativa. 
Proyectos i 447/87 Fondecyt| B23ÓÓ UCh| 59CHL24 TWAS. 

SIMPOSIO CITOESQUELETO 

CYTOSKELETÓN SYMP05IUM PRESENTATION. (Presentación del 
Simposio "Citoesqueleto"). Monasterio, 0. Depar
tamento de Biología, Facultad de Ciencia», Universi
dad de Chile. 

This symposium is mostly directed toward the 
analysis of microtubules, one of three principal 
filamentous elemente of the cytoskeleton. They are 
mainly formed through the self-association of tubulin. 
Work during the past 15 to 20 years has demonstrated 
that microtubules are dynamic structures which are 
regulated predominantly by the levéis of calcium and 
GTP and by the interaction with 'micro tubule-
aasociated proteins1 and other proteins. The effect 
of colchicine and other natural drugs on the assembly 
of microtubules has been extensively studied in vitro 
and ln vivo. In this respect, the synthesis of new 
drugs which bind reversibly to tubulin and 
depolymerize microtubules constitutes a novel 
approach. This has allowed the study of the function 
of microtubules in a i tu. The use of antibodies to 
specific regiona of the tubulin subunits has suggested 
the regions of the dimers involved in protofilament 
formation. Genetic analysis and cloning of tubulin 
and intermedíate filament proteins have been 
succesfully used to understand the relationship 
between function and structure of these proteins and 
to understand how they are regulated at the 
translational and post-translational levéis. New 
findings related to the mechanism involved in the 
assembly of microtubules and other components of the 
cytoskeleton will be thoroughly reviewed. 

The knowledge of the relationships between the 
structure of the cytoskeleton proteins and the 
{aechanisms that regúlate their function in the cell 
will be hopefully understood at a molecular level in 
a near future. 

Coordinador: Octavio Monasterio 

INTERACCIONES MACRCMCLECULARES QUE REGULAN EL 
ENSAMBLAJE DE LOS MICROTUBULOS. Mace ion i, R.B. Int. 
Center for Cáncer and Developntental Biology, Santiago, 
Chile and Univ. Colorado Health Sciences Center, 
Denver 00, U.S.A. 

ftemos estudiado la subestructura del dominio C-
terminal de a y B-tubulina y su relación con la 
interacción de proteínas asociadas (MAPs) y el control 
de la polimerización de los microtnbulos. Se 
utilizaron tres enfoques: proteolisis enzimatica 
controlada, uso de péptldos sintéticos y anticuerpos 
antipéptidos y anti-idiotipicos. Los estudios de 
proteolisis demostraron que un dominio de 4kDa de la 
región C-terminal de a y f3-tubulina es crítico para la 
regulación de la polimerización. Los estudios de unión 
revelaron que los péptldos a(K430-G441) y QÍY422-
E434) interactúan selectivamente con las distintas 
MAPs. Los estudios inmunológicos utilizando los 
ant icuer pos ant ipépt idos (Ab-1) conf irisaron la 
participación de ios subdominios de a y B-tubulina 
definidos por estos péptidos en la unión de las MAPs y 
que el bloqueo especifico de esta interacción impide 
la polimer ización. Nuestras conclus iones están 
apoyadas por el descubrimiento de anticuerpos anti-
idiotipicos (Ab-2) en el suero de conejos inmunizados 
con los péptidos descritos, los cuales reaccionan 
especificamente con las MAPs. Estos anticuerpos nos 
han entregado valiosa información acerca de los 
dominios de las MAPs involucrados en sus interacciones 
con los microtúbulos. Péptidos sintéticos de las 
secuencias repetitivas de tau, V187-G204 y V218-
G235, contienen los determinantes antigénicos 
reconocidos por los anticuerpos Ab-2. Los estudios 
indican que tau y MAP-2 comparten dominios 
estructuralmente similares para la interacción de la 
tubulina. (Financiado por Counci1 for Tobacco 
Research, USA, American Heart Assoc. y Alzheimer 
Oisease & Related Disordera Assoc.) 
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ESTRUCTURA Y ENSAMBLAJE DE TUBULINA EXAMINADOS CON 

ANTICUERPOS DE ESPECIFICIDAD PREDETERMINADA (Tubu-

lin structure and assembly probert with antibodies to 

synthetic peptides). Andreu,J.M.^ r Arevalo,M.A.1, 

Nieto,J.M. 1 y Andreu,D.^. ¿Centró de investigacio

nes Biológicas, CSIC, Madrid y ^Depto. Química Orgá 

nica. Universidad de Barcelona, España. 

Se sintetizaron péptidos correspondientes a las 

posiciones conservadas e hidrofilicas de las secuen

cias de tubulina ¿(155-168), (J (153-165 ), oí, ( 214-226 ) , 

0(241-256), ol(430-443), o((425-443) y «,(412-431). 

Contra e3tos pept idos se produjeron ant icuerpos 

que reaccionan específicamente con las secuencias 

homologas de la proteina, que están expuestas en 

la superficie del heterodímero tubulina. Mediante 

proteo!isis limitada e immunoblot con los anticuerpos 

monoespecíficos se determinó que cada monómero de 

tubulina consta de tres tipos mayoritarios de frag

mentos compactos y tres bucles de proteolisis prefe-

rencial (Biochemistry 27, 5352-5365, 1988). Los 

anticuerpos contra las zonas próximas al extremo 

C-terminal £.¿(430-443), ol(415-443) y ¿(412-431)3 
perturban subestequiometricamente el ensamblaje 

de tubulina purificada, induciendo la formación 

de microtúbulos, microtúbulos abiertos y hojas. 

En microtúbulos nativos de células PtK2 y en 

microtúbulos de tubulina purificada inducidos in 

vitro por taxol las zonas /9 (153-165 ), c* ( 430-443 ) 

y 1^(412-431) permanecen expuestas, mientras que 

OU 155-168), O W 214-226) y fí( 241-256) son ocluidas 

por el ensamblaje de tubulina. Las posiciones 

¿(214-226) y f*(241-256) están probablemente implica

das en las interacciones axiales entre heterodimeros 

de tubulina para formar los protofilamentos, mientras 

que oí» (241-256) y (1(214-226) deben ser cercanas 

a la interfase de unión entre los monómeros oí y 

en el heterodímero de tubulina. 

DYNAMIC ASPECTS OF MICROTUBULE ASSEMBLY. Timasheff, 
S.N., Gradúate Department of Biochemistry, Brandéis 
University, Waltham, MA 02254, U.S.A. 
In a largo excess of GTP the assembly of micro

tubules can be described thermodynamically as a 
pseudo-equilibrium in terms of the Oozawa theory of 
nucleated polymerization. The hydrolysis of the E-site 
GTP subsequent to assembly, the constant diffusional 
exchange of tubulin monomers at the two ends of 
Bteady Btate microtubules and the differences in 
assembly-disassembly kinetics at the two ends render 
microtubules into a dynamic system. Well known 
consequences are the treadmilling phenomenon in in 
vitro assembled microtubules and the dynamic 
instability observed in cellular systems. The 
GTP GDP hydrolysis leads to a heterogeneous 
structure of microtubules, with a small GTP-tubulin 
cap at each end and GDP-tubulin making up the bulk of 
the assembled structure. Since GDP-tubulin is unable 
to assemble into microtubules but favors the formation 
of double rings, the core of the organdíes is 
unstable and the stabilization is imparte d by the 
caps at the two ends. The favored assembly geometry 
in the two states (microtubules with GTP-tubulin, 
double rings with GDP tubulin) has led to the 
conclusión that tubulin exists in two principal 
conformational states, "straight" and "curved", their 
equilibrium being allosterically controlled by the 
state of phosphorylation of the nucleotide (Melki, 
Carlier, Pantalóni and Timasheff, Biochemistry, 1989, 
in press). The recent important diseovery by Carlier 
et al., (Proc. Nati. Acad. Sci. U.S.A. 1987 , 84, 
5257) of synchronous oscillations in microtubule 
assembly from puré tubulin can be understood in terms 
of the dynamics and relativa kinetics of GTP-GDP 
exchange on tubulin, double ring assembly and 
disassembly and diffusional exchange of tubulin 
molecules at microtubule ends. (Supported by NIH 
grants CA-16707 and GM-14603). 

THE DEFINITION OF THE ROLE OF MICROTUBULE IN PROTEIN 
SECRETION BY THE USE OF TMB, A COLCHICINE ANALOGUE 
WHICH BINDS REVERSIBLY TO TUBULIN. Gorbunoff, M., 
Hermán, G., Busson, S. t Mauduit, P. and Rossignol, B. 
Gradúate Department of Biochemistry, Brandéis Univ., 
Waltham, MA U.S.A.; Labo. de Biochimie des Transporta 
Cellulaire, CNRS, Univ. Paris-Sud, Orsay, France; 
Centre de Cytologie Experiméntale, Ivry, France. ^ 
The role of microtubules in the secretion of H-

labe.led proteins in rat lacrimal glands was probed by 
the use of 2(3,4,4'-tetraraethoxy-l-l'-biphenyl (TMB), 
which is a colchicine analogue that binds reversibly 
to tubulin. Immunofluorescence studies have shown that 
TMB at a 100 M level destroys in less than 10 
minutes the microtubule network in acinar cells of 
rat ex-orbital glands. Removal of TMB led to the 
restoration of the microtubular system in less than 
20 minutes, even after a 4 hour treatment with the 
drug. The protein-secretory procese was examined by 
adding the drug at various stages. The results have 
shown that: a) the presence of TMB only during the 
phase of granule migration gives no inhibition of the 
diseñarge; b) the presence of TMB during granule 
maturation, and its subsequent removal for 60 minutes 
slows down the transport of newly synthesized 
proteins, but the granules keep their ability to be 
discharged; c) the presence of TMB during both the 
phasea of granule maturation and migration, then 
removal from the incubation médium, renders impossible 
the discharge of the labeled proteins. The conclusions 
were: a) microtubules are involved during the 
maturation of the granules, but not their migration; 
b) inhibition of the discharge is of two types: 
during short incubations ( 70 min), it is transient; 
when the incubations are longer, the secretory 
granules are destroyed by lysozomes. (Supported by 
NIH grant CA-16707). 

MICROTUBULES AND NEU ROFILAMENTS: DETERMI-
NANTS Q F AXONAL STRUCTURE AND FUNCTION. D . W 
Cleveland* MJ. Monteim* , HXLiosfai , J , figarharí' and EJL 
Hnffrnan*, Departments of Biological Chemistry , Physiology * and 
Neurology and Ophthamology8, Tne Johns Hopfcins Univ. School of 
Medicine, Baltimore, M D 21205 USA. 

Neurons are highly asymmetric cells whose cytoarchitecture is es-
tablished principally by two components: microtubules and 
neurofílaments. Microtubules are rigid polymers that both support 
neurite elongation and form the linear tracks for particle transport 
into the axon. The principal components of microtubules, a and B 
tubulin, are each encoded by a small multigene family comprised of 
about 6 functional genes. For p tubulin, five of these (whicn encode 
5 different fl tubulin isotypes) are expressed in neurons. These 
isotypes are not biochemically equivalent since two are preferential-
ly assembled and one is partially excluded from neurites. What role, 
if any, such isotype distinctions play in microtubule function is still 
unsettled, but double label immunogold electrón microscopy reveáis 
that axonal microtubules are assembled as nearly random co-
polymers of the axonal isotypes. 
Neurofílaments (NF), the intermedíate filament proteins of axons, 
are synthesized and assembled primarily after neurite elongation is 
completed. In myelinated axons there is a linear correlation between 
axonal cross sectional área and NF number. Further, following 
crushing (axotomy) of a peripheral nerve, a reduction in diameter 
that progresses from the cell body outward is accompanied by a 
reduction both in NF number and in newly synthesized NF subunits 
transponed into the axon. In view of these findings we have proposed 
that NF are intrinsic determinants of axonal diameter. To test this 
proposal, we have used D N A transfection of cloned NF-L, NF-M 
ana NF-H genes to identify domains of the mouse NF subunits 
necessary for filament formation. Not surprisingly, the 310 amino 
acid conserved a helical rod domain is essential for assembly. In 
transgenic mice that express additional wild type or mutant NF-L 
genes, we fínd that NF-L can be expressed and assembled at high 
levéis (2% of cell protein) in non-neuronal cells without major ef
fect. However, expression of a 20 fold excess of transgene R N A in 
neurons does not yield any increase in NF-L protein. This may be 
due to a translational or post-translational mechanism that restriets 
NF accumulation in neurons. 
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SIMPOSIO LA BIOLOGÍA CELULAR EN IBEROAMÉRICA 

Coordinadora: María Inés Becker 

SIMPOSIO: LA BIOLOGÍA CELULAR EN IBEROAMÉ
RICA (Cell Biology in Iberoamérica). 
COORDINADOR: Marta Inés Becker. Bios Chile y 
Unidad de Inmunología, Facultad de Ciencias 
Biológicas, Pontificia Universidad Católica 
de Chile. 

La Biología Celular es una de las áreas 
que mayor desarrollo ha tenido en la última 
década, debido a que es un punto de conver
gencia de casi todas las disciplinas bioló
gicas . 

El objetivo de este simposio es analizar 
el estado actual de la Biología Celular en 
Iberoamérica bajo tres aspectos: 1) Produc
tividad científica en el periodo 1983-1987. 
Esta Información permitirá una evaluación 
cuantitativa del nivel en que estamos. 2) 
Situación del post-grado en Argentina, 
Brasil, Chile, España, México y Venezuela. 
Esta actividad es fundamental para renovar 
los recursos humanos que son la base para 
generar y asimilar nuevos conocimientos. 3) 
Impacto del conocimiento básico de Biología 
Celular en el desarrollo de la Biotecnología 
en Iberoamérica. Este aspecto no podía 
quedar fuera del simposio porque representa 
uno de los desafios más importantes a futuro 
para solucionar problemas regionales. 

De este análisis se puede concluir que 
aunque en algunos países existen grupos de 
investigación con prestigio mundial, se han 
constituido Sociedades Científicas y progra
mas de post-grado, la productividad cien
tífica en Iberoamérica es aún incipiente, 
puesto que aporta aproximadamente el 1% al 
total de las publicaciones mundiales en el 
área. 

Patrocinio: RELAB y Laboratorio Chile S.A. 

PRODUCTIVIDAD CIENTÍFICA EN BIOLOGÍA CELULAR DE LOS 
PAÍSES IBEROAMERICANOS: 1983-1987. (Scientlfic pro-
ductivity in Cell Biology from Ibero-Amerlcan coun-
trles: 1983-1987).. 
Becker. M.I. y Rjirrftffi ffn Bios-Chile IG.SA y Lab. 
Embriología, Pac. Ciencias Biológicas, Pontificia 
Universidad Católica de Chile. 

Una manera de evaluar el desarrollo de un área 
del conocimiento científico en un país y su tras
cendencia en el contexto mundial de la investi
gación, es determinar el número de publicaciones en 
revistas Internacionales con coalté editorial. 

Con este propósito, se determinó mediante una 
encuesta cuáles eran las revistas más importantes 
en Biología Celular y posteriormente, se hizo un 
catastro de loe trabajos publicados en las revistas 
seleccionadas, en que al menos uno de los autores 
fuera de filiación iberoamericana, durante el 
periodo 1983-1987. 

Se destaca en este estudio que: 1) De un total 
de 32 revistas seleccionadas, que incluyen Na ture y 
Science, las de mayor Impacto en esta área son: J. 
Cell Biol.; Cell; PNAS; Sur. J. Cell Biol.; J. 
Biol. Chea.; Exp. Cell Res. y EMBO. J. 2) 
Resultados preliminares muestran que la produc
tividad iberoamericana es alrededor del 1% del 
total de publicaciones en las revistas analizadas. 
3) Entre los países Iberoamericanos, el país con 
mayor un número de publicaciones es EspaSa (48\), 
le siguen Chile (22%), México (9\), Argentina (7V, 
Brasil (4%) y Venezuela (4V. El resto de los 
países tienen una escasa contribución. 

La baja productividad requiere un análisis de 
la comunidad de biólogos celulares iberoamericanos, 
a fin de tomar acuerdos que permitan impulsar el 
desarrollo de esta área mediante la destinación de 
mayores recursos y también mediante el for
talecimiento de los programas de Post-Grado. 

ESTADO ACTUAL DE LA INVESTIGACIÓN CELULAR EN LA 
ARGENTINA. Burgos. M. IHBM. Univ. Nac. de Cuyo. 
Mendoza , Argentina. 

En la Argentina no existe específicamente un 
doctorado en Biología Celular sino los clásicos 
doctorados relacionados a esta disciplina en 
Ciencias Médicas, Ciencias Agropecuarias, Ciencias 
Biológicas y Ciencias Químicas. Los licenciados que 
aspiran al titulo de doctor deben completar y 
aprobar una tesis de doctorado bajo la dirección de 
un director y con un aporte de investigación 
Científica original. Estos licenciados son apoyados 
durante este periodo por becas otorgadas por 
instituciones oficiales o privadas (Universidad, 
CONICET y Fundaciones). Tomando como ejemplo al 
CONICET, de los 2227 becarios que trabajan dentro 
del país, 287 correponden a Ciencias Biológicas, 210 
a Ciencias Médicas, 163 a Ciencias Agropecuarias y 
218 a Ciencias Químicas. A estas hay que adicionar 
unas 130 becas externas. 

Existen aproximadamente 27 centros equipados COBO 
para que estos licenciados puedan completar su 
formación y alcanzar el doctorado. Luego de 
completar el periodo de becario pueden ingresar a 
la carrera de Investigador del CONICET o a 
posiciones de dedicación exclusiva en las 
Universidades. En la actualidad en las cuatro ramas 
del conocimiento mencionadas, el número de miembros 
de la Carrera del Investigador supera el millar. El 
total de investigadores de la carrera ascendió en 
los últimos 5 aKos de 1768 a 2376. Existe también 
una carrera para el personal técnico de apoyo a la 
investigación científica. La mayor parte de los 
fondos son aportados por el CONICET y las 
universidades, aunque es frecuente que en las becas 
externas se agreguen recursos provenientes de 
Fundaciones Extranjeras. Desde 1958 hasta la fecha 
el CONICET ha mantenido su continuidad como 
principal apoyo para el desarrollo y promoción de la 
Investigación Científica en la Argentina. 

A BIOLOGÍA CELULAR NO BRASIL (Cell Biology ln 
Brazll). Pn fffffllM, IT., Instituto de Biofísica 
Carlos Chagas Filho, Universldade Federal do Rio de 
Janeiro. 

Apenas ea poucos curaos a Biología Celular é 
ministrada COBO tal no Brasil. O- aals coa» é ela 
estar dispersa entre os curaos de Histología, 
Biofísica, Bioquímica, Biología Molecular • 
Genética, o que dificulta a anéllse detaihada da 
situacao da Biología Celular no Brasil. Ba que 
pese a nossa situacao estar longe do ideal obsrva-
se nos últimos aftos ua ausento no número de grupos 
atuantes, no número e na qualldade dos txabalhos 
que vém sendo realizados. O tato de tersa 
existidos alguna Programas Especiáis organizados 
pelas agencias de f inanciamento, fizaras coa que 
certas áreas se destacassea. Bo que ocurre, por 
exeaplo, na área da Biología Celular de Parásitos, 
coa énfasc principalmente aa Trypanosoai cruzi, 
¿eishaania e ¿chistosos* aansonl. Tais parásitos 
tea sido utilizados intensamente caso modelos 
experimentáis para escudos morfológicos, 
bioquímicos e inmunológicos. O número de doutores 
formados tea sido insuficiente para atender as 
necessidades das instituicoes universitarias. 
Esforcos estao sendo feltos para aumentar os 
programas de formacao de recursos humanos visando 
atendiaento das necessidades dos polos de 
biotecnología ea fase de iaplantacao. Todas as 
ativldades nesta área, tea sido apoladas pela 
Financiadora de Bstudos e Projetas (FINBP) e pelo 
Conselho Nacional de Desenvolvimiento Científico e 
Tecnógico (ONPq). 
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P R O G R A M A S D E P O S T G R A D O E N C H I L E . Á R E A B I O L O G Í A C E L U L A R . 
( P o s t g r a d u a t e P r o g r a m s i n C h i l e . F i e l d o f C e l l B i o l o g y ) . 
L . I z q u i e r d o . D e p a r t a m e n t o d e B i o l o g í a , F a c u l t a d d e 
C i e n c i a s , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

L o s p r o g r a m a s c h i l e n o s e n B i o l o g í a c o n d u c e n a l M a g i s -
t e r o D o c t o r a d o e n C i e n c i a s B i o l ó g i c a s , en g e n e r a l s i n 
e s p e c i f i c a c i ó n d e l a d i s c i p l i n a ; p o r l o t a n t o n o es f á 
c i l p r e c i s a r e l á r e a d e B i o l o g í a C e l u l a r . L a s c i f r a s s o 
b r e n ú m e r o d e g r a d u a d o s i n d i c a d a s en l a c o l u m n a 1 s e re^ 
f i e r e n a l c o n j u n t o d e B i o l o g í a C e l u l a r , B i o l o g í a d e l De^ 
s a r r o l l o , B i o l o g í a M o l e c u l a r , B i o q u í m i c a , B i o s í f i c a y 
F i s i o l o g í a ; l a s c i f r a s en c o l u m n a 1 a B i o l o g í a C e l u l a r 
e x c l u s i v a m e n t e . 

L a p r i m e r a c i f r a e s p r o b a b l e m e n t e u n a s o b r e e s t i m a c i ó n , 
l a s e g u n d a u n a s u b e s t i m a c i ó n y l a s c o n c l u s i o n e s dependen 
d e c u a n r e s t r i c t i v a s e a l a d e f i n i c i ó n d e B i o l o q í a C e l i ¿ 
l a r . 

U n i v e r s i d a d I n i c i a c i ó n P r o g í rama G r a d u a d o s 
I 

h a s t a 1 9 8 8 
2 

M A G I S T E R 

U. d e C h i l e F a c . . C i e n c i a s 1 9 7 8 30 9 
F a c . . M e d i c i n a 1 9 8 3 32 4 
F a c . . Q . y F a r m 1 9 8 5 3 -

U . C o n c e p c i ó n 1 9 7 8 1 4 
U . A u s t r a l 1 9 7 7 1 5 -
D O C T O R A D O 

U . de C h i l e F a c . C i e n c i a s 1 9 6 6 4 2 1 
F a c . Q . y F a r m 1 9 8 5 4 1 

P . U . C a t ó l i c a 1 9 7 2 2 1 1 5 

S e d e s c r i b e e l d e s a r r o l l o d e l o s p r o g r a m a s y s e examj_ 
na e l d e s t i n o d e l o s g r a d u a d o s . 

EL DESARROLLO DE LA BIOLOGÍA CELULAR EN MÉXICO 
(Developroent of Cell Biology in México). Pefta, A., 
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, Apartado 
70-600. México, D.F. México. 

No sólo en el área de la Biología Celular, sino 
en la ciencia toda, México inició hace aproxima
damente treinta años un esfuerzo que no ha sido 
constante, y que en los últimos años se na vuelto 
más pequeño. Para intentar hacer una evaluación del 
estado de la Biología Celular en México, se tomó 
como base las cifras del Sistema Nacional de Inves
tigadores, que representan la evaluación más formal 
de los investigadores mexicanos. Las cifras son 
difíciles de obtener, debido a que algunas áreas, 
como la Bioquímica y la Inmunología, representan en 
realidad una Biología Celular con ciertos enfoques 
de otro tipo. Prácticamente es más fácil hacer un 
análisis de este tipo en la Biología Experimental. 

Las cifras muestran que para toda la Biología y 
la Medicina, completas, dan un total de 815 inves
tigadores concentrados, en su gran mayoría en la 
ciudad de México, con sólo 49 en el nivel más alto. 
Para la Biología Celular se da una cifra de sólo 24 
investigadores, pero muchos de otras áreas hacen en 
realidad Biología Celular. Tal vez una cifra 
aproximada sea alrededor de 50 investigadores en el 
área. En el área propiamente dicha de la Biología 
Celular hay sólo dos posgrados de buen nivel, que 
sin embargo, tienen una producción de egresados 
relativamente baja. En México no hay una Sociedad 
de Biología Celular, y los investigadores del área 
se asocian a las de Bioquímica e Inmunología 
principalmente. 

Hay pues un grupo pequeño, pero sólido de Biólo
gos Celulares, agrupados alrededor de dos posgrados 
principalmente, que representan ya una base sólida 
para el desarrollo de esta disciplina. 

APLICACIONES DE BIOLOGÍA CELULAR EN BIOTECNOLOGÍA 
(Oellulax Biology and Biotechnology). Grau. O. 
Departamento de Ciencias Biológicas, Facultad de 
Ciencias Exactas, Universidad Nacional de la Plata. 
La Biología Celular conjuntamente con la Bioquímica, 

la Biología Molecular y la Ingeniería Genética consti
tuyen el basamento del incipiente desarrollo de ac
tividades biotecnológicas. En latinoamérica ya existen 
ejemplos el empleo de técnicas modernas en salud 
humana y animal, en producción agropecuaria y en la 
industria. En el campo de la salud se utilizan an
ticuerpos monoclonales y proteínas clonadas para el 
diagnóstico de enfermedades humanas y animales y para 
la tipificación antigénica, como asi también sondas de 
DNA y RNA para la detección de bacterias y virus. 
Se emplea RLFP para detectar diversas patologías 
genéticas y para el establecimiento de cosangulneidad. 
Mediante el cultivo de células eucarlotas y de micro
organismos se preparan vacunas virales y bacterianas. 
Las nuevas técnicas de fertilización in vitro y de 
división de embriones se están aplicando para resolver 
problemas de reproducción en humanos o para mejorar la 
calidad de animales productores de carnes. En pro
ducción agropecuaria se emplean inoculantes para favo
recer la fijación de nitrógeno y el abastecimiento de 
minerales a las plantas. Se producen virus, bacteilas 
e insectos que son empleados para combatir plagas. Se 
producen millones de plantas por mlcropropagación y se 
están Iniciando las experiencias de tranformación para 
obtener variedades resistentes a plagas y de mejor va
lor alimentario. Se emplean también sondas de DNA y 
RNA y anticuerpos monoclonales para diagnóstico de 
enfermedades y el FRLP para diferenciar variedades de 
cultivos. En el ámbito de la producción acuática se 
reproducen crustáceos en cautiverio para emplear las 
semillas en cultivos Intensivos. En el campo alimen
tario se emplean enzimas saborizantes y enriquecedores 
producidos en cultivos o microorganismos modificados 
que permiten una mejor elaboración, conservación o au
mentan la capacidad nutricional. En el campo indus
trial, en algunos países se han desarrollado programas 
de producción de combustibles por fermentación. Se 
es-tá estudiando el mejor empleo de residuos agro in
dustriales mediante procesos biológicos y se emplean 
reactores con células o enzimas inmobilizadas para la 
producción de antibióticos y transformación de molécu
las. 

PERSPECTIVAS FUTURAS DE LA APLICACIÓN DEL 

CONOCIMIENTO BÁSICO DE BIOLOGÍA CELULAR 

EN BIOTECNOLOGÍA EN IBEROAMÉRICA. (The 

potential biotechnological applications 

of basic cell biology knowledge in Ibero

américa ) . 

Pablo Valenzuela. Chiron Corporation, 

Emeryville, California, USA y Bios-Chile 

IGSA, Santiago, Chile. 

La gran mayoría de nuestros países 
iberoamericanos se caracterizan por la 
ausencia de un apoyo político prioritario 
a la ciencia y la tecnología. Somos ex
portadores de científicos y técnicos al
tamente especializados e importadores de 
tecnologías y de los productos derivados 
de ella. La biotecnología parece seguir 
el mismo camino. Esta presentación tra
tará sobre algunas de las causas y al
gunos remedios que, con el debido apoyo 
político, podrían ayudarnos a superar 
este destino. Entre los factores a 
analizar están: Planes nacionales, capi
tales e incentivos, apoyo a y rol de las 
universidades, áreas y productos, incor
poración de tecnologías, -convenios de 
manufactura y comercialización. 
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SIMPOSIO SINGER SYMPOSIUM 

S I N G E R S Y M P O S I U M . J u a n F e r n á n d e z , C o o r d i n a t o r 
( F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y o f C h i l e , S a n t i a g o . 
C H I L E ) . 

1. W e l c o m e s p e e c h , s h o r t b i o g r a p h y a n d a c h i e v e m e n t s o f 
D r . M a r c u s S i n g e r . 

2 . R o l e o f t h e c y t o s k e l e t o n i n e a r l y e m b r y o n i c d e v e l o p 
ment " ! R . M a c c i o n i w i l l d i s c u s s t h e s t a b i l i z a t i o n o f 
t h e m i c r o t u b u l e c y t o s k e l e t o n b y t r a n s g l u t a m i n a s e , d u r i n g 
t h e e a r l y m a m m a l i a n d e v e l o p m e n t a n d n e u r o b l a s t o m a 
d i f f e r e n t i a t i o n . J . F e r n á n d e z w i l l p r e s e n t e v i d e n c e 
t h a t o r q a n e l l e t r a n s l o c a t i o n d u r i n g o o p l a s m i c s e g r e g a 
t i o n i n l e e c h e g o s r e l i e s o n o r g a n i z a t i o n a l c h a n g e s o f 
t h e m e i o t i c a n d i n t e r p h a s e c y t o s k e l e t o n s . 

3 . C o n t r o l o f t h e o r g a n i z a t i o n a n d d e q r a d a t i o n r a t e s 
o f a c e t h y l c h o l i n e r e c e p t o r s ! M. S a l p e t e r w i l l s h o w 
t h a t t h e d e g r a d a t i o n r a t e s o f a c e t y l c h o l i n e r e c e p t o r s 
a r e m o d i f i e d i n d e n e r v a t e d a n d r e i n n e r v a t e d m o u s e 
m u s c l e . N . I n e s t r o s a , on t h e o t h e r h a n d , w i l l p r o v i d e 
e v i d e n c e t h a t h e p a r á n s u l f a t e p r o t e o g l y c a n s a p p e a r 
t o p l a y an i m p o r t a n t r o l e a s o r g a n i z e r s o f t h e 
c h o l i n e r g i c s y n a p s e . 

4 . R o l e o f n e u r o t r o p h i s m a n d e x p r e s s i o n o f o n c o g e n e s 
i n d e v e l o p i n g p e r i p h e r a l s t r u c t u r e s . J . Me C r e d i e 
w i l l a n a l y z e t h e e f f e c t o f s e n s o r y n e u r o t o x i c a p e n t s 
on e m b r y o g e n e s i s a n d t h e s i g n i f i c a n c e o f n e u r o t r o p h i s m 
i n m o d e r n m e d i c i n e . F i n a l l y , J . G é r a u d i e w i l l p r o v i d e 
e v i d e n c e t h a t t r a n s c r i p t i o n o f t h e o n c o n e n e c - m y c m a y 
be t u r n e d o n a n d o f f i n c e l l s o f a m p h i b i a f o r e l i m b 
r e g e n e r a t e s . 

5 . C o n c l u d i n q r e m a r k s a n d m e d a l s c e r e m o n y . 

Coordinador: Juan Fernández 

DYNAMICS OF THE CHOLINERGIC SYNAPSE. N.C. Inés' 
trosa, Molecular Neurobiology Unit, Department 
of Cell Biology, Faculty of Biological Sciences, 
Catholic University of Chile, P.O. Box 114-D, 
Santiago-CHILE. 

The neuromuscular junction correspond to a small 
fraction ( 0.01%) of the muscle surface. At the 
junction, both the nerve terminal an^ the muscle 
surface are differentiated. In particular, the 
muscle presents synaptic macromolecules inclu-
ding, the acetylcholinesterase (AChE) , the ace -
tylcholine receptors (AChR) and heparán,sulfate 
proteoglycans. The relationship between these 
macromolecules have been studied in genetic va 
riants of muscle cells, defective in radioacti -
ve sulfate incorporation. These variants express 
normal levéis of AChR on their surface, but the 
myotubes did not present clustered AChRs ñor 
asymmetric AChE (as in wildtype myotubes) , howe-
ver, when these cells were co-cultivated with 
spinal cord explants the clustering defect was 
eliminated. 

Besides the co-localization and specific inte-< 
raction between HSPG, and AChR and AChE, these 
PGs also interaets with other component of the 
ECM, therefore because of its múltiple speci -< 
fie interaction and well defined localization, 
it is possible to suggest that the HSPG acts 
as the "orqanizer of the cholinergic synapse". 
Studies in other systems have demonstrated 
that PGs are implicated in the assembly and dg 
position of ECM components. Henee, the accumu-i 
lation of ECM-PGs may contribute to the esta -
blishment of a normal nerve-muscle contact and 
to particípate in the anchoring of synaptic 
components. 

TRAH8GLUTAMIMAfiB IN EARLY ESVUCRBIT Mt> CHA 
DlttUULNHATION (Transglutaminasas en el desarrollo 
temprano y la diferenciación celular) thcclonl. R.B. 
International Center for Cáncer and Developmental 
Biology (ICC), Santiago, Chile. 

The aorphological changes of the eabryo during 
early development are relatad to processes of intra
cellular reorganizatlon of blaatomers and cell-to-cell 
interactlons. The cytoskeleton, iaplica ted ln malnte-
nance of cellular sha pe provide the framevork re-
quired for these processes in early eabryos. Trans-
glutaalnase (TG), an enzyae that catalyze acyl trans-
fer reaction» producing crosslinking between proteins 
or covalent aodifications by polyaaiines appears to 
play critlcal aodulatory roles in preiaplantational 
mouse eabryogenesls and differentiation of neuro-
blastoaa cells. The specific TG activity in the sol
uble cellular fractlons increase» 2-fold froa 2-cell 
eabryos to 8-cell aorulae and 4-fold froa 2-cell 
eabryos to blastocysts. The saae developaental profile 
tas seen when either N,N'-diaethylcasein or endogenous 
sus trate» «ere used in the TG assay. Majar acyl donar 
coaponents «ere tubulin and a high molecular velght 
crossllnkage produets. A pzonounced increase ln TG 
was also oboer ved during aorphological differentiation 
of neuroblastoaa. TG does not reach aaxiaal levéis 
until extenslve neurite foraation has oceurred. Using 
putrescine as acyl acceptor, endogenous acyl donors.in 
neuroblastoaa included proteins that co-migrated on 
SDS-PAGE with tubulin and actin. TG aay aediate cov
alent crosslinking of microtubules to other cellular 
coaponents. These studies indícate that TG is dlrectly 
implicated in the cytoarchitectural changes aediated 
by stabilization of the microtubule cytoskeleton dur
ing early embryogenesis and neuroblastoma differen
tiation. (Supported by Council for Tobacco Research, 
USA, NATO and ADRDA) 

ORGANIZATION OP THE CYTOSKELETON AND OOPLASMIC SEGREGA 
TION IN THE LEECH UNCLEAVED EGG. (Organización del cl_ 
toesque'leto y segr,egaci5n ooplasmica en el huevo indi
viso de sanguijuela). J. Fernandez. Department of 
Biology. Faculty of Science. University of Chile. San
tiago. Chile. 

Dramatic structural changes take place in the leech 
egg before initiation of the first cleavage división. 
Some of these changes are related to the establishment 
of polar cytoplasmic domains (teloplasms), which are 
later utilized in the manufacture of ectodermal and 
mesodermal founder cells. Teloplasms form by ooplas
mic segregation, process that involves orderly trans
location of numerous organelles across the egg surfa
ce. The role played by the cytoskeleton in this pro
cess has been studied by immunofluorescence, drug 
treatment, scanning and electrón microscopy and scan-
ning láser microscopy (confocal). 

Ooplasmic.segregation seems to be accomplished in 
two steps. Step I oceurs by the end of the first meio 
tic división, when contraction of an actin lattice 
provokes discharge of the first pole cell and ooplasm 
accumulation at the top of the animal hemisphere. Step 
II oceurs during the second half of the first interptfa 
se, when contraction of an actin network and rearran-
gement and shortening of microtubules lead to ooplasm 
concentration at the animal and vegetal poles. Step 
II ooplasmic segregation is thus bipolar, and appears 
to take place along certain microtubules put together 
into meridional columns by an earlier episode of actin 
contraction. 

Results indícate that the organization and proper-
ties of the meiotic and interphase cytoskeletons allow 
differentiation of the leech uncleaved egg along its 
animal/vegetal axis (Supported by grant 89-1128 from 
Fondo Nacional de Investigación Científica y Tecnológi 
ca. 
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NEUROTPOPHISM AND CONGENITAL MALPORMATIONS (Neurotro-
fismo y malformaciones congénitas), J. McCredie. De 
partment of Surgery. The University of Sydney. Syd
ney. Australia. 

The role of sensory nerves in embryological develO£ 
ment has been overlooked for too long. Electron mi-
croscopy has established the presence of nerves in 
embryonic limb buds, previously thought to be nerve-
less. Sensory neurotoxic agents such as thalidomide 
produce malformations in the tíistribution of dermato 
mes, myotomes and sclerotomes. The nature of transmis 
sion of the neurotrophic measage, a biological seeret, 
is of great potential importance to medical science, 
Examples of the medical application of sensory neuro-
trophism will be presented. 

Degradation of Junctional Acetylcholihe Receptors. 
Salpe.ter. M.M. and Shynq. S.L. Neurobiology & Beha-
vlor, Comell University, Ithaca, New York. 

Studies of the degradation rate of acetylcholine 
receptors (AChR) have identified two populatibns of 
junctional AChR at the neuromuscular junction tnmj) 
of mouse sternomastoid músele. The first, (called 
original or slow AChR'sl.are present at the innerva-
ted junction, have a degradation half life (t./2) of 
about 8 to 10 days and accelerate after denervation 
to a te/2 of about 3 days. The second, (called new or 
fast AChR) are inserted at the nmj after denervation 
and have a t̂ /2 °* approximately 1 day at all times 
after denervation. Reinnervation has a different 
effect on the degradation rate of these two classes 
of junctional receptors. Reinnervation causes the 
accelerated degradation rate of the low AChR already 
in the membrane to revert to the t*^ o f 8 d» charac-
teristic of the innervated AChR's. However reinnexva 
tion causes no change in the t 1 of the fast (1 d) 
AChR's once they are in the post-synaptic membrane. 
These results suggest that Btructural differences, 
dependent on the state of innervation at the time of 
synthesis, may determine both the inherent degradation 
of the junctional AChR's and whether that rate can be 
modified by reinnervation after the AChR is in the 
plasma membrane. The possible nature of the neural 
control will be discussed. 

0NC0GENE C-MYC EXPRESSION DURING BLASTEMA FORMATION OF 
FORELIMB REGENÉRATE IN THE FROGLET, XenopOá ÜOJLvU. 
(Expresión del oncogen C-MYC durante formación del 
blastema de regeneración del miembro anterior de Xgjtü-
pu¿ ¿ae,v¿¿>). J. Géraudie, J. Hourdry, S. Vriz» M. 
Singer and M. Me'chali. Laboratoire d'Anatomie comparée 
Université París VII, Laboratoire d'Embryologie 
moléculaire, Institute Jacques Monod, Paris and Depart_ 
ment of Anatomy, School of Medicine, Case Western 
Reserve University, Cleveland, Ohio, U.S.A. 

Analysis of c-myc expression has been carried out in 
the forelímb regenérate of the albinos froglets Xe.no -
pu& Za.z\j¿6. Northern blots analysis has shown c-myc 
expression especially in the regenérate when compared 
to stump tissues. In 4¿£u hybridization confirmed anc3 

emphasized at the level of the tissue the results 
obtained above. Grain densities were observed in the 
wound epidermis while the superficial ones were label 
free. Labelling of the mesenchymal cells of the 
blastema was evenly distributed. The observations 
suggest that transcription of c-myc maintains the 
cells in the cell eyele and is tumed off, in the 
epidermis of the limb of Xcnopoá, when cells are 
already highly differentiated in keratinocytes and 
susceptible to slourblinc 

http://Xe.no
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SIMPOSIO PAABS. RESPUESTAS MOLECULARES DE LOS 
ORGANISMOS F R E N T E A ESTÍMULOS E X T R A C E L U L A R E S 

En homenaje a Alberto Sois García (Q.E.P.D.) 

Simposio "ftespuestas Moleculares de los organismos 
frente a estímulos extracelulares". Coordinador: Dr. 
A. venegas, P. Universidad Católica de Chile. 

El simposio se enfoca sobre el efecto de diversos 
estímulos externos, como cambios de osmolaridad, 
temperatura, pH y luz. en la respuesta adaptativa 
tanto de organismos procarióticos como eucarióticos y 
los mecanismos involucrados. 

Del análisis de diversos modelos biológicos 
descritos en este simposio, se visualiza una cadena de 
eventos. siguiendo el flujo : 
señal ->transductor->men5ajero->fliodulación de la 
expresión geni ca->respuesta final. 

Así, incorporando en nücroorganismos genes ya 
caracterizados, se analiza la respuesta por 
variaciones- de osmolaridad y temperatura, (expresión 
de genes de porinas de 5. typhi'). 

Como modelo de transductor se discuten la 
estructura y la equivalencia funcional del compleja 
adenilatc ciclasa en hongos y protozoos. 

En relación a la naturaleza de la respuesta, se 
presentan estudios comparativos frente a "stress" 
térmico y de bajo pHr en diversos organismos 
lixiviantes, los que sugieren que la respuesta a nivel 
proteico es semejante. 

La evolución a preservado también la estructura 
de los genes representativos de la respuesta, así coma 
la interacción de sus productos entre diversas 
especies (similitud de genes dnaK y hspTO de C. 
crescentas y Vrosophilaj similitud y equivalencia 
funcional entre adenilato ciclasas y entre proteínas Q 
y Ras de diversas especies). 

Finalmente, esta serie de eventos que consolidan 
la respuesta frente al estímulo, son más complejos en 
eucariotes, ya que involucran inter relaciones y 
supeditan la expresión génica a otros procesos; 
(reprogramación de la expresión génica en el proceso 
de aclimatación de la carpa). 

En resumen, las diferentes seríales que gatillar 
las diversas respuestas, uti1izan mecanismos 
transductores semejantes, generan productos similares 
para respuestas adapta ti vas relacionadas y modulan 
armónicamente la expresión génica de varios procesos. 
Así se mantiene una respuesta adaptativa que asegure 
la supervivencia del individuo frente a cambios del 
medio. 

Coordinador: Alejandro Venegas 

RESPUESTA ADAPTATIVA DE LA EXPRESIÓN GENICA DE LAS 
BACTERIAS FRENTE AL STRESS TÉRMICO Y DE pH. 
(Adaptatiue response oí bacterial genetic expression 
towards thermal and pH stress). Alvarez. S.. Toledo, 
H., várela. P.. Chamorro. D.. Pe i rano. I. y Jerez. 
CfA. Departamento de Bioquímica, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile. 

Cuando los organismos se someten a un cambio brusco 
de temperatura por un corto tiempo (shock térmico), 
responden inhibiendo la síntesis global de 1 as 
proteínas, induciendo simultáneamente la síntesis de 
un grupo de proteínas conocidas como proteínas del 
shock térmico o HSPs. En tas -faenas de 
b¡ ol i x i v i ac i 6n de minerales las temperaturas pueden 
variar entre O'C y 5Q*C o más. Estudiamos la 
respuesta a los cambios de temperatura de las 
bacterias meso-fflicas Th i obac 111us ferropx i dans y 
Leo toso i r i 1 lum -ferroox i dans <de 30'C a 40 "O , la 
cepa termo-fttica moderada LM2 <de 5G'C a ¿O'C) y la 
arquebacter i a termo-f 11 i ca Su I -f oí obús ac i docal dar i us 
(de 70aC a 85"C) . Las bacterias se crecieron en 
presencia de Ht^^ZQ^ y los productos radiactivos se 
analizaron por e 1 ec t r o-f or e s i s en geles de 
pol iacri 1 amida y -fluorografía. 
Todos los microorganismos mostraron una respuesta 
típica al shock térmico. Por otro lado, T|t 

•ferroox i dans no mostró respuesta a un shock -frío 
(30'C a 10'C). Sin embargo, esta bacteria adquiere 
termotolerancia frente a un shock letal de 50"C 
cuando se la somete a un shock previo a 40'C. 
Frente a un cambio de pH (3.5 a 1.5) y en presencia 
de etanol (4V.) , el T. -ferroox i dans mostró una 
respuesta muy símilar al shock térmico, induciendo 
aparentemente las mismas proteínas. Estos resultados 
indican una posible interrelaci6n entre estas 
respuestas a diferentes tipos de stress. 

Financiado por Proyectos FONDECYT 88-0074, 
PNUD/UNESCO CHI/ 88-003 y Universidad de Chile. 

CONSTRUCCIÓN DE nINI SENES DERIVADOS DEL GEN meC DE Saitonella typhi Y ESTUDIOS 
SOBRE EL CONTROL DE Lft EXPRESIÓN EN f. coli. (Construction of tinigenes deri.ved 
from the 5¿¡»one¡la typtii o*f¡C gene and studies an expression in E. coli). 
Venegas, A., fllvare:, fl., Sómez. I., Martínez. H., Lira, P., Htnrichsen. J.P. y 
Zaror. I, 
Unidad de Microbiología y Genética Molecular, Facultas de Ciencias Biológicas, 
Pontificia Universidad Católica de Chile. Casilla 114-D. Santiago. Chile. 

Entre las proteínas de la membrana externa de las bacterias gram negativas 
están las ¡lanadas porinas, capaces de foriar poros que permiten el paso de 
solutos pequeños. En Saltonella typhi, agente causal de la fiebre tiroidea, se 
han detectada dos porinas 0«pC (36 kDa) y OipF (35 kDa). 

El gen de la porina QtpC de S. typh: ha sido clonado y secuentiado 
previamente por nosotros. El objetivo de este trabajo es succionar y expresa'' 
secuencias de esta porina que sean características de ella, y que al misto 
tiempo correspondan a zonas expuestas al exterior, es decir, ep:topes 
específicos de S, typhi. 
finalizando la secuencia del gen otpC de S. typhi v comparándola con su símil 

de E. coli, se encuentra una homología de 741. Sin embargo, a pesar de esta alta 
homología, es posible encontrar dos zonas en la secuencia amincacídica que id se 
encuentran en la porina de £. coli, v que según modelos de Dlegamiento de la 
proteína en la membrana, serían zonas expuestas, estas dos zonas están 
comprendidas entre los aminoácidos 160-167 y 252-259. Ambas están contenidas en 
un fragmento de restricción Pvuíl y Pstl del gen ompC, que corresponde a la zona 
entre los aminoácidos jO a 258. 

Del clon pSTPEV íplásmido con gen o«C de 5, typhi completo, elonade en el 
sitio EcoftV de pBP329), se obtuvo el fragmento pvuII/PstI, el cual fue clonado 
en el vector de expresión píNompA. Con este tipo de construcción se obtiene una 
proteína híbrida que posee en el extremo auno terminal el péptido señal de QmpA 
tío que hace que elia atraviese la barrera de la membrana plasmática), más H> 
aminoácidos correspondientes a la secuencia "linker" usada en ¡a construcción̂  
en el carboxilo terminal, 7 aminoácidos extras. Este vector consta además, de 
dos promotores en tándem, Ipp" y Ja:**", lo que permite unto alte expresión y a su 
ve;, regulable mediante el inductor de ]ac"°, IPI6. El clon obtenido \pSTpr1), 
exfesa una proteína de apra/imadamente 27fcDa que no existe en f, coií y que es 
reconocida por anticuerpos anti ü*pC de S. typhi y al parecer se incorpora en la 
membrana externa. Otro linigen obtenido (pST?2K2i carece de los 9 primeros 
aminoácidos y de los últimos 109 del extreme carbc.nlo terainal. Se presentan 
estudios cifparativos de regulación de la expresión por ísmoiancad, 
concentración de glucosa y temperatura, con respecta al gen completo. 
Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT 2026/97. 

O GENE DE CHOQUE TÉRMICO dnaK É REGULADO PELO DESENVOL-
VTMENTO EM Caulobacter crescentus. 
(Heat shock gene dnaK is developmentally regulated in 
Caulobacter crescentus. Ganes, S.L. & Shapiro, L. Depar 
tamento de Bioquímica, Instituto de Química, Universida 
de de Sao Paulo & Department of Developmental Biology, 
Stanford University Schcol of Medicine. 

O gene de choque térmico dnaK de Caulobacter foi isola-
do utilizando-se como sonda o gene hsp70 de Prosophila. 
O fragmento Bam HI de 3,5kb clonado foi sequenciado e 
mostrou conter dois quadros abertos de leitura. O pri-
meiro codifica urna proteína 66% idéntica a DnaK de E. 
coli e 54% idéntica á Hsp70 de Prosophila. A sequéncia 
de aminoácidos deduzida do outro quadro aberto de leitu 
ra, que nao termina dentro do clone, mostrou 59% de 
identidade com outra proteína de choque térmico de E. 
coli,a proteína DnaJ. Análise em "Northern blots" do 
RNA de células submetidas ou nao a choque térmico, de-
monstrou a presenga de um transcrito de 4.0kb, indican
do que dnaK e dnaJ formam um operon. Ensaios de prote-
gao cem nuclease S1 e experimentos de extengao de 
"primer" indicaram que a transcrigáo se inicia em dois 
pontos diferentes, a 5' do gene dnaK. Um único inicio 
de transcrigáo foi identificado durante o choque térmi
co. A temperaturas normáis um outro inicio de transcri
gáo foi determinado que mostrou ser regulado pelo ciclo 
celular. Ensaios de protegao com SI assim como ensaios 
com gene dnaK fundido com os genes repórteres de trans
crigao neo e lux mostraram que a expressao do gene dnaK 
ocorre imediatamente antes da iniciagáo da replicagao 
do DNA em Caulobacter. 
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E L S I S T E W A D E N I L A T O C I C L A » Y L A TPJNSDUCCION D E S E Ñ A L E S E N E U C A R I O -
T E S I f F E R I O R E S Y PLANTAS (Adeny la te cyc lase sys tan and t h e s igna l 
t r ansduc t i on in lower euca ryo t i c and p l a n t s ) M . M . F l a w i á j J . M i s c h i e t t i ; 
H . M a r t i n e t t o ; D . A l t s c h u l e r y H . N . T o r r e s ) I n s t i t u t o de Inves t igac iones 
en I ngen ie r í a Genét i ca y B i o l o g í a f b l e c u l a r , F a c u l t a d de C ienc ias E -
x a c t a s - U n i v e r s i d a d de Buenos A i r e s , A r g e n t i n a . 

La regu lac ión hormonal de l s istema A d e n i l a t o c i c l a s a (AC) es e l r e 
s u l t a d o de l a in te racc ión de t r e s ent idades p r o t e i c a s : Receptor honro 
n a l ( R ) ; p ro te ínas r e g u l a t o r i a s que unen G T P ( G s , G i ) y subunidad c a t a l T 
t i c a ( C ) . E l hongo ascomicete Neuraspu-a c rassa posee solamente e l com 
ponente C que puede i n te racc iona r .en recons t i t uc iones he te ró logas .con 
e l componente Gs y e l recep to r -pa ra e l glucagon o <3 ad renerg i co . La 
enz ima , en presenc ia de A T P - M ^ como s u s t r a t o , es es t imu lada por hor 
monas, G T P , t o x i n a del c ó l e r a , e t c . Se c lonaron y secuenciaron genes 
de l t i p o r a s en t teurospora.cuyo papel r e g u l a t o r i o e s t á aún en e s t u d i o . 

La AC de Trypanosoma cruzi es s i m i l a r . e n cuanto a su conpor tan ien -
t o b ioquímico, a l a de Naurospora pero se encuentra asociada a una p ro 
t e í n a de l t i p o Gs de PM 52000, que se ADP r i b o s i l a en presencia de to 
x inas bac te r i anas . 

E l componente C de a r t o s o rgan i s ros puede i n te racc iona r con e l s i s -
tena rodops ina- t ransduc ina de membranas de r e t i n a bov ina donde l a l u z , 
actuando como hormona, permi te l a producción de W c í c l i c o en l os 
sistemas f us i onados . L a mayor a c t i v i d a d enz i i ró t i ca corresponde a l a 
long i tud de onda de l a rodopsina f o t o l i z a d a . 

O t r o s istema impor tante de t ransducc ión de señales ambientales es 
e l re lac ionado a fo toseña les y sus respec t i vos sensores: l os f i t o c r o -
mos. Re lac ionado a e s t e segundo t i p o de mecanismo se c a r a c t e r i z ó una 
p r o t e í n a que une GTP en M. sativa. P o r e l g r á f i c o de Scatchard se d e 
terminó un Kd de 8rm. E s t a i n te racc ión se co r re lac iona con v a r i a c i o 
nes en los n i v e l e s de f i t oc romos ( l u z r o j a 660rm, r o j a le jana 730rm, 
oscu r i dad , e t c . ) . A p a r t i r de un e x t r a c t o de membranas se p u r i f i c ó 
parc ia lmente l a p ro te ína a t r a v é s de O E A E ce lu losa y U l t r o g e l ACA34. 
La f r a c c i ó n que une GTP co inc ide con un PM de 48000. En presenc ia de 
N A D , las t o x i n a s de V. cholerae y B. pertussis, inh iben l a unión e s 
p e c í f i c a de l G T P , ind icando un bloqueo en e l s i t i o de unión o de d i 
s o c i a c i ó n , producido por l a ADP r i b o s i l a c i ó n , s i m i l a r a lo que o c u 
r r e con las p ro te ínas G i en eucar io tes s u p e r i o r e s . 

ASPECTOS MOLECULARES DE LA RISPUISTA COMPENSATORIA EN 
LA CARPA FRENTE A VARIACIONES DE TEMPERATURA. 
(Molecular aspects of the compensatory response to 
temperature changes ln the carp). Krauskopf. M.. 
A a t h a u e i , B_u_ Concha, (L_t Hernández. L^. Inoatroza. 
Ufióju. G • Rosero. F.. Vera. M.I. y Vlllanueva. J . 
Instituto de Bioquímica, Facultad de Ciencias, 
Universidad Austral de Chile. 

Los organismos ectotermos son capaces de mantener sus 
funciones esenciales cuando son sometidos a variaciones 
térmicas estacionales. Nuestro grupo ha postulado que 
un mecanismo fundamental en la estrategia de la 
respuesta compensatoria lo constituye la reprogramación 
de la expresión génica. 
Estudios ultraestructurales del hígado de la carpa han 
revelado profundos cambios a nivel citoplasmático y 
nuclear asociados al proceso de aclimatación. 
Consistente con estas observaciones, se ha encontrado 
que en carpas adaptadas a invierno, la síntesis de RNA 
está reprimida y la de proteínas totales disminuida 
esencialmente por efecto de la temperatura. Sin 
embargo, el patrón de proteínas sintetizado por el 
hepatoclto, es diferente en ambas estaciones. La 
síntesis de apollpoproteina A-I, utilizada como 
marcador de expresión durante aclimatación, se 
encuentra aumentada en carpas adaptadas a invierno con 
respecto a lo esperado por efecto del Qio. Se ha 
construido una biblioteca de cDNA de higado de carpa en 
lambda-gtll para aislar una sonda que permita estudiar 
la transcripción de apo A-I. 

Paralelamente hemos Investigado la Inducción de 
vitelogenina por B-estradlol en carpas machos durante 
aclimatación. Los resultados demuestran que existe una 
respuesta diferencial a la hormona que depende de la 
temperatura de aclimatación del pez. 
Proyectos FOHDBCYT 0933/88, DIC-UACH S-86-29 y 
programa de graduados OEA. 

SIMPOSIO TRANSPORTE DE IONES Y SU REGULACIÓN 
EN ENFERMEDADES HUMANAS 

Coordinadores: M. Isabel Behrens, Cecilia Vergara, Daniel Wolff 

SIMPOSIO 

TRANSPORTE DE IONES ¥ SU REGULACIÓN EN ENF0&CDADES 
HUMANAS. 

Introducción. 

En este simposio tendremos una visión actual de los 
mecanismos involucrados en cinco patologías heredita
rias importantes, tanto por la incidencia que tienen 
en la población general (diabetes, hipertensión), como 
por los efectos dramáticos que producen en los indivi
duos afectados (distrofias musculares, hipartermla ma
ligna, fibrosis qulstica). 

El común denominador de estas patologías parece ser 
un defecto en una población de membrana que, en los 
casos en que su función ha sido identificada, es ademas, 
un sistema de transporte de iones (canal o transporta
dor). 

El Dr. Eric Hoffinan nos presentará el elegante tra
bajo del grupo del Children's Hospital de Boston que 
llevó a la identificación del gen defectuoso en la dis 
trofla muscular de tipo Duchenne/Becker y de su pro
ducto, la distrofina, una protelna cuya secuencia se 
conoce pero cuya función es todavía una incógnita. 
Los trabajos presentados por los Drs. Jaiirovich y 
cois., López, Wolff y Stutzin, Canessa y Atvater y 
cois, se centran en la fisiología celular en sistemas 
modelos y, al manos en los 4 últimos, en la identifi
cación de el canal o transportador deficitario o alte
rado. 

Todos estos trabajos son una muestra de la impor
tancia del uso de diversas técnicas de biología ce
lular, electrofisiologla, biofísica de transporte, ge
nética y biología molecular en lo que constituye una 
verdadera explosión en el conocimiento de los mecanis
mos moleculares de las patologías hereditarias huleras. 

CANALES DE CLORURO EN EPITELIOS SECRETORES: ALTERACIONES 

EN LA FIBROSIS QUISTICA. (Chlori.de channels in secreto-

ry epithelia: alterations in cystic fibrosis). 

Wolff, D. y Stutzin, A. Departamento de Biología, 

Facultad de Ciencias y Departamento de Medicina Experi

mental, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 

En las células de los epitelios secretores, la sa

lida de Cl- se hace a través de canales aniónicos que 

presentan estimulación B adrenérgica y están ubicados 

en la membrana apical. En la fibrosis qulstica (fQ) 

se observa una impermeabilidad de la membrana al Cl-j 

que se ha atribuido a una falla en la activación B adre

nérgica de los canales de C1-. En estudios de flujos de 

salida de 36 Cl en células de pólipos nasales en cultivo 

de sujetos normales y con FQ hemos encontrado que el 

dibutiril cAMP y la toxina del cólera estimulan el flujo 

conductivo en las primeras pero no en las segundas. 

Usando la técnica de patch clamp, Frizzell y cois, y 

Welsh y cois., han encontrado canales de Cl- en epitelio 

traqueal de perro que se activan por agonistas B adre-

nérgicos y por el potencial. Canales semejantes también 

se encuentran en epitelios secretores humanos y se acti

van en células de sujetos normales pero no en pacientes 

con FQ. Al registrar la actividad de canales en pedazos 

aislados de membranas celulares de epitelio traqueal, 

los canales de Cl- de paciente con FQ no se activan al 

agregar directamente protelna kinasa A, lo que se ha 

atribuido a una falla en un sitio de regulación de la pro 

teina-canal. Sin embargo, experimentos preliminares reali^ 

zados en nuestro laboratorio usando la técnica de patch 

clamp en células en cultivo de páncreas de paciente con 

FQ muestran que hay actividad de canales de Cl-, lo que 

podría indicar que en estas células epiteliales se expre

sa una variedad de canales de Cl- con diferentes vías de 

regulación. 

Financiado por los proyectos FONDECYT 0448-88 y Cystic 

Fibrosis Foundation 1078 9-01 . 

http://Chlori.de
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RBGÜIACKH DEL CrinWOTtANSPCKIE EE Na^/H* EN IA 
HYPERTfNSICN ESENCIAL. (Regulation of the Na/H 
exchanger in eamential hypertension). Mitzy 
Canessa. Department of Medicine, Harvard Medical 
School, Boston, Ha, USA 

Ten years ago, we inltiated studies of the 
genetic variation of Na + transport systems in the 
human population as an approach to the genetics of 
hypertansion. Two of these biochenical 
phenotypes, the Na +/H + exchange and the Na-K-Cl 
ootransport are found abnoroal in red cells of a 
sizable proportion of the essential hypertensive 
population. Both transport systems are altered in 
f anilles of hypertensive patients, in the genetic 
rat nodels of hypertension and expressed in target 
fisgues such as renal tubular epithelium, vascular 
smooth nuscle and adrenal glcmerulosa cells. In 
these cells, the Na +/H + exchanger is modulated by 
vasccontrictor agonists such as Angiotensin II and 
growth factors such as BSF and PDP3F which tnobilize 
Ca++. 

In human red cells and lymphocytes of 
hypertensive patients, the antiporter exhibit 
elevated ̂  and reduced Hill coefficient for 
activation by cell pH. Ihe abnormal regulation of 
the Na+/H+ exchanger may lead to: (a) increased 
vascular reactivity, because it potentiates vaso-
contrictor effects and favors vascular hyperplasia; 
(b) abnormal Na + reabsorption in the early proximal 
tubule mrrtilarflrt by Angiotensin II; and (c) 
abnormal aldosterone secretion because it modulates 
the Ang II-stimulated pathway. 

Diese abnormalities mlght be associated to 
poet-translational modifications such as Ca + + 

dependent phosphorylation or by genetic variation 
in the antiporter gene as defined by RFLP analysis. 

D U C H E N N E vs. B E C K E R M U S C U L A R D Y S T R O P H Y : 
D E F I C I E N C I E S vs. A B N O R M A L I T I E S O F A P E R I P H E R A L 
M E M B R A N E C Y T O S K E L E T A L P R O T E I N . Eric P. Hoffman. 
Alan H . Befys and Louis M . Kunkel. División of Genetics, 
Chíldren's Hospital, Pediatrics, Harvard Medical School, Boston, 
M A U S A . 

The lethal and common human Duchenne muscular dystrophy is 
caused by the absence of 'dystrophin', a component of the 
membrane cytoskeleton in muscle cells of all vertebrales. The 
mílder Becker muscular dystrophy is caused by internal deletions 
of amino acid sequence of the dystrophin protein. Using powerful 
molecular genetic techniques and the international medical 
network, we have identified a large number of Becker muscular 
dystrophy patients, and have defined the precise amino acid 
sequences which are missing from the 3,600 amino acid 
dystrophin. By correlating biochemical data, genetic data, and 
ríinical data for these patients, a structure/ function map of the 
dystrophin protein is beginning to be assembled. Such analyses 
give a great deal of insight into the normal function of dystrophin 
on the plasma membrane, and also shed light on the consequences 
of its absence (Duchenne) or abnormalities (Becker) in human 
disease. 

Other recent work in Duchenne/ Becker dystrophy has focused on 
the identification of true animal models for the disease. 
Dystrophin-deficient mice, cats and dogs have all been identified, 
and all have striking similarities and díssimilarities. The study of 
these animáis is telling us a great deal about the reasons for the 
progression o f human Duchenne dystrophy. Finally, much 
progress has been made concerning improved diagnosis of these 
disorders in humans. Both prenatal and post-natal diagnoses can 
now often be made with 100% accuracy, even before the onset of 
clinical symptoms. 

In conclusión, human molecular genetics was responsible for the 
identification of dystrophin, and will probably continué to play an 
important role in the determination of dystrophin function. 

MÚSCULO ESQUELÉTICO HUMANO EN CULTIVO. UNA APROXIMACIÓN 
AL ESTUDIO DE DISTROFIAS MUSCULARES. (Human skeletal 
muscle in culture. An approach to the study of muscular 
dystrophy). Jalmovlch. E.. Liberoña. J.L.. Tascón. S.. 
Hidalgo. J.. Cifuentes. F.. Carrasco. H.A.. Sánchez. X.. 
y Cavledea. R. Departamento de Fisiología y Biofísica, 
Facultad de Medicina, Universidad de CMle. 

Las distrofias musculares constituyen un grupo 
heterogéneo de enfermedades hereditarias que se 
caracterizan por una debilidad muscular progresiva, 
producto de defectos bioquímicos intrínsecos del tejido 
muscular. La mas común de estas enfermedades es la 
distrofia tipo Duchenne, en donde el gen defectuoso ha 
sido identificado y su producto, la distrofina, es una 
proteina de membrana cuya función se desconoce (Hoffman 
y cois. Cell SI, 919, 1987). Este defecto puede estar 
relacionado con los procesos de excitación y contracción 
muscular. 

Nuestra aproximación al problema consiste en 
generar lineas celulares humanas en cultivos permanentes 
a partir de blopsias quirúrgicas de músculo esquelético 
normal y de pacientes con distrofia muscular Duchenne. 

Las células fueron transformadas por incubación 
con medios condicionados de células tiroideas y se 
establecieron numerosos ciónos que crecen en forma 
indefinida. Además de los marcadores habituales de 
músculo esquelético como miosina y creatinfosfokinasa, 
hemos estudiado sistemas importantes en los procesos de 
excitación y contracción muscular, que incluyen 
receptores a dihidropiridinas y alfa bungarotoxina, 
canales iónicos sensibles a acetilcolina y el metabolismo 
de fosfatidil inositoles e inositoles fosfato. Los 
estudios preliminares apuntan a las variaciones en estos 
parámetros con la diferenciación celular y con 
condiciones de potencial de membrana que simulan 
estímulos fisiológicos para el músculo. 

Financiado por NIH GM35981, KDA, FONDECYT 896 y 
1340 y DTI 2123. 

E F E C T O D E L H A L O T A N O Y D E L D A N T R O L E N O S O B R E L A L I B E R A 
C I Ó N D E C A L C I O E N F R A G M E N T O S D E R E T Í C U L O S A R C O P L A S M I C O 
D E P O R C I N O S S U S C E P T I B L E S A H I P E R T E R M I A 2 + M A L I G N A . 
( E f f e c t s o f h a l o t h a n e a n d d a n t r o l e n e o n Ca r e l é a s e 
f r o m s a r c o p l a s m i c r e t i c u l u m f r a c t i o n i n s u s c e p t i b l e 
s w i n e t o m a l i g n a n t h y p e r t h e r m i a ) . L ó p e z . J . R . y 
S á n c h e z , V . C e n t r o d e B i o f í s i c a y B i o q u í m i c a , I V I C , 
C a r a c a s , V e n e z u e l a . 

L a h i p e r t e r m i a m a l i g n a ( H M ) e s u n s í n d r o m e f á r m a c o -
g e n é t i c o d e l m ú s c u l o e s q u e l é t i c o , q u e s e o b s e r v a e n 
h u m a n o s o p o r c i n o s s u s c e p t i b l e s c u a n d o e s t o s s o n e x 
p u e s t o s a a g e n t e s a n e s t é s i c o s v o l á t i l e s t i p o h a l o t a n o 
y / o r e l a j a n t e s m u s c u l a r e s d e s p o l a r i z a n t e s t i p o s u c c i -
n i l c o l i n a . H e m o s e s t u d i a d o e l e f e c t o d e l h a l o t a n o y 
d e l d a n t r o l e n o s o b r e e l p r o c e s o d e l i b e r a c i ó n d e c a l 
c i o p o r p a r t e d e l r e t í c u l o s a r c o p l á s m i c o ( R S ) . 

L a f r a c c i ó n c r u d a d e R S f u e p r e p a r a d a s e g ü n m é t o d o 
d e s c r i t o p r e v i a m e n t e ( S á n c h e z e t a l . , M u s c l e N e r v e e n 
p r e n s a ) , d e m ú s c u l o s p r o v e n i e n t e s d e p o r c i n o s c o n t r o 
l e s ( P C ) e h i p e r t é r m i c o s ( P H ) . L o s e x p e r i m e n t o s f u e 
r o n r e a l i z a d o s a 2 5 ° C , u s a n d o A r s e n a z o I I I como I n d i 
c a d o r d e c a l c i o . 

E n l a p r e s e n c i a d e 4 0 0 uM d e h a l o t a n o l a l i b e r a c i ó n 
d e c a l c i o s i e m p r e f u e s u p e r i o r e n l a s v e s í c u l a s d e P H 
q u e e n a q u e l l a s o b t e n i d a s d e P C i n d e p e n d i e n t e m e n t e d e 
l a p r e c a r g a d e c a l c i o . C u a n d o l a c o n c e n t r a c i ó n d e 
h a l o t a n o s e i n c r e m e n t ó d e 0 h a s t a 1 7 0 uM, e l v a l o r 
u m b r a l d e l f e n ó m e n o d e l i b e r a c i ó n d e c a l c i o i n d u c i d a 
p o r h a l o t a n o e n l a s v e s í c u l a s d e R S d e P H f u e m e n o r 
q u e e l v a l o r o b s e r v a d o e n l o s P C . L a p r e s e n c i a d e 
3 0 uM d e d a n t r o l e n o p r o d u j o u n a i n h i b i c i ó n t o t a l d e l 
f e n ó m e n o d e l a l i b e r a c i ó n d e c a l c i o i n d u c i d a p o r 
h a l o t a n o . E s t o s r e s u l t a d o s d e m u e s t r a n q u e e n l a s 
f i b r a s m u s c u l a r e s HM e x i s t e n a l t e r a c i o n e s i m p o r t a n t e s 
a n i v e l d e l R S e n r e l a c i ó n a l p r o c e s o d e l i b e r a c i ó n d e 
c a l d o . A d e m á s s e d e m u e s t r a e l e f e c t o d e l d a n t r o l e n o , 
l o c u a l p o d r í a e x p l i c a r s u e f i c a c i a e n e l m a n e j o 
p r e v e n t i v o y c u r a t i v o d e l a s c r i s i s d e H M . ( P r o y e c t o 
f i n a n c i a d o p o r M D A y C 0 N I C I T d e V e n e z u e l a S l - 1 2 7 7 ) . 
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LA SECRECIÓN DE INSULINA SENSIBLE A GLUCOSA 
EN ISLOTES DE LANGERHANS DE RATÓN ES 
INDEPENDIENTE DEL POTENCIAL DE MEMBRANA. 
(Glucosa sensitive insulin secretion is 
independent of membrane potential in mouse 
islets of Langerhans). Atwater. I.. Brouwer. 
Aj. y Carroll. P.B. LCBG, NI DDK, NIH, USA. 

Generalmente se acepta que el metabolismo de 
la glucosa bloquea los canales de K , lo 
cual depolariza la membrana, activa canales 
de Ca 2 dependientes del voltage y 
desencadena la liberación de insulina. 
Intentamos estudiar la secreción de insulina 
sensible a glucosa en la condición de un 
potencial de membrana (Vm) depolarizante y 
constante (25 mM KC1) y compararla con la 
situación en la que la glucosa depolariza (5 
mM KC1). El estudio fue realizado en islotes 
disecados y periperfudidos. En la fase aguda, 
fueron expuestos por 10 minutos a cambios 
escalonados de la glucosa desde 5.6 a 33 mM. 
La liberación secundaria se estudió' 
exponiendo los islotes a glucosa 27 mM por 
una hora. RESULTADOS: 25 mM KC1 aumento 
significativamente la secreción basal (con 
respecto a 5 mM): 220+21 vs 326+21 pg/min/6 
islotes (p<0.05). La fase aguda de secreción 
fue normal. La fase secundaria también fue 
sensible a glucosa. Además, al fijar Vm 
bloqueando los canales de K sensibles a 
ATP con glyburida o tolbutamida, nuevamente 
se obtuvo secreción glucosa-dependiente. 
CONCLUSIONES: El effecto depolarizante de la 
glucosa en la membrana no regula la secreción 
de insulina glucosa- dependiente. Los datos 
son compatibles con la activación de canales 
de Ca2"*" por la glucosa via un mecanismo 
independiente del voltage. 

SIMPOSIO MÉTODOS MOLECULARES Y CLADISTICOS 
EN LA BIOGEOGRAFIA Y SISTEMÁTICA 

SIMBIOSIS Y DIFERENCIACIÓN EN LA CÉLULA EUCARIONTE. 
(Symbiosis and differentiation in the eucaryotic 
cell). Medina, C. Departamento de Biología, Facultad 
de Ciencias, Universidad de Chile. 

Se postula que la diferenciación celular en euca-
riontes es una posibilidad creada por la historia 
evolutiva que originó a los eucariontes unicelulares. 
Esta historia consistió en una serie de asociaciones 
entre distintos procariontes, los que se fueron cons
tituyendo en simbiontes de un mosaico evolutivo. La 
diferenciación celular sería una segregación de la 
expresión de las diversas herencias que dieron origen 
al protista ancestral. 

Para fundamentar esta interpretación, se realiza
ron comparaciones ortólogas entre estructuras prima
rias de proteínas pro y eucariontes, construyéndose 
cladogramas en los cuales la posición de ambos grupos 
y la distancia relativa que los separa indican el 
linaje de origen de los componentes eucariontes. 
Establecido este origen, se observa que las proteínas 
eucariontes de filiación común con frecuencia mues
tran relación en sus patrones de expresión, en concor
dancia con la hipótesis propuesta. 

Coordinadora: Mary Kalin 

PARALELISMO POR HETEROCROHIA EN LA SISTEMÁTICA DE LOS 
CRICETIDOS SUDAMERICANOS (Paral leí l n through 
heterochrony ln the systematles of South American 
crlcetlds). Spotorno, A. Departamento Biología Celular 
y Genética, F. de Medicina, U. de Chile. 

La concordancia entre dos 'arquetipos morfológicos" 
(simple y complejo), su distribución (Norte y Sur) y el 
Intercambio faunlstlco pllocénlco ha sido la base para 
la separación de los crlcétldoe del Huevo Mundo en las 
subfamilias Neotomlnae y Slojeodontlnae. La ocurrencia 
de excepciones sudamericanas (Hyctoays, Abrothrlx y 
Punomys) sugiere que la morfología, por ser 
ep i genética, no siempre es un buen estimador de los 
componentes cl«dísticos y temporales de la filogenia, 
en contraste con los métodos moleculares. 
Los análisis de electroforeáis de proteínas (30 locl) 

en 19 especies permitió definir a los taxa 
sudamericanos por tres alelos únicos, separados de los 
norteamericanos por 1.1 D Del ir2-.61 con datos de 
hlbrldlzaclón de DNA), sugiriendo tiempos mIdeenIcos y 
ciados compatibles con el registro fósil. La red Prlm 
de similitudes de Oower coloco' a Andlnomys en la base 
de la radiación akodontlna-fllotlna. 
El análisis extra-grupo (algoritmo de Maddlson et al.) 
de componentes morfológicos claves mostró que el báculo 
trldlgltado (complejo) es ancestral, y que evoluciono' 
paralelamente (método de Rldley) en las especies 
excepcionales, asociándose a modificaciones del tamaño 
corporal y de las glándulas accesorias. El análisis 
ontogenético de tales caracteres mostró algunas 
especies de báculo simple con estadios trldlgltactos que 
involuclonan. El estudio de varias trayectorias 
ontogenéticas muestra frecuentes cambios en los tiempos 
de Inicio del crecimiento y diferenciación de varios 
órganos, asociados con efectos fenotlplcos notables. 
Tales heterocronlas pueden ser adaptaciones de la 
ontogenia a particulares condiciones ecológicas. 
Proy. DTI 2689/8823,U.de Chile y FONDECYT 88-1013. 
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LOS CROMOSOMAS APORTAN AUN A LA 
SISTEMÁTICA. Martínez, A. Centro de 
Estudios Farmacológicos y de Principios 
Naturales (CEFAPRIN), Buenos Aires, 
Argentina. 
Se discuten técnicas modernas que se usan 
actualmente en citotaxonomia. A partir de 
la década del 70, se produce un cambio 
significativo en el estudio de los 
cromosomas con fines sisteméticos. Mientras 
que en la década del 50 se hicieron aportes 
importantes interpretativos debido a la 
gran contribución del Neodarwinismo. en 
especial la definición y descripción del 
Sistema Genético, en la década del 70 el 
avance se produce en el campo de las 
técnicas. Dentro de las técnicas no 
moleculares podemos enumerar i 1.- Medición 
del contenido de ADN nuclear in situ. 2.-
Estudio de la distribución y cantidad de 
heterocromatina constitutiva mediante 
varias técnicas de bandeo. 3.- Localización 
de los organizadores nucleolares y 
nucléolos activos por medio de técnicas de 
impregnación con plata. 4.- Identificación 
de componentes de ADN satélite y su 
relación con bandas de heterocromatina por 
hibridación in situ. 5.- Empleo de métodos 
numéricos en el análisis de los cariotipos. 
Estas técnicas no sólo han contribuido a la 
diferenciación mes precisa de especies como 
es el caso de las mediciones de contenido 
ADN, sino también las técnicas de bandeo 
han sido muy útiles para la definición de 
variedades o razas geográficas desde un 
punto de vista infragenérico. El estudio de 
su origen y naturaleza de su variación 
ha sido de gran relevanc ia. 

EL FINAL DEL ARCO IRIS: LA BÚSQUEDA DE LOS HETODOS 
OPTIMOS EN LA SISTEMATICA Y LA BIOGEOGRAFIA 
(Rainbow's end: the quest for optinal methods In 
Systemattes and BÍogeography). Crfscl, J. V. 
Laboratorlo de SIstemátIca y Biología EvolutIva. 
Museo de La Plata. La Plata. Argentina. 

La Sistemática se halla en la actualidad en una 
fecunda ebullición de ideas. Existe una febril 
búsqueda, no exenta de apasionada controversia, 
del método óptimo. Desde los dIst intos enfoques 
(Cladismo, Fenetleísmo y Evolucionismo) se ha 
tratado de demostrar la va 11 de* del método propio 
y la deficiencia del ajeno. Sin embargo, la reciente 
utilización de caracteres taxonómicos producto 
de 1 a tecno1ogTa del ADN recombInante, co1 oca a 
esta controversla bajo una nueva perspectIva: la 
naturaleza del carácter taxonómico utilizado 
condiciona el método de análisis. En el contexto 
del Cladismo se han propuesto modificaciones a 
las técnicas conocidas a fin de adecuarse 
específicamente a estos nuevos caracteres 
moleculares. 

Por otra parte, y en estrecha relación con el 
devenir de la Sistemática, la Btogeografía 
Histórica, también se plantea la búsqueda de su 
método óptimo. La Btogeograffa de la VIcarlancia 
es, con sus diversas vertientes (análisis de 
componentes, s Emplle i dad cuan11tatI va, 
compat r bII idad de componentes), una fuente de 
controversia y al mismo tiempo de orientación en 
esa búsqueda. 

E S T U D I O S M O L E C U L A R E S Y C L A D I S T I C O S E N P L A N T A S C H I L E N A S 
( M o l e c u l a r a n d c l a d i s t i c s t u d i e s i n C h i l e a n p l a n t s ) . 
S t e u s s y , T . a n d C r a w f o r d , D . D e p a r t m e n t o f B o t a n y , 
Oh i o S t a t e U n i v e r s i t y , C o l u m b u s , O h i o , U . S . A . 

A n á l i s i s c l a d í s t i c o s d e d a t o s s i s t e m á t i c o s h a n s i d o 
a p l i c a d o s , d u r a n t e más d e u n a d é c a d a , p a r a c o n s t r u i r 
h i p ó t e s i s f i l o g e n é t i c a s en d i f e r e n t e s g r u p o s d e p l a n -
t a s . L o s c a r a c t e r e s m o r f o l ó g i c o s h a n s i d o l o s más f r e 
c u e n t e m e n t e u s a d o s en e s t e t i p o d e e s t u d i o . D u r a n t e 
l o s ú l t i m o s c i n c o a ñ o s , d a t o s m o l e c u l a r e s s e h a n a p l i 
c a d o f r e c u e n t e m e n t e p a r a i n f e r i r r e l a c i o n e s e v o l u t i v a s 
e n t r e p l a n t a s . P a r t e d e e s t o s d a t o s s e h a n u s a d o en 
g r u p o s q u e h a b í a n s i d o p r e v i a m e n t e a n a l i z a d o s c l a d f s t i _ 
c a m e n t e . P r e s e n t a m o s b r e v e m e n t e l a t e o r í a y m é t o d o s 
de l a c l a d í s t i c a , l a s c a t e g o r í a s m o l e c u l a r e s u s a d a s 
f r e c u e n t e m e n t e ( p r i n c i p a l m e n t e a l o z i m a s y s i t i o s d e 
r e s t r i c c i ó n d e A D N c l o r o p l a s t í d i a l ) , y a p l i c a c i o n e s d e 
e s t o s d a t o s a v a r i o s g r u p o s d e p l a n t a s p r e s e n t e s e n 
e l a r c h i p i é l a g o J u a n F e r n á n d e z . S e d a r á é n f a s i s en e l 
g é n e r o e n d é m i c o VzndAo&ziU ( A s t e r a c e a e ) y e n l a s espe_ 
c i e s e n d é m i c a s d e itiahZ&nb<¿AQ¿a. ( C a m p a n u l a c e a e ) . 
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SIMPOSIO TAMAÑO CORPORAL Y ECOLOGÍA: 
IMPLICACIONES Y PERSPECTIVAS 

Coordinadores: Rodrigo Medel, Fabián Jaksic 

TAMARO CORPORAL: UN NUEVO MARCO DE REFERENCIA PARA 
ESTUDIOS DE DIVERSIDAD BIOLÓGICA. (Body sizet a neH 
framework for studies of biológica, diversity). Medel, 
R.G. Departamento de Ciencias Ecológicas, Facultad de 
Ciencias, Universidad de Chile. 

Durante los últimos años se ha originado una linea de 
investigación centrada en la búsqueda de relaciones 
entre el tañarlo corporal de las especies con sus 
atributos de abundancia y distribución. Si bien es 
cierto que históricamente el tamaño corporal ha formado 
parte de algunas teóricas ecológicas (e.g., 
competencia, depredación) y de problemáticas 
fisiológicas; sólo recientemente se ha reconocido su 
carácter de elemento común a estas disciplinas. En 
consecuencia, se ha comenzado a definir un nuevo marco 
de referencia que integra mediante una misma moneda de 
intercambio (el tamafio corporal) a fenómenos tratados 
en forma independiente tanto por especialistas del 
ámbito ecológico <e.g«, diversidad) como fisiológico 
(e.g., tasas metabólicas). En el contexto de esta 
aproximación, es posible distinguir: i) Estudios que 
exploran las relaciones entre los atributas mencionados 
sobre diferentes escalas espaciales (local, regional, 
continental) y ii) Estudios que exploran relaciones 
entre atributos sobre diferentes escalas temporales 
(ecológica y evolutiva). En este simposio se expondrán 
tanto trabajos que nutren esta nueva aproximación así 
como los que reflejan esta nueva forma de abordar los 
problemas ecológicos. 

TAMARO CORPORAL, USO DE ENERGÍA Y LA REGLA DE 
BERGMANN: UNA NUEVA EVALUACIÓN. (Body size, 
Energy Usa and the Bergmann's Rule: A 
New Appraisal). Bozinovic. F. Dapto. Cs. 
Ecológicas, Fac. Cisncias, Universidad d3 
Chils. 

Uno de los esfuerzos pioneros más 
estimulantes para el estudio de las 
consecuencias fisiológicas y eco-geográficas 
del tama Pío corporal fue la regla de Bergmann. 
Este regla postula quei "razas de vertebrados 
de sangre caliente de climas fríos tienden a 
ser más grandes que razas de climas cálidos". 
Independientemente de las evidencias a favor 
y en contra de esta regla» es claro que un 
aumento en tama Pío provoca bajas tasas 
metabó1leas peso—específicas. Bi n embargo, 
cuando se considera el individuo completo 
ellas son mayores. Es decir, un gran tama Pío 
requiere un mayor volumen de alimento, lo 
cual implica que la tasa de gasto de energía 
ecológicamente relevante es la tasa total. 

Luego, dado que el tama Pío corporal 
determina la magnitud con que los organismos 
interactúan con su ambiente, y dado que un 
endotermo pequeRo posee bajos gastos y 
requerimientos totales de energía en 
comparación a uno grande, propongo que, 
contrariamente a los postulados de la regla 
de Bergmann, es teóricamente esperable que 
entre razae geográficas de endotermos, un 
tama Pío peque Pío se encuentre en ventaja 
respecto del uso de energía en un ambiente 
frío y poco productivo. Usando aspectos 
ecofisiológicos de uso de energía pretendo 
evaluar esta proposición en razae geográficas 
de roedores. 

Parcialmente financiado por FONDECYT 0813. 

LA RELACIÓN ENTRE EL TAMAÑO CORPORAL Y LA DENSIDAD 

POBLACI0NAL EN COMUNIDADES DEL INTERMAREAL ROCOSO: UNA 

APROXIMACIÓN ECOLÓGICA. {Scaling population density to 

body size in roclcy intertidal conununities: An ecol-

ogical approach). Marquet, P.A. & Navarrete, S.A. 

Departamento de Ecología, Facultad de Ciencias Biológi 

cas, P. Universidad Católica de Chile. 

La relación existente entre el tamaño del cuerpo 

de los organismos y su densidad poblacional ha sido in

vestigada primariamente en ambientes terrestresy con un 

fuerte sesgo taxonómico. Se ha sugerido que su forma 

específica depende de la intensidad de procesos ecológi. 

eos como son depredación y competencia. En este traba

jo documentamos esta relación para sistemas intermarea-

les, considerando comunidades locales e incluyendo 

organismos filogenéticamente disímiles. Adicionalmente, 

a través de dos experimentos de larga duración, de tipo 

presión, se evalúa el efecto que drásticos cambios en 

la estructura y trama de interacciones ecológicas ejer

cen sobre el "scaling" tamaño corporal-densidad pob a 

cional. Nuestros resultados muestran que a) La densi

dad poblacional disminuye con el tamaño corporal con 

una pendiente igual a -1.0; b) La relación de scaling 

no es afectada por alteraciones dramáticas en la red de 

interacciones ecológicas. Esto permite concluir que a) 

las explicaciones para esta relación, que se basan en 

el uso diferencial per capita de la energía que reali

zan organismos de distinto tamaño corporal no es total

mente satisfactoria; b) la relación tamaño corporal-

densidad poblacional es independiente de los cambios en 

los procesos ecológicos que actualmente operan en el 

seno de comunidades locales. 

TAMAÑO CORPORAL DEL HOSPEDADOR Y PATRONES DE 
DISTRIBUCIÓN DEL TAMARO CDRPDRAL DE SUS PARÁSITOS EN 
TRES NIVELES COMUNITARIOS JERÁRQUICOS. (Host body 
size and patterns of body size distribution of 
parasites in three hierarchical community levéis). 
George-Nascimento, M. & J. L. Iriarte. Departamento 
de Biología Marina. Área BIOTECMAR, P. Universidad 
Católica de Chile. 

Se indaga acerca de la importancia que tendría el 
tamaño corporal de la especie de hospedador (en 
mamíferos, peces de agua dulce y marinos) sobre las 
variaciones en la riqueza de especies de helmintos 
endoparásitos que los habitan. Se considera además, 
las variaciones ontogenéticas del tamaño corporal del 
hospedador sobre la riqueza de especies ecto y 
endoparasitarias encontradas en 10 especies de peces 
marinos colectados en Chile. Se discute la 
importancia que sobre la expuesto, tendría el hecho de 
ser un animal ectotermo y endoterso. 

Desde los parásitos se explora, describe y analiza 
estadísticamente, los patrones de distribución de la 
biomasa parasitaria de 90 taxa a nivel 
infracomunitario (en el individuo hospedador), a nivel 
de comunidad componente (población, especie) y a nivel 
de comunidad compuesta (redes tróficas de 
hospedadores). 

Financiado por proyecto FONDECYT 0226/BB. 

Financiamiento: FONDECYT F-1100, 0432/88, 0585/89. 
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TAMARO CORPORAL DE PREDADORES COMO PREDICTOR DE 
RELACIONES TRÓFICAS. (Predator body size as predictor of 
trophic relationships). Jaksic. F. Departamento de 
Ecología, Universidad Católica de Chile. 

Las diferencias de tamafio corporal entre consumidores 
(predadores) simpátridos han sido usadas coma evidencia 
de la existencia de competencia. Se han propuesto 
"reglas" que predicen cual es el cuociente de tamaño que 
debiera darse entre predadores para permitir su 
coexistencia. El proceso subyacente al fenómeno se 
supone es el de similitud límite en el uso de recursos 
(presas). El mecanismo causal que se invoca es que 
distintos tamaños corporales imponen el uso de presas 
que también difieren en tamaño; en concreto, que 
predadores más grandes consumen presas más grandes que 
predadores peque?» os. Es decir, diferentes tamaños 
corporales indicarían una conducta de selección de 
presas (en contraste a uso indiscriminado). En este 
caso, el tamafio corporal del predador se supone que 
determina cual debiera ser el tamaño óptimo de presa 
consumida, dependiendo de si el predador optimiza el 
ti empo de caza o la cal i dad de la presa. En 
consecuencia, se ha postulado que el tamaño corporal de 
predadores es un buen predictor de: (1) El cumplimiento 
de las relaciones de similitud límite en el uso de 
recursos; (2) indirectamente, de la invasibilidad de 
ensambles; (3) el tamaño de presa seleccionado; (4) 
indirectamente, el tamaño promedio de presa consumida; 
(5) la amplitud de nicho trófico. Yo pongo a prueba el 
valor predictivo del tamaño corporal en las cinco 
acepciones mencionadas, usando como organismos modelos a 
las aves rapaces diurnas y nocturnas. Mis datos 
provienen de una gran variedad de localidades que 
representan distintas regiones biogeográficas y 
situaciones de habitat. 

SIMPOSIO NEUROPEPTIDOS Y RESPUESTA INMUNE 

Coordinador: Javier Puente 

HEADACHE, NEUROPEPTIDES AND THE IMMJNE RESPONSE. 
Masnaim, A.D., Wolf. M. and Puente, J. Dept. of Pharma-
cology and Molecular Biology, U.H.S. The Chicago Medi
cal School and Department of Psychiatry, Layóla Univer
sity Stritch School of Medicine and North Chicago V.A. 
Medical Center, N. Chicago, II. U.S.A. 

A number of physical and psychological events, perceiv-
ed by individuáis as stessful can modify the immunolo-
gical response. Some of these stimuli also produce 
changes in the processing and/or disposition of endoge 
nous neuropeptides, especially those with opioid-like 
activity. This apparent relationship between changes in 
the inmune system and variations in peptide availabili-
ty has led some investigators to suggest a role for 
these substances in the modulation of the inmune 
response. The observed significant and persistent in-
creases in circulating methionine-enkephalin associated 
with the oceurrence of the acute phase of a migraine 
attack and the dramatic and rapid changes in plasma 
peptide levéis accompanying the different phases of a 
cluster headache provides with a model to test this 
hypothesis. Studies of blood samples from these 
patients and sex-matched, age-comparable drug-free 
controls shows an important number of individuáis with 
NK cell activity significantly higher than the corre-
sponding controls average. In order to elucidate MET 
mechanisms of action we are conducting in vitro cell-
mediated cytotoxicity experiments using mouse spleen 
cells and YAC-I mouse lymphoma target cells. Preincu-
bation (4hr) of single cell mouse spleen suspensions 
with different MET concentrations (range 10-• 1 to 10"' 
MJ, prior to the addition of target cells results in 
modulation of NK activity, which appears to be 
dependent on peptide concentration. The effect of a 
number of other peptides with biological activity will 
also be discussed. Supported, in part by The National 
Headache Foundation. 

BRAIN, BEHAVIOR AND THE IMWNE SYSTEM. 
Kolf, M.E. and Mosnaim, A.D. Department of Psychiatry, 
Loyola University Stritch School of Medicine and North 
Chicago Veterans Administration Medical Center, and De-
'partment of Pharmacology and Molecular Biology, Univer
sity of Health Sciences/ The Chicago Medical School, 
North Chicago, Illinois 60064, U.S.A. 

Psychoneuroimrnunology is a rapidly developing field 
which addresses the bidirectional interactions between 
the central nervous system and the immune system. An 
increasing body of research suggests that endogenous 
opioid-like peptides play a critical role in the media-
tion of these interactions. At the biochemical level 
it has been shown that these neuropeptides bring about 
the suppresive effect of stress on natural killer cell 
cytotoxicity and that stress related peptides and neuro 
hormones modulate the macrophage tumoricidal activity. 
At the clinical level it has been shown that emotional 
"hardiness", a constellation of personality traits and 
coping mechanisms linked with health status, correla-
tes with B-endorphin a.id IL-2 stimulation of NK cell 
activity. It is also well documented that emotional 
distress alters the incidence, severity, and course of 
illnesses which are imnunologically resisted such as 
cáncer, or associated with aberrant immunological func
tion i.e., AIDS. Recent studies indicare that the 
length of survival in AIDS patients is correlated with 
psychological factors. The integration of genetic, 
endocrine, immunological and psychological research may 
provide a better understanding of the relationships 
between the brain, behavior and the immune system, 
operating in health as well as in various pathological 
conditions. 
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PÉPTIDOS OPIOIDES Y ACTIVIDAD CITOLITICA NK. (Opioid 
peptides and cytolytic NK activity). Javier Puente 
Piccardo. Departamento de Bioquímica y Biología Molecu 
lar. Facultad de Ciencias Oulmicas y Farmacéuticas. 
Universidad de Chile. 

La interrelación entre el sistema inmune y el sistema 
nervioso se basa en la directa inervación del parenqui-
ma de tejidos tales como timo, bazo, ganglios linfáti
cos, médula ósea y otros tejidos linfoides. Además la 
presencia en las células inmuno competentes de recepto
res para diversas hormonas y neurotransmisores, como 
también la propiedad de éstas células de producir múltî  
pies sePales, en muchos casos compartidas con el siste
ma neuroendocrino, han establecido claramente una vasta 
inter-comunicación que ha permitido avanzar en el enten 
oimiento de diversas situaciones fisiológicas y patoló
gicas . 

Esta comunicación bidireccional ha sido estudiada a 
muchos niveles y, en el presente caso, nuestro interés 
se ha centrado en la actividad citolítica mediada por 
células NK y su modulación por péptidos opioides. 
Hemos estudiado la regulación ejercida sobre esta ac

tividad por los péptidos, metionina-encefalina, leucina 
-encefalina y /3-endorfina, tratando de correlacionar 
la estimulación observada con la existencia y propiedad 
de los receptores para péptidos opioides tanto en mues
tras normales como patológicas. Es un hecho estableci
do que los péptidos opioides influyen en diversas fun 
ciones del sistema inmune, como la síntesis de anticuer 
pos, proliferación de linfocitos y citolisis NK. Sin 
embargo, las características de los receptores involu
crados y el mecanismo general de acción de estos pépti
dos en el sistema inmune no han sido hasta ahora aclara 
dos. 

Proyecto Fcndecyt 88-0874 

INTERACCIONES ENTRE SISTEMA INHUME Y NEUROEN-
0OCKINO (Inmune - NeuroendocrIne Network). 
Sapfllveda Cecilia 
Departamento de Medicina Hospital Clínico U -
nlversIdad de Chlle. 

Aunque al sistema Inmune posee sus propios 
Mcinlinoi de regulación, actualmente estí 
bien establecida la 1 nmunorregulaclín neuro-
•ndocrlna. Esta tiene su base en una comple
ja red de Internaciones bidireccional entre 
sisteme Inmune, sistema neuroendocrino, y es
tructuras autonómica». 

Las llnfoquinas, monoqulnas y Ac producido! 
durante la respuesta inmune afectan mecanismos 
neuroendocrInos. El lísteme neuroendocrino 
puede o no respondar emitiendo señales regu
ladoras que limiten su expansión excesiva, 
previniendo enfermedades autolnmunes y linio-
profIferetIvas. 

La sobraes11 muíac16n del sistema neuroendo-
crlnoppuede ser uno de los factores mediado
ras da la InnunosupresI6n que se observa en 
la fase aguda de enfermedades Infecciosas, 
shock síptlco, trauma, quemaduras, cíncer, y 
otras condiciones patológicas. 

La InmunomoduIacIón puede contribuir a res
tablecer la función Inmune en estos individuos 

Proyecto Fondecyt 8 8 - O B 7 1 ) 

SIMPOSIO GENOMA Y EVENTOS FISIOLÓGICOS EN CÉLULAS VEGETALES 

Coordinador: Jorge Sans 

SIMPOSIO 
GENOMA Y EVENTOS FISIOLÓGICOS EN CÉLULAS 
VEGETALES (Genome and phyaiological avanta 
in vagatal calla). 
Sans. J. (Coordinador). 

Duranta la vida calular ocurran una infi
nidad da eventos fisiológicas, qua da una u 
otra manara, dependan da la expresión da ganaa 
an mamantón, muy partícularaa. 

Sa han utilizado di vareas estrategias ex
perimentales en células vegetales mantenidas 
en un tejido in toto. para tratar de vincular 
eventos celulares a sectores del genoma. Una 
de estas estrategias ha sido la producción da 
células multinucleadas con núcleos homo y he— 
teroploides para asociar eventos propios del 
ciclo celular con la presencia, en estos 
núcleos,de determinados cromosomas. Otra meto
dología utilizada con este mismo fin, ha sido 
el incorporar al DNA nucleótidos que bajo de
terminadas condiciones pueden alterar la ex
presión del genoma. De esta manera, la brorio-
sustitución del genoma e irradiación posterior 
con luz de 313 nm., por una parte y la incor
poración al DNA de un análogo de la citidina 
(5-azacitidina) que provocan hipometilación 
del DNA, por otra parte, han permitido asociar 
algunos eventos a sectores del genoma que re
plican en momentos particulares del período S. 

Por último, mediante experimentos en que 
se utiliza el estrés térmico/se ha podido de
tectar sectores del genoma que confieren pro
piedades de termo tolerancia en semillas de 
árboles autóctonos chilenos. 

En este Simposio se analizan estas estra
tegias y los logros con ellas alcanzados come 
asi las perspectivas futuras de nuevos aborda
jes metodológicos en este tipo de estudias. 

LA INDUCCIÓN DE CÉLULAS MULTINUCLEADAS Y 
SU EMPLEO EN EL ESTUDIO DE EVENTOS DEL 
CICLO PROLIFERATIVO (The induction of 
muítinucleated cells and its usefulness 
in the study of events in the proliferati-
ve eyele). 
Giménez-Martin. G. Centro de Investigacio
nes Biológicas, CSIC, Velázquez 144, 
28006-Madrid, Espada. 

La inducción experimental de células 
homocarióticas poliploides Bn en Al 1ium 
cepa L. puede llevarse a cabo por inhibi
ción de dos citocinesis sucesivas. Asi-se 
pueden formar células binucleadas (4n-4n), 
trinucleadas (2n-4n-2n> o tetranucleadas 
<2n-2h-2n-2n>, dependiendo de la proximi
dad de los grupos cromosómicos en metafase 
y de su inclusión o no en un único núcleo 
al cursar la telofase. 

Si simultáneamente se emplea un agente 
multipolarlzante, las células Bn pueden 
distribuir su genoma en varios núcleos de 
ploldias muy diferentes y decididamente 
aneuploides en su composición génica. 

Tanto las primeras, homocarióticas, 
como las segundas, heteroploides y aneu
ploides, se han utilizado para determinar 
el grado de autonomía de cada núcleo en la 
replicación y culminación de las etapas 
interfásicas y mitóticas, asi como el 
papel de ciertas cromosomas (como el 
cromosoma ÑOR) en dicha autonomia nuclear, 
proporcionando una metodología útil para 
la disección cromosómica del ciclo celular. 
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GENOMA Y REGULACIÓN DE EVENTOS DEL CICLO 
CELULAR (Genome and regulatlon of tv«nti 
the c>ll cycle). 
De la Tarrm. S t f l i . J . • MerqudlcMi Pi i 
Galante N. . 6Qni«i«-Ftrn*n°:B«i ñj., 
Gtmtnn-ñbjáPr n. y ñ U t n Pi 
Centro da Investigaciones Biológicas, CSIC, 
Madrid, Espafía y Departamento Biología 
Celular y Genética, Facultad de Medicina, 
Universidad dm Chile. 

La repllcaclón sacuencial del genorna 
permite alterar la funcionalidad de segmen
tas de éste por bromación durante fracciones 
del periodo 8 y posterior irradiación, en 
•noxia, de las células con su DNA parcial
mente bromado. 

Esta metodología ha permitido, en 
merleternos de la raíz de Allium cepa L.. 
determinar el momento de replicad on de 
secuencias del genoma relacionados con cada 
uno de los cuatro puntos de transición (TPs) 
donde se requiere síntesis de proteínas para 
la progresión de la célula a etapas mes 
avanzadas de su ciclo celular. La replica-
ción de las secuencias implicadas en los dos 
TPs para síntesis de proteínas situadas en 
el temprana y tardía Gl estén en cl temprana 
y tardío S respectivamente. Las secuencias 
implicadas en el TP situado en G2 lo hacen 
en el centro del 5, mientras que secuencias 
dispersas por todo el genoma parecen ser 
responsables del TP situado en profase. 

METILACIÓN DEL DNA Y EVENTOS RELACIONADOS CON 
DIFERENCIACIÓN Y DIVISIÓN CELULAR. (DNA 
methylation and events retaled to cell 
differentiation and cell división). Sans. J.. 
Ley ton. Cj_ and Merqudich. D. Departamento 
Biología Celular y Genética, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile. 

Se ha postulado que la metilación det 
citocina en secuencias dinucleotídicas C-G del 
DNA, sería un mecanismo mediante el cual se 
controlaría la expresión génica. Se ha com
probado, en una gran variedad de células, que 
la administración de S-azacitidina (S-AzaC), 
anélogo de la citidina, y poderoso agente hi-
pometilante del DNA, produce activación 
génica. 

En nuestro laboratorio, con el fin 
de asociar, desde un punto de vista morfológi
co, sectores del genoma con eventos celulares 
involucrados con el proceso de división o 
diferenciación celular hemos usado como estra
tegia experimental el efecto hipometilante del 
DNA DE 5-AzaC en raíces de Alllum cepa L. 

Nuestros resultados muestran que 1 a 
administración de-5-AzaC provoca i a) un au
mento significativo en la elongación celulan 
qué ocurre en la zona de diferenciación de la1 

raíz, b) una aceleración de la reorganización 
nucleolar que se lleva a cebo al final de lat 
mitosis y c> una alteración en el grado ú 
condensación de la cromatina durante la mito-
sis. Los dos últimos eventos son particular
mente evidentes cuando el anélogo se adminis
tra durante la primera mitad del período 
repli cati vo. 

Estos resultados sugerirían que las even
tos estudiados estarían controlados por genes 
cuya expresión se regularía por el grado de 
metilación del DNA.(Proyecto FONDECYT B9/812). 

E X P R E S I Ó N DE G E N E S DE R E S I S T E N C I t AL E S T R É S TÉR

M I C O EN D O S A R B O L E S N A T I V O S OE C H I L E , A r a u c a r i a 

araucana Y P r o s o p l s chllensls. (Gene expression of re-

slstance to heat shock ln two native trees of Chile.Arau 

caria araucana and Prosopls chllensls).Cardemll. L. De

partamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universi

dad de Chile. 

Araucaria araucana constituye bosques relictuales templa 

dos de alta montaña en la Reglón Austral de Chile, donde 

existen diferencias de temperatura entre día y noche y 

entre estaciones de 20BC. Prosopls chllensls en cambio, 

es una leguminosa, fijadora de nitrógeno de I B región a-

rida y semi árida del Norte y Centro de Chile. En estas 

reglones la temperatura llega a mas de 60°C en los días 

de Verano. 

MemDs Investigado como las semillas y plántulas de estos 

dos arboles responden a una exposición a altas tempera

tura, a través de experimentos de estrés térmico y como 

las semillas y pléntulas adquieren termotolerancia, cuan 

do son expuestas a temperaturas subletales. 

En verdad, el principal objetivo de esta investigación 

es probar la hipótesis de que "Arboles nativos estén a, 

daptados a su medio natural porque ellos muestran un al

to grado de expresión de los genes de resistencia para, 

soportar condiciones extremas ambientales. El alto grado 

de expresión puede deberse ye sea a mecanismos de regu

lación de la funoión del gen, o a un mayor numero de co

pla de los genes de resistencia". 

Electroforesls en poliacrilamida SDS, de las proteínas 

sintetizada^ durante el estrés de temperatura y en pre? 

sencia de S-metlonina, como también hibridlzación Nor

te usando dos sondas de proteínas de estrés térmico, nos 

ha permitido evaluar esta hipótesis. PROYECTO FONDECYT, 

0160/89; AID GRANT* DPE-5542-G-SS-8073-00; PROYECTO de 

Desarrollo, universidad de Chile f 176501-4. 


