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A C T I V I D A D D E L A B O M B A D E S O D I O E N C É L U L A S S I M É T R I C A S D E R A T A S 
U R E M I C A S . ( N a - p u m p oc t i v i t y in non ep i the l ia l cel ts o f u r e m i c r a t s ) . 
B o f i l l . P . y M a r u s i c . E . T . Depar tamen to de F is io log ía y B io f í s i ca , Facul tad 
de Med ic ina N o r t e , Un i ve r s i dad de Ch i le . 

L a u r e m i a ee ca rac te r i za desde el pun to de v i s t a de la homeostasis 
de potasio p o r una adaptación del tej ido renal remanente y del te j ido 
coióntco los que aumentan la secreción de K. P o r el c o n t r a r i o , en nues t ro 
labora to r io 9e he descr i to un manejo de f ic i ta r io de K en el múscu lo 
esquelét ico de ra tas con insuf ic ienc ia renal crón ica. Dado que no solo el 
múscu lo s ino que tamb ién el tej ido adiposo pa r t i c i pa en la homeostasis 
i n te rna de potasio se decidió es tud iar su ro l en el t r anspo r te de K desde los 
espacios ex t race lu la res . 

S e u t i l i z a r o n dos g rupos de ra tas maches: cont ro les y con 
nef rec tomía 5 / 6 . E l grado de insuf ic ienc ia renal se ava ló p o r la medic ión 
de c ree t in ina p lasmát ica ( c o n t r ó l e s e , 4 4 m g / d l ; u rém1cas=1 , 8 2 m g / d 1 ) . 
Se a is la ron célu las adiposas del te j ido pe r iep id id imer io y ee mid ió la 
act iv idad de la N a . K - A T P a s a mediante la captación de R b 8 6 . 

L o s resul tados demues t ran una s ign i f i ca t iva d isminuc ión de la 
act iv idad de la bomba en adipocitos de ra tas u r á n i c a s ( con t ro l 7 , 4 3 * 0 , 8 4 
n m o l e s K / 3 x 1 0 5 c é l / m l n y u rémlcas 4 , 7 5 t 0 , 5 4 n m o l e s K / 3 x 1 0 5 

c é l / m i n ; p < 0 , 0 1 ) . E s t a reducción de la act iv idad de la N a , K - A T P a s e 
concuerda con lo rec ientemente descr i to en nues t ro labora to r io en 
múscu lo esquelét ico u rém lco . S i n e m b a r g o , a d i fe renc ia de lo observado 
en el soleo en el que solamente d i s m i n u y e la i so fo rma • i , en el adipoci to 
o c u r r i r í a una reducción de ambas iso formas. E n efecto, al med i r la 
Iso fo rma a 2 , que es inh ib ida p o r 1 0 " 5 t i ouabaina, se encont ró que l a 
p ropo rc ión de ambas iso formas a i y a 2 e r a n idénticas en el tej ido 
u r é m i o o en re lac ión e las adipocitos contro les. 

Es tos resul tados apuntan a la ex is tenc ia de d i ferentes mecanismos 
de regulac ión de la exp res ión de les i so fo rmas « d e la N a , K - A T P a s a en la 
u r e m i a , con una consecuente act iv idad te j ido-espac i f ica en dicha 
pato logía 

( F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o Fondecyt 1 2 9 5 / 9 1 ) 
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TRANSPORTE T R A N S E P I T E L I A L DE AMINOÁCIDOS EN ESTOMAGO DE 
M A M Í F E R O S : C I N É T I C A DE LA CAPTACIÓN DE L - L I S I N A EN 
GLÁNDULAS O X I N T I C A S A I S L A D A S . ( T r a n s e p i t h e l i a l amino 
a c i d t r a n s p o r t i n mammalian s tomach: k i n e t i c s o f L - l y -
s i ne uptake i n i s o l a t e d o x y n t i c g l a n d s ) . 
B a r a h o n a . C . ; S c h u l z . C ; S o b r e v i a , L . ; M e d i n a , V . y B r a v o , I . 
D p t o . F i s i o l o g í a , F a c . C s . B i o l . y de R e c . N a t . , U n i v e r s i d a d 
de Concepc ión . 

Se demostró que l a cap tac ión c e l u l a r de L - a m i n o á c i -
dos (aa ) en e l e p i t e l i o g á s t r i c o , es mediada po r s i s t e 
mas comunes a o t r a s c é l u l a s e u c a r i ó t i c a s . P a r t e del aa 
captado desde e l lumen po r las c é l u l a s s u p e r f i c i a l e s es 
a b s o r b i d o , m ien t ras que "la c a p t a c i ó n que o c u r r e a t r a 
vés de l a s u p e r f i c i e b a s o l a t e r a l no va segu ida de secre 
c i ó n . Has ta ahora se ha d e t e c t a d o l a p r e s e n c i a de los 
s is temas A y L en Ta mb. b a s o l a t e r a l y e l X j * en l a s u 
p e r f i c i e l u m i n a l . En e s t e t r a b a j o se e s t u d i o l a c inét i_ 
ca del t r a n s p o r t e de L - l i s i n a a t r a v é s de l a s u p e r f i c i e 
b a s o l a t e r a l de g lándu las o x í n t i c a s a i s l a d a s , como p a r t e 
de l a c a r a c t e r i z a c i ó n del o los s is temas encargados de 
la c a p t a c i ó n de aa b á s i c o s . 

S i g u i e n d o l a t é c n i c a de B e r l i n g h y O b r i n k g l á n d u l a s 
del estómago de c o n e j o , f ue ron a i s l a d a s e incubadas con 
l i s i n a - H 3 (20 ó 30 s ) para med i r l a c a p t a c i ó n de é s t e , 
t a n t o en ausenc ia como p r e s e n c i a de l aminoác ido no mar
cado . En un rango de 0 .2 a 5 mM, e l t r a n s p o r t e de L -
l i s i n a fue s a t u r a b l e con una K t = 7 . 2 mM, v a l o r s i m i l a r 
a l de a l a n i n a ( 7 . 9 3 mM) pe ro mayor que l a s de l e u c i n a 
( 2 . 7 1 mM) y f e n i l a l a n i n a ( 1 . 0 3 mM). E l Jmax ( 1 . 1 3 nmol• 
m g " 1 • s " ' ) fue s i g n i f i c a t i v a m e n t e menor que e l de aa 
n e u t r o s . A mayores concen t rac i ones es apa ren te un fenó_ 
meno de t r a n s e s t i m u l a c i ó n de l t r a n s p o r t e de U s i n a . La 
a r g i n i n a i n h i b i ó l a cap tac ión de l i s i n a - H 3 . 

Se conc luye que l a c a p t a c i ó n b a s o l a t e r a l de u s i n a 
po r l a s g lándu las o x í n t i c a s es mediada po r un s i s tema 
(semejan te a l " y " ) con moderada a f i n i d a d y ba ja c a p a c i 
d a d . 
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REGULARIZACION DE LA BIOM1NERALIZACION: ROL DEL COLÁGENO 
TIPO X . ( R e g u l a t i o n o f t h e b i o m i n e r a l i z a t i o n : r o l e o f 
t y p e X c o l l a g e n ) . 
A r i a s , J . L . C a p l a n , A . I . D e p a r t a m e n t o d e B i o l o g í a A n i m a l 
F a c u l t a d d e C i e n c i a s V e t e r i n a r i a s , U n i v e r s i d a d d e C h i l e 
y S k e l e t a l R e s e a r c h C e n t e r , c a s e W e s t e r n R e s e r v e U n i v e r _ 
s i t y , C l e v e l a n d , O h i o , USA. 

La c a s c a r a d e l h u e v o d e a v e s ha s i d o u s a d a a m p l i a m e n _ 
t e p o r n o s o t r o s c o m o m o d e l o d e b i o m i n e r a l i z a c i d n . La C a l 
c i f i c a c i ó n d e l a c a s c a r a o c u r r e p o r p r e c i p i t a c i ó n d e 
c r i s t a l e s d e c a l c i t a s o b r e un m a t r i z e x t r a c e l u l a r o r g á n i ^ 
c a que e s t a e n e s t r e c h a a s o c i a c i ó n c o n l a s membranas f i 
b r i l a r e s n o m i n e r a l i z a d a s d e l a c a s c a r a . E l a n á l i s i s i n _ 
m u n o h i s t o q u í m i c o y b i o q u í m i c o d e l a c a s c a r a d e h u e v o s y 
d e l i s t m o d e l o v i d u c t o d e g a l l i n a m u e s t r a l a p r e s e n c i a 
d e l c o l á g e n o t i p o X . Con i d é n t i c a s t é c n i c a s s e d e m u e s t r a 
l a p r e s e n c i a a d i c i o n a l d e c o l á g e n o t i p o I s ó l o e n l a s 
membranas o b t e n i d a s d e s d e e l o v i d u c t o a n t e s q u e l a c a l c i 
f i c a c i ó n h a y a o c u r r i d o . E l t r a t a m i e n t o c o n p e p s i n a d e 
l a s membranas d e c a s c a r a s c o m p l e t a s r e v e l a e l e p i t o p e p a 
r a e s t e c o l á g e n o . E l c u l t i v o e x p e r i m e n t a l d e c é l u l a s 
o s t e o g é n i c a s s o b r e membranas d e l a c a s c a r a p r o d u c e una 
e x c e p c i o n a l m i n e r a l i z a c i á n d e e s t a s e s t r u c t u r a s , p e r o 
s o l o , s i p a r t e o t o d o e l c o l á g e n o t i p o X ha s i d o r e m o v i _ 
d o . 

T a l e s o b s e r v a c i o n e s s u g i e r e n q u e e l c o l á g e n o t i p o X 
p u e d e s e r r e s p o n s a b l e d e i n h i b i r e l d e p ó s i t o d e m i n e r a l 
y c o n e l l o d e l i m i t a r l a s r e g i o n e s d o n d e o c u r r e l a p r e _ 
c i p i t a c i ó n de m i n e r a l t a n t o e n l a c a s c a r a d e l h u e v o 
( c a r b o n a t o d e Ca) c o m o en l a o s i f i c a c i ó n e n d o c o n d r a l 
( f o s f a t o d e C a ) . 
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEOBLICANES DE 
HEPARAN SULFATO PRESENTES EN LA SUPERFICIE DE CÉLULAS 
MUSCULARES ESQUELÉTICAS. ( I so la t ion A n d Charsc te r l za t ion O f Cel l 
Su r face Heparan Sul fa te Proteoglycans F r o m the Cel l Sur face o f Skeleta l 
Musc le ) . Campos . A v Brandan . í. Unidad de Neurob io logía Mo lecu la r , 
Depar tamento de Bio logía Ce lu la r y Mo lecu la r , Facul tad de Ciencias 
Biológicas, P . Un ive rs idad Catól ica de Chi le . 

V a r i o s proteegl icenes ( P O s ) han sido aislados y caracter izados desde le 
m a t r i z ex t race lu la r de músculo esquelético en mamí fe ros . S i n embargo , no 
ex is te In formación respecto de la presencie de P O s asociados a la membrana 
p lasmát ica en este tejido. P o r esta razón hemos estudiado la presencia de 
P O s presentes en la super f i c ie de mlotubos diferenciados in vi/ro, 
provenientes de una l ínea ce lu la r do múscu lo esquelético de ra tón ( C j C ^ ) 
So lub l l í zac ión di ferencial de P O s ut i l i zando acido m i c o ( s o l u b l l i z a P O s 
p e r i f é r i c o s ) , T r i t ó n X - 1 0 0 ( s o l u b i l i z a P O s asociados a la m e m b r a n a ) , 
T r i p s i n a ( s o l u b l l i z a P O s expuestos e la super f i c i e ) y sales de guanldlna 
( s o l u b i l i z a P O s asociados a le m a t r i z e x t r a c e l u l a r ) , Indican que un 3 5 8 del 
total de los P O s están localizados en la super f i c ie ce lu lar . Los P O s 
so lub lUzados por T r i t ó n X - 1 0 0 fue ron separados por c romatograf ía en 
D E A E - S e p h a c e l , Sepharosa C L - 6 B y S D S - P A 0 E . T r e s P O s de heparan 
su l fa to ( P 0 H S ) fue ron encontrados luego del f racc ionamiento en Sepharosa 
C L - 6 B con un K a v 0 . 2 8 , 0 . 6 0 y 0 . 8 0 representando el 1 1 , 3 3 y 3 8 Z 
respect ivamente , de la población de P 0 H S presentes en le super f i c ie 
ce lu lar . P o r o t ro lado, el acido f l t K » s o l u b l U z ó sólo un P 0 H S el cual e luye 
con un Kav de 0 . 2 8 en una co lumna de Sepharosa C L - 6 B . A l u t i l i z a r 
ant icuerpos generados cont ra P 0 H S unidos a la m e m b r a n a plasmát ica v í a 
fosfat ldl l Inbsitol ( C a r e y y S t a h l , J . Ce l l B l o l . 1 1 1 : 2 0 5 3 - 2 0 6 2 , 1 9 9 0 ) , 
se ob tuvo una reacción c ruzada pa ra el P O H S con K a v 0 . 2 8 so lub i l izado 
tanto con T r i t ó n X - 1 0 0 como con acido f f t tco , sugi r iendo la presencia de un 
P O H S anclado v í a fosfat ldl l tnosltol en la super f i c ie de la célu la muscu lar 
esquelética. 

E n la actualidad estamos evaluando la relación en t re estas dos fo rmas de 
P G H S y su local ización en la super f i c ie del músculo esquelético. 
( F 0 N D E C Y T 5 6 9 - 8 9 ) . 
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MATRIZ EXTRACELULAR Y COMPARTAMENTALIZACION DEL MÚSCULO 
DURANTE EL DESARROLLO. ( E x t r a o e l u l a r m a t r i x and m u s c l e 
c o m p a r t m e n t a l i z a t i o n d u r i n g d e v e l o p m e n t ) . 

F e r n á n d e z , M . S . , D e n n i s , J . E . 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 y S k e l e t a l 

R e s e a r c h C e n t e r , C a s e W e s t e r n R e s e r v e U n i v e r s i t y , C l e 

v e l a n d , O h i o , USA. 

E l d e s a r r o l l o d e l m ú s c u l o i n v o l u c r a una c o m p l e j a 

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

d e m a t r i z e x t r a c e l u l a r , e n t r e o t r o s , l o s p r o t e o g l i c a n o s . 

P a r a e s p e c i f i c a r s u r o l s e s i g u i ó l a l o c a l i z a c i ó n 

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

g l i c a n o s y n ú c l e o p r o t e i c o d e p r o t e o g l i c a n o s d u r a n t e e l 

d e s a r r o l l o d e m ú s c u l o d e e m b r i ó n d e p o l l o m e d i a n t e e l 

u s o d e a n t i c u e r p o s m o n o c l o n a l e s . 

E p í t o p e s c a r a c t e r í s t i c o s d e c o d r o i t i n 4 , 6 y d e r m a _ 

t a n s u l f a t o , q u e r a t a n y h e p a r a n s u l f a t o , y p r o t e o g l i c a _ 

n o s d e m ú s c u l o y m e s e n q u i m á t i c o s , s e m u e s t r a n d i s t r i b u i 

d o s n o u n i f o r m e m e n t e , y amenudo a p a r e c e n o d e s a p a r a c e n 

s e c u e n c i a l m e n t e d u r a n t e e l d e s a r r o l l o . N u e s t r o s r e s u l t a 

d o s m u e s t r a n q u e e x i s t e n c o m p a r t i m e n t o s o m i c r o a m b i e n t e s 

e s p e c í f i c o s d e m a t r i z e x t r a c e l u l a r e n e l m ú s c u l o , c a d a 

uno c o n s u p a t r ó n d e d i s t r i b u c i ó n y momento d e e n s a m b l a _ 

j e c a r a c t e r í s t i c o d u r a n t e e l d e s a r r o l l o . E l c a m b i o d e 

l a n a t u r a l e z a ó d i s t r i b u c i ó n d e l o s p r o t e o g l i c a n o s c o n s 

t i t u y e n t e s s e i n t e r p r e t a c o m o un p a s o d e s d e una m a t r i z 

e x t a r c e l u l a r p l á s t i c a q u e e s t á p r e s e n t e d u r a n t e l a d i f e _ 

r e n c i a c i ó n t e m p r a n a y l a d e t e r m i n a c i ó n d e l a m o r f o g e n é _ 

s i s d e l a s masas m u s c u l a r e s , h a c i a una m a t r i z más r í g i d a 

r e l a c i o n a d a c o n l a m a n t e c i ó n d e l a o r g a n i z a c i ó n e s t r u c _ 

t u r a l d e l t e j i d o m u s c u l a r a d u l t o . 
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EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE MACROMÓLECULAS SULFATADAS 
DURANTE DIFERENCIACIÓN DE GLÁNDULAS GÁSTRICAS DE 
EMBRIÓN DE POLLO. ( D i f f e r e n t i a l exp ress ion o f sul fated 
macromolecu les du r i ng d i fe ren t ia t ion oír gast r ic glands o f ch ick e m b r g o ) . 
N ú ñ e z . R , y cols. Unidad de Neurob io log ia M o l e c u l a r , Depar tamento de 
Bio logía C e l u l a r , Facul tad de Ciencias Biológicas, Pon t i f i c i a Un i ve rs idad 
Cató l ica de C h i l e . ( P a t r o c i n i o : E. B r a n d a n ) . 

L a M a t r i z E x t r a c e l u l a r ( M E C ) está compuesta de una g ran var iedad de 
mee ro mo lécu las , las cuales par t i c ipan en l a d i ferenc iac ión de órganos g 
te j idos. Con el ob je to de c a r a c t e r i z a r las relaciones tempora les y 
posib lemente causales de l a i n j e renc ia del medio e x t r a c e l u l a r en la 
regulac ión de la d i ferenc iac ión ep i t e l i a l , hemos estudiado y caracter izado 
las d i fe ren tes macromóleculas sulfatadas presentes en la M E C de 
p r o v e n t r í c u l o de e m b r i ó n de po l lo , duran te el desar ro l l o (d ía 1 0 al 1 8 ) . 
E l e m b r i ó n se inyec tó por v í a endovenosa con t ^ l - s u l f a t o y luego de 1 8 
horas de incubac ión , l a incorporac ión del p r e c u r s o r radioact ivo f ue 
cuant i f icado en homogenizades t o t a l » ; encontrándose un i m p o r t a n t e 
aumento en l a incorporac ión de sul fa to en t re los días i 1 - 1 3 , la cual se 
mant iene hasta el día 1 8 . Ca rac te r i zac ión de las macromóleculas sulfatadas 
a t r a v é s de c romatogra f ías de i n te rcembio i ón i co , de exc lus ión molecu lar g 
f racc ionamien to en geles de ac r í l am ida ( S D S - P A G E ) , sug ie ren l a ex is tenc ia 
d e a l o menos t r e s P G s de d i fe ren te t i p o , tamaño y composic ión po rcen tua l , 
los cuales se e x p r e s a n duran te la d i fe renc iac ión. E n el d ía 1 5 del 
d e s a r r o l l o , se encontró l a e x p r e s i ó n de a lo menos cua t ro su l fopro te ínas de 
peso molecu lar 1 6 , 2 5 , 3 5 y 5 9 K D a . A lgunos de estos componentes 
sul fatados se han loca l izado, mstoqtrí rmcamente , en las d i ferentes etapas de 
l a d i ferenc iac ión g landu lar . 
L a e x p r e s i ó n d i ferenc ia l duran te el desar ro l lo de estas macromóleculas 
sul fatadas sug iere que j u g a r í a n un rol m u y i m p o r t a n t e duran te 
d i ferenc iac ión t i s u l a r . 

( F O N D E C Y T 7 6 9 - 9 0 y 5 6 9 - 8 9 ) 

1 0 0 

D B T T F C K K N DE LA PCNLAOON N C V L DE CÉLULAS OKM-
T K K EN SUtWUG GASMGAS DE EMf«K»*5 DE FCLL0. dden-
tHfcabn of f x Htbl population o f atyntfc mis fri chicken mrànyo 

S«*lc gbnds) Kosraa . C. M u ñ a n . A y Dana* M. Dole. dsBMogb 
Qaubr. Far.. Ctancks BHÓgbas. P. U. Cuota da Otta. 

Duranta I* d(mndad6n da es fafcuHbt g a n d u l » olrtteoi. en 
or» autoras de B-10 das. ocurra rxoireraclÉn cellar con dssarolb da 
«Jbubs a pa-lt dal apñats da rvstrnMnto. Los tubos prtnarts sa 
ran Nun y s s * eeos sa dasamahri túnutoi sembríos qua. hada af 
db 14. prsssnlan raaocttn K-MTar» M an su tarda lumbal (Ctssnlg al 
al №00). La usai eia an dios da la amena marcadora da membranal 
dal pdo sacntsr. qua cantonan la bemba da proamas gan-ta. muestra 
qua han sjtpnvaski uno da ex fsnufrius da lai cateas OKVUKSS. 

Sa anribfi k a^grssòn da bs cancuras dsthttra da la atufa oxVraca. 
an ana periodo da la ctarerdarliri. Sa usaron astfrnarjos da embrbries 
da tf a 15 d b da edad. Sa rsaUsaon dnifak: btoqutneos e hstoqjf-
micos da arurnat mare adorai cW polo «serata- y da mhocondrtai; da 
utoaameura al MET.: da InraVarnr, dal dnequeato da F-arllnai da 
dktrtudin da bmHna y flgrtnactria asodadai a tos «¡butos g a n t i » 
rai (PabM at al. 1990] y por P*CÉ da ks polbeptkfas prssantas. 

Al rebrlonar ai oTraaìUa an eratnas rnarcadons con al da ADhUng 
da tajkb arara los das 10 • 14. sa dbasva una noubla d lntdaciVi 
da bs caUaj olanotisrai Esta ss ammpsrla da rsdbtrtMdcn d i lai 
caVaai cW spkaao pLrlaitairtaab da bs tubules Qbrdutans irtnanos 
y fomad&n da bs tubules sscundartrjs manoairairkacbs Durania anos 
cartibs ocurran raooMcacbriss en al pa*un da polipdpodos 

Los tubLScc sacunefahos musnsn una ujiadbiiaa an la dlasYideclan di 
sus esitai, con bs mas desaliadas an ss ragion supsrbr. Las carsaans 
snudpkos sa aspi asari arno un aunwns dal nùmero da mhuLonsras y 
•j aaisiailSn da pmiridos carajlbics htarcaUaras rboc an probng* 
etnas lumsaSai asn mfsntaranss (rNPFasa (ñ. El sstema tububr sa 
aesarya an as catjSM da •* pore fri supsrtx La tuparftt» caLasr bam 
isasanla I un uni— il illa I para lambirla y ftjronactha. con mayor corv 
cawsdon da fbronaetra hacbi la ban del «Jgub y da lamHna hada • 
sona mpartr 

La dh^aridadfiri da bs cAUss ocjrracai <iap»ndsrla da la ssezsslSn di 
tetorat qua «a hdxrfan al astruefurarj» bs t l iubs sarjundants da Ma 
gbVidubs gaitrtas sn ci— unto roti la Milo, otxanandosa una cura 
araJaiim qua npaana a b argo dal sJaub ganduar 

FraTdambr№ : Proyacto FCTCtCVT 7tty9<¡ 

EXPRESEN DDHUCIAL DE n-f№ RARA MATRE EXTRACELULAR POR CULTIWK DE 
E5TH!№5 HÍMATOPCMnoOB (DifferentLaL ITHIY№ expression f o r extra-
o e l l n l a r matrix by hemopoietic s t r a iBs ) . Fernández,M., Chichester, 
C O . * y Mjnguell .J .J . Unidad de Bio logía Celular,DITA. Universidad 
de Chile y "Dept. o f Phanrecol end Tbxieolosr , Uhiv.of Rtiode Is lsnd. 

LBB cé lu las de m ü u w hamatcpoyético producen centonantes de 
matrix extraoelular (№C), q je junto ocn factores de crecimiento 
j y m a a i un micrcemMente para l a adhesión, migración p ro l i f e rac ión 

y diferenciación de l a cé lu l a t roncal , l a producción de i r a matriz 

de f ibrcnect ina (FN), parece favorecer la adhesion de precursores 

hematqpcyéticce tempranos GD34*-; en cambio matrices enriquecidas 

en iaofonreB de colágeno favoreceríen procesos de migracich y 

d i ferenciac ión . 

Indistintamsnte se ha u t i l i zado cu l t i vos de cé lu las de estroma 

•.aiBlflrtñB o eaUura completo para estudiar procesos hsmatopoyéticos. 

Para def in i r ambos sistemas ce lu lares desde e l puntz) de v i s t a de 

igsneración da №C, hemes determinado n ive les de nFNA para colágenos 

y f ibrcnect ina . Estce estudios se real izaron en cu l t ives de f i b r o 

b las tos y c u l t i v o s de largp término de médula ósea ruñara (№1), 
es te ultimo, equivalente a l estraiiH nematepeyético. La s ín t e s i s 
de colágeno se midió por incorporación de prolina-cH a material 
colagenasa sensihle y l o s colégenos i n t e r s t i c i a l e s se caracterizaron 
por cromatografía en EEAE-ceiulosa. l a medicich de n ive les de 
mRNA se r ea l i zó por hibridación con sondas pera colágenos 1, I I I , 
W y VI , y FN. 
Tsnto f ibroblas tos como estromas completos expresaron nfWA para 
es tos componentes de matriz. Sin albergo, l a producción de mRNA 
para f ibronectina fue mayor en estroma que en f ib roblas tos , derivados 
de i r a misma № . Cuntí ariamente, l a p ro i j e c i ch de m-PNA para colágeno 
fue menor en estroma que en f ib rob las tos . La s ín t e s i s de colágeno 
determinada en e l medio condicionado de amaos cu l t i vos fue mayor 
en f ibroblas tos que en estroma completo. 
Estos resultados sugieren que desde un punto de v i s t a de predicción 
de №C, f ibroblas tas de №H no son equivalentes a estrone completo, 
y que probablemente las interacciones ce lu la res , cano asimismo 
l a producción de varias citoquinas presentes en e l estroma, modulan 
l a expresión y depósi to de FN y colágeno. 

Proyecto DTI B-3C06-a012 
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C O - E X P R E S I O N D E L A S I N T E G R I N A S V L A - 4 Y V L A - 5 E N 
P R E C U R S O R E S E R I T R O B L A S T I C O S H U M A N O S Y S U R O L E N L A 
A D H E S I Ó N A L A R B R O N E C T I N A . ( C o e x p r e s l o n of Integrins V L A - 4 a n d 
V L A - 5 In i m m a t u r e h u m a n ery throb last ic p recu rso rs a n d thelr role in 
f ibronect ln a d h e r a n c e ) . R o s e m b l a t t M „ G a u g l e r M R , L e r o v C „ C o u l o m b e l 
L _ D e p a r t a m e n t o d e B io log ía , F a c u l t a d d e C ienc ias , U n i v e r s i d a d d e Chi le . 
Instituí Q u s t a v e R o u s s y , Par ís F r a n c a . 
L o s p recu rso res t e m p r a n o s d e los er l t roblastos h u m a n o s adh ie ren a la 
f lb ronec t lna ( F N ) p e r o la n a t u r a l e z a d e los recep to res Invo luc rados se 
d e s c o n o c e . C o n el fin d e e n t e n d e r el rol d e la a d h e s i ó n celular e n los 
p r o c e s o s d e prol i feración y d i fe renc iac ión e n el s i s tema hematopo ié t l co , 
h e m o s c o m e n z a d o e s t u d i o s d i r i g i d o s a I d e n t i f i c a r l o s r e c e p t o r e s 
imp l i cados e n las in te racc iones en t re p recu rso res er l t roblást icos y 
M o l d e s c o n c o m p o n e n t e s es t r oma les (célu las del e s t r o m a y matr iz 
e x t r a c e l u l a r ) . E n el p r e s e n t e I n f o r m e p r e s e n t a m o s r e s u l t a d o s d e 
e x p e r i m e n t o s d e Inmunoprec ip l t ac ión y func iona les ( b l o q u e o d e la 
a d h e s i ó n ) c o n an t i cue rpos espec í f i cos y p é p t l d o s d e r i v a d o s d e los 
d o m i n i o s f u n c i o n a l e s d e l a F N q u e d e m u e s t r a n q u e l as c é l u l a s 
p recu rso ras d e los er l t roblastos h u m a n o s e x p r e s a n e n la superf ic ie las 
in tegr inas V L A - 4 y V L A - 5 y q u e a m b a s m e d i a n la interacción d e estas 
cé lu las c o n la F N . U n a n t i c u e r p o pol lc lonal q u e r e c o n o c e la s u b u n l d a d 0 1 
c o m ú n a la famil ia d e las V L A I nmunop rec ip i t a d o s po l ipép t ldos d e 150 
k D y 1 6 0 k D . L o s resu l tados d e ge les e n c o n d i c i o n e s reduc to res y n o 
r e d u c t o r a Ind ican q u e la b a n d a d e 1 6 0 k D c o n t i e n e d o s po l ipép t ldos 
c o r r e s p o n d i e n t e s a las s u b u n l d a d e s « d e las c a d e n a s « 4 y « 5 . E s t o h a 
s ido c o n f i r m a d o e n i n m u n o p r e c i p l t a d o s d e O s a d o s d e er l t roblastos en 
0 ,3% C H A P S c o n A c M o espec í f i cos . U n A c M o q u e r e c o n o c e la c a d e n a 
« 4 d e la in tegr ina prec ip i ta u n h e t e r o d l m e r o c o n p é p t l d o s d e 1 2 5 k D (31 ) 
y 1 6 0 k D ( « 4 ) a d e m a s d e d o s p r o d u c t o s tr ípt icos d e 7 0 k D y S O k D q u e 
n o r m a l m e n t e coprec ip l tan c o n la c a d e n a « 4 . P o r o t ro l ado an t i cuerpos 
espec í f i cos d e la c a d e n a « 5 Inmunop rec ip l t an el c o m p l e j o « 5 0 1 
c o m p u e s t o d e p é p t l d o s d e 1 2 5 k D ( 0 1 ) y 1 6 0 k D ( « 5 ) q u e ba jo 
c o n d i c i o n e s reduc to ras m l g r a n c o m o u n a so la b a n d a d e 1 3 0 k D . 
E x p e r i m e n t o s func iona les c o n A c M o o p é p t l d o s d e r i v a d o s d e la F N 
c a p a c e s d e inhibir la a d h e s i ó n d e m u e s t r a n q u e a m b o s receptores s o n 
func iona les y q u e c a d a u n o M e r a c t ú a c o n d o m i n i o s d e a d h e s i ó n 
d i ferentes d e la mo lécu la d e F N . E x p e r i m e n t o s simi lares e f e c t u a d o s c o n 
u n a l inea l eucém ica er l t roide ( K U 8 1 2 ) m u e s t r a n q u e es ta l inea celular 
t a m b i é n p o s e e es tas d o s integr inas p e r o q u e so lo V L A - 5 a c t ú a c o m o 
recep to r p a r a la F N . 
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C A M B I O S E N L O S P R O T E O G L I C A N O S D E L D I S C O I N T E R 
V E R T E B R A L C A N I N O A S O C I A D O A D I S C O P A T I A S . Si lva, 
N . , F a r i a s , G - , A r a y a , N . , G a r c é s , H . D e p t o . Pa to log ía 
A n i m a l , F a c . Cs. V e t e r i n a r i a s y Pecuar ias . U . de C h i l e . 

L a m a t r i z e x t r a c e l u l a r con sus componentes c e l u l a r e s , 
f i b r i l a r e s y sustanc ia a m o r f a ha sido estudiada en el 
disco i n t e r v e r t e b r a l n o r m a l del can ino . Las pato logías 
que a f e c t a n a la c o l u m n a v e r t e b r a l y por ende al disco 
i n t e r v e r t e b r a l se in ic ian y p e r p e t ú a n con m o d i f i c a c i o n e s 
de sus e s t r u c t u r a s básicas, consistentes en a l t e r a c i o n e s en 
la génesis y t i p i f i c a c i ó n del c o l á g e n o , como i g u a l m e n t e 
d isminuc ión de proteogi icar ios y agua. 

Se es tud iaron discos i n t e r v e r t e b r a l e s de caninos a f e c t a 
dos por pará l is is debida a a l t e r a c i o n e s de la c o l u m n a 
v e r t e b r a l lumbar con c a l c i f i c a c i ó n de discos. 

En los cor tes h is to lógicos se a p r e c i a n cambios m o r f o l ó 
gicos en r e l a c i ó n a los c o m p o n e n t e s ce lu la res con una 
t e n denc ia al a u m e n t o en el número de célu las e s p e c i a l 
m e n t e de t ipo c a r t i l a g i n o s o , lo cual se observa t a n t o en 
las t inc iones H y E como S a f r a n i n a . En algunos discos 
el an i l lo f ibroso p r e s e n t a d iscont inu idad en su e s t r u c t u r a , 
ev idenciando una a l t e r a c i ó n en los componentes de la 
m a t r i z e x t r a c e l u l a r d e m o s t r a d a por una menor a f i n i d a d 
con el c o l o r a n t e c a t i ó n i c o S a f r a n i n a , espec í f i co p a r a 
p r o t e o g l i c a n o s . 

Se r e a l i z a r o n ensayos b ioqu ímicos en r e l a c i ó n a los 
pro teog l icanos de la m a t r i z e x t r a c e l u l a r de estos te j idos 
comprobándose una d ismninuc ión de su c o n c e n t r a c i ó n 
d e t e r m i n a da como sustanc ia seca o por la p resenc ia de 
ácido urónico que p e r m i t e c u a n t i f i c a r G A G s t o t a l e s , 
aunque se m a n t i e n e n las proporc iones en las diversas 
zonas del d isco. L a m i g r a c i ó n e l e c t r o f o r é t i c a ( a c e t a t o 
de ce lu losa en H C I ) ind ica que no hay v a r i a c i ó n en los 
componentes ( p r e d o m i n a n d o c o n d r o i t i n - s u l f a t o ) pero sí en 
su c o n c e n t r a c i ó n . 

P r o y e c t o D T I 2 9 3 9 - 9 0 3 3 . 
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ESTUDIO PRELIMINAR DE ALGUNOS PARÁMETROS 
SISTEMÓOS EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER. ( P r e l i m i n a r ? s t u d y o f some s y s t e m i c s 
p a r a m e t e r s i n p a t i e n t s w i t h A l z h e i m e r ' s 
d i s e a s e ) A l a r c Q B R . A - Y A f P l a g a d a J . R . 
Un idad d e N e u r o b i o l o g í a M o l e c u l a r , F a c . d e 
C i e n c i a s B i o l ó g i c a s y F a c . d e M e d i c i n a , P . 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . 

La E n f e r m e d a d d e A l z h e i r o e r (EA) e s l a 
d e m e n c i a más f r e c u e n t e e n t r e l o s a d u l t o s 
m a y o r e s d e 65 a ñ o s d e e d a d . Las a l t e r a c i o n e s 
n e u r o p a t o l ó g i c a s o b s e r v a d a s i n c l u y e n a t r o f i a 
c o r t i c a l , m u e r t e c e l u l a r de n e u r o n a s c o l i n é r -
g i c a s y l a p r e s e n c i a d e l p é p t i d o b e t a - a m i e l o i d e 
e n l a s p l a c a s n e u r í t i c a s o s e n i l e s . E l p r e 
c u r s o r d e l a m l e l o i d e t a m b i é n s e ha e n c o n t r a d o 
en t e j i d o s p e r i f é r i c o s . 

Hemos i n i c i a d o l a b ú s q u e d a d e un m a r c a d o r 
s i s t é m i c o q u e a y u d e a un d i a g n ó s t i c o p r e c o z d e 
EA u t i l i z a n d o c é l u l a s s a n g u í n e a s . En l i n f o -
c i t o s , m o n o c i t o s y en p l a q u e t a s s e e v a l u ó l a 
A c e t i l c o l i n e s t e r a s a (AChE) e n z i m a q u e e s t á muy 
d i s m i n u i d a e n p a c i e n t e s c o n EA. Además s e 
a n a l i z ó l a B u t i r i l - C h E ( B u C h E ) . En p l a q u e t a s s e 
m i d i ó t a m b i é n l a c a p t a c i ó n y c o n t e n i d o d e 
S e r o t o n i n a ( 5 - H T ) . N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n 
p a r a i n d i v i d u o s n o r m a l e s ( n = 1 5 ) una a c t i v i d a d 
p r o m e d i o p a r a AChE d e 5.7, 1.7 y 3 . 4 ; y e n 
BuChE d e 4 . 4 , 4 . 6 y 1 7 . 7 mU/mg d e p r o t e í n a s e n 
l i n f o c l t o s , m o n o c i t o s y p l a q u e t a s r e s p e c t i 
v a m e n t e . La c a p t a c i ó n d e S-HT en p l a q u e t a s 
d i o una Vmai d e 4 . 6 x 1 0 a cpm/10< c e l . y su Km 
f u e de 2 . 1 uM. E l c o n t e n i d o d e 5-HT f u e d e 221 
n g / 1 0 » c e l . 

A c t u a l m e n t e e s t a m o s a n a l i z a n d o m u e s t r a s 
o b t e n i d a s de p a c i e n t e s c o n EA. 

Financ iado por e l p r o y e c t o Fondecyt ( 0 6 5 1 / 9 1 ) 
a l Dr. N iba ldo C. I n e s t r o s a . 
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ADHESIÓN CELULAR EN LINEAS CELULARES QUE 
EXPRESAN AMIELOIDK Y ACETILCOLINESTERASA 
(AChE) ( C e l l u l a r a d h e s i ó n i n c e l l l i n e s w h i c h 
e x p r e s s a m y l o i d e and AChE) Palma V . A . y 
G o d o v J . A . Unidad d e N e u r o b i o l o g í a 
M o l e c u l a r , F a c . de C i e n c i a s B i o l ó g i c a s y 
M e d i c i n a , P . U n i v . C a t ó l i c a d e C h i l e . 
( P a t r o c i n i o : N . C . I n e s t r o s a ) . 

Las c é l u l a s de hepa toma humano ( H e p - G 2 ) 
c o d i f i c a n p a r a l a p r o t e í n a p r e c u r s o r a d e l 
a m i e l o i d e , l a c u a l ha s i d o r e c i e n t e m e n t e 
i n v o l u c r a d a en l a En fe rmedad d e A l z h e i m e r 
( E A ) . A c t u a l m e n t e e s t a m o s r e a l i z a n d o e s t u d i o s 
d e a d h e s i ó n d e c é l u l a s humanas Hep-G2 y 
f i b r o b l a s t o s d e r a t ó n 3 T 3 , a d i f e r e n t e s 
m a t r i c e s e x t r a c e l u l a r e s c o n e l o b j e t o de 
d e f i n i r e l p a p e l q u e é s t a s e j e r c e r í a n s o b r e l a 
e x p r e s i ó n g é n i c a . E s t o s e s t u d i o s s e enmarcan 
en l a i d e a d e c o n o c e r s i e x i s t e n a l t e r a c i o n e s 
en e l p r o c e s o de a d h e s i ó n c e l u l a r en l a EA. 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n l a p r e s e n c i a d e 
AChE en c é l u l a s H e p - G 2 , e n z i m a m a r c a d o r a de 
n e u r o n a s c o l i n é r g i c a s , l a q u e e s t á d i s m i n u i d a 
e n EA. L o s f i b r o b l a s t o s 3T3 p r e s e n t a n una 
mayor y más r á p i d a a d h e r e n c i a a c o l á g e n o y en 
menor g r a d o a g e l a t i n a y p l á s t i c o . La a d h e s i ó n 
de Hep-G2 e s menor y c o n un l a g t e m p o r a l mayor 
en r e l a c i ó n a c é l u l a s 3 T 3 . E x p e r i m e n t o s en 
g r a d i e n t e s d e s a c a r o s a ( 5 - 2 0 % ) i n d i c a n q u e 
ambas l í n e a s c e l u l a r e s e x p r e s a n una f o r m a 
m o l e c u l a r de l a AChE. 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s en Hep-G2 y 3T3 n o s 
p e r m i t e n d e f i n i r s i s t e m a s d e e s t u d i o p a r a 
a p l i c a r l o s l u e g o a EA. 

F i n a n c i a d o p o r e l Proyec to FONDECYT (0651/91) 
a l Dr. N iba ldo C. Inezítrosa. 

http://Fac.de
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RECEPTOR DE FACTOR DE C R E C I M I E N T O 
EPIDÉRMICO (REGF) EN ENCÉFALO DE RATAS. 
DIFERENCIAS REGIONALES Y ENDOCITOSIS EN 
SINAPTOSOMAS. (Epidemial Growth Factor Receptor in Rat 
Encephalon. Regional differences and endocytosis in 
synaptosomes) Faúndez V. v González. A. Depto Biol. Celular y 
Molecular, Fac. Ciencias Biológicas y Depto Reumatología Clínica 
e Inmunología, Fac. Medicina, U. Católica. 

El EGF interacciona con su receptor en la membrana 
plasmática con distintas características cinéticas de afinidad 
dependiendo del sistema celular estudiado. La función receptora 
está sujeta a control mediante cambios de afinidad producida por 
diversos factores y mediante endocitosis del receptor inducida por 
EGF. En este trabajo mostramos diferencias en los parámetros de 
unión de l-5]_p¿(3p a sinaptosomas de rata adulta obtenidos de 
corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. Corteza e hipocampo 
poseen mayor numero de sitios de unión de 125t-EGF (70-80 
fmoles/mg) que cerebelo (18 fmoles/mg). En hipocampo y corteza 
detectamos dos sitios con afinidad distinta de Kd: 10"! ' y 10" '" M 
y de lfr I" y 10" ' M, respectivamente. En cambio, en cerebelo 
observamos sólo un sitio de Kd: 10" 10 M. Encéfalos de ratas 
neonatales expresan dos veces más receptor que el encéfalo adulto. 
Además, encontramos que los sinaptosomas son capaces endocitar 
y degradar EGF en concentraciones nM. Esta endocitosis es 
temperatura y ATP dependiente y es bloqueado por exceso de EGF 
frío. La degradación es inhibida por cloroquma y monensina. Ratas 
neonatales muestran mayores niveles de endocitosis mediada por 
REGF. 

Nuestros datos sugieren que existirían mecanismos región-
específicos moduladores de la función del REGF en encéfalo y que 
el REGF podría reciclar en la región sináptica 

(Financiado por proyectos Fondecyt #249/88 y 721/91. V.F. es becario de la 
Fundación Andes). 
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EFECTO DE IGF-I y bFGF SOBRE LA RECUPERACIÓN 
FUNCIONAL DEL NERVIO CIÁTICO LESIONADO. 
( E f f e c t s o f IGF-I and bFGF upon the f u n c t i o n a l 
r e c o v e r y o f t he l e s i o n e d s c i a t i c n e r v e ) . 
L u i s M e d i n a , J o r g e V e r g a r a , J o s é Maulen y 
Ja ime A l v a r e z . Unidad de N e u r o b i o l o g í a M o l e c u 
l a r . P. U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a . S a n t i a g o . 

Los f a c t o r e s de c r e c i m i e n t o f i b r o b l á s t i c o 
b á s i c o (bFGF) e i n s u l í n i c o I ( I G F - I ) p r o l o n g a n 
l a v i d a de n e u r o n a s en c u l t i v o y e s t i m u l a n l a 
e l o n g a c i ó n de n e u r i t a s . E s t u d i a m o s e l e f e c t o 
de l a a p l i c a c i ó n l o c a l de IGF-I y bFGF s o b r e 
l a v e l o c i d a d de r e g e n e r a c i ó n d e l n e r v i o c i á t i c o 
de r a t a , l a m a d u r a c i ó n de l o s a x o n e s y e l r e s 
t a b l e c i m i e n t o de l a f u n c i ó n n e u r o m u s c u l a r . 

Se a t r i c i o n ó el n e r v i o c i á t i c o y se c o l o c ó 
un p a p e l de n i t r o c e l u l o s a s o l o o c a r g a d o con 
2 - 4 ug de IGF- I o bFGF, 2 mm b a j o l a a t r i c i ó n . 
Los a n i m a l e s s e e s t u d i a r o n h a s t a e l d í a 85 
p o s t - 1 e s i ó n . 

La v e l o c i d a d de r e g e n e r a c i ó n de l o s a x o n e s 
fue d i s c r e t a p e r o s i g n i f i c a t i v a m e n t e mayor en 
l o s n e r v i o s t r a t a d o s . En l a s e t a p a s p r e c o c e s 
se d e t e c t ó d i f e r e n c i a s c i t o l ó g i c a s e n t r e l o s 
n e r v i o s t r a t a d o s y c o n t r o l e s . La t r a s m i s i ó n 
s i n á p t i c a d e l m ú s c u l o t i b i a l a n t e r i o r se r e i n i -
c i ó 2 d í a s a n t e s que en c o n t r o l e s ; a s i m i s m o , 
l a r e c u p e r a c i ó n de l a marcha se i n i c i ó e l d í a 
11 p o s t - l e s i ó n ( c o n t r o l , d í a 1 3 ) . La r e c u p e r a 
c i ó n de l a v e l o c i d a d de c o n d u c c i ó n de l o s 
n e r v i o s c o n t r o l e s y t r a t a d o s fue c o m p a r a b l e . 
El p e s o d e l t r i c e p s s u r a l y l a t e n s i ó n d e s a 
r r o l l a d a no d i f i r i ó de l o s c o n t r o l e s . 

Los r e s u l t a d o s i n d i c a n qu" l a a p l i c a c i ó n 
l o c a l de IGF- I y bFGF a c e l e r a n d i s c r e t a m e n t e 
e l p r o c e s o r e g e n e r a t i v o . 

( P r o y e c t o FONDECYT 4 9 3 / 8 9 ) 
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EFECTO "IN VITRO" DE FACTOR DE CRECIMIENTO 
FIBROBLASTICO (FGF) EN CULTIVO PRIMARIO DE 
NERVIO AISLADO ( " I n v i t r o " e f f e c t o f FGF upon 
i s o l a t e d n e r v e i n p r i m a r y c u l t u r e ) . * M o r e n o 
g . len idad d e N e u r o b i o l o g i e i M o l e c u l a r , D p t o . 
B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , P . U. C a t ó l i c a 
de C h i l e . 

D e s a r r o l l a m o s un c u l t i v o p r i m a r i o d e n e u r o n a s 
p a r a e n s a y o d e f a c t o r e s d e c r e c i m i e n t o y 
t r ó f i c o s c o m o e t a p a p r e v i a a l e s t u d i o " i n 
v i v o " . 

H e r v i o s c o n g a n g l i o e s p i n a l , a i s l a d o s d e 
X e n o p u s l a e v i s . f u e r o n i n c u b a d o s e n m e d i o 
D u l b e c o (MEMD), MEMD+insu l ina ( 0 , 0 1 U g / m l ) y 
M E M D + i n s u l i n a + s u e r o f e t a l de b o v i n o ( 1 0 % ) . 
U t i l i z a m o s como p a r á m e t r o de e s t a b i l i d a d d e l 
s i s t e m a a l a a c e t i l c o l i n e s t e r a s a (ACh£) , 
d e t e r m i n a n d o s u s n i v e l e s t o t a l e s y l a s f o r m a s 
m o l e c u l a r e s p o r g r a d i e n t e s d e s a c a r o s a . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e e n l a s 
c o n d i c i o n e s d e c u l t i v o : ( 1 ) n o s e p r o d u c e 
m u e r t e n e u r o n a l a l examen h i s t o l ó g i c o , ( 2 ) n o 
s e a f e c t a n l o s n i v e l e s d e AChE, ( 3 ) l a 
d i s t r i b u c i ó n d e l a AChE a l o l a r g o d e l n e r v i o 
e s c o n s t a n t e , ( 4 ) en e l g a n g l i o e x i s t e un 
o r d e n d e m a g n i t u d s u p e r i o r d e AChE q u e en e l 
n e r v i o y , ( 5 ) en p r e s e n c i a d e FGF, l o s n i v e l e s 
d e AChE aumentan 2 v e c e s en e l g a n g l i o , n o a s i 
en e l n e r v i o . 

C o n c l u í m o s q u e l a n e u r o n a s e n s i t i v a e s t e j i d o 
b l a n c o d e FGF y q u e l a p r e p a r a c i ó n e s 
a p r o p i a d a p a r a e s t u d i o s d e n e u r o n a s a i s l a d a s 
c o n s o b r e v i d a d e a l r e d e d o r d e 7 d í a s . 
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EFECTOS DEL E G F Y P D G F EN CÉLULAS DE 
MÚSCULO LISO VASCULAR DE RATAS M I L Á N 
NORMALES E HIPERTENSAS. (Effects OÍ EGF and PDGF 
in vascular smooth muscle cel ls from Milán normal and 
hypertensive rats). Salazar. G.. Canessa . M. Werner. E.. 
¿Patrocinio: J. Garrido). Depto. de Inmunología Clínica y 
Reumatología, Esc. de Medicina, P. Universidad Católica de 
Chile & Endocrine-Hypertension División, Brigham and 
Women's Hospital, Boston. 

Células musculares lisas d e aortas (MLA) de ratas 
gené t icamente hipertensas d e la c e p a Milán (MHS) 
muestran una mayor tasa d e proliferación que la c e p a 
normotensa (MNS) en cultivo primario c o n suero. El 
mecanismo responsable d e la mayor proliferación de las 
cé lu las MHS e s d e s c o n o c i d o . En e s t e trabajo s e 
estudiaron e f ec to s m e d i a d o s por los r ecep to res de 
factores d e crecimiento epidérmico (EGF) y derivado de 
plaqueta (PDGF). 

Al estimular células MLA qu iescen tes d e la cepa 
MHS con EGF o con PDGF s e obse rvó un aumento de 2 y 
5 veces , respectivamente, en los niveles de incorporación 
de 3 H-timidina. Las cé lu l a s n o r m o t e n s a s no dan 
respuesta significativa al EGF y presentan una menor 
respuesta al PDGF. Estos efectos s e correlacionaron con 
un mayor contenido de receptores por célula para ambos 
factores. Además, s e obse rvó que el PDGF produce una 
mayor estimulación del cotransporte Na-K-CI en las 
células MHS, ya sea quiescentes o crecidas en presencia 
d e suero, c o m p a r a d a s c o n las MNS. L o s resultados 
sugieren que el PDGF podría tener una importante 
contribución en la mayor proliferación d e las células MLA 
de las ratas hipertensas y en el aumento de la resistencia 
periférica. 

(Financiado por Proyectos Fondecyt 241/88 y 721/91. E. 
W es instructor becario de la P. Universidad Católica de Chile). 

P r o y e c t o FONDECYT 4 9 3 / 8 9 . « B e c a r i o CONICYT. 
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REGULACIÓN D E L A EXPRESIÓN CÉRICA D E L A CASEÍNA Y </-

LACTALBÚMINA POR EL FACTOR D E CRECIMIENTO FIBROBLASTICO 

BÁSICO E N CÉLULAS EPITELIALES MAMARIAS*. ( R e g u l a c i ó n o f 
c a s e i n and « ¿ - l a c t a l b u m i n g e n e e x p r e s s i o n b y b a s i c f i b r o -
b l a s t g r o w t h f a c t o r o n maramary e p i t h e l i a l c e l l s ) . 
T a p i a , V . , L a v a n d e r o , 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 y 
B i o l o g í a M o l e c u l a r , F a c u l t a d de C i e n c i a s Q u í m i c a s y F a r 
m a c é u t i c a s , U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

R e c i e n t e m e n t e hemos d e m o s t r a d o que e l f a c t o r d e c r e c i 

m i e n t o f i b r o b l a s t i c o b á s i c o , un p o l i p é p t i d o d e l4kDa y 

n a t u r a l e z a c a t i ó n i c a , e s un p o t e n t e e s t i m u l a d o r de l a pro_ 

l i f e r a c i ó n i n v i t r o d e l a s c é l u l a s mamar i a s e p i t e l i a l e s 

n o r m a l e s . 

En e s t e t r a b a j o s e d e t e r m i n o l a a c c i ó n d e l bFGF s o b r e 

l a e x p r e s i 5 n d e p r o t e í n a s m a r c a d o r a s e s p e c í f i c a s d e l t e 

j i d o mamar io d i f e r e n c i a d o : c a s e í n a y » < - l a c t a l b ú m i n a uti^ 

l i z a n d o c u l t i v o s p r i m a r i o s d e c é l u l a s e p i t e l i a l e s mama

r i a s o b t e n i d a s d e r a t o n e s h e m b r a s p r e ñ a d a s . S e c u a n t i f i -

c a r o n l a s e c r e c i ó n y e x p r e s i ó n de e s t a s p r o t e í n a s p o r i n 

m u n o p r e c i p i t a c i ó n y s o n d a s de RNA c o m p l e m e n t a r i a s . 

La e x p r e s i 6 n d e l o s g e n e s y s í n t e s i s d e c a s e í n a y l a c -

t a l b u m i n a p o r h o r m o n a s l a c t o g é n i c a s ( p r o l a c t i n a , i n s u l i 

na e h i d r o c o r t i s o n a ) aumento 2,5 v e c e s a l s o m e t e r p r e v i a 

m e n t e l a s c é l u l a s mamar i a s a l a a c c i ó n d e l bFGF ( 5 n g / m l ) . 

En c a m b i o e l t r a t a m i e n t o d e e s t a s c é l u l a s c o n bFGF y hor_ 

monas l a c t o g é n i c a s e n forma s i m u l t a n e a r e d u j o a l a m i t a d 

l a s e c r e c i ó n d e l a s p r o t e í n a s m a r c a d o r a s s i n a l t e r a r su 

s í n t e s i s . 

N u e s t r o s r e s u l t a d o s i n d i c a n que e l bFGF, en c o n j u n t o 
c o n l a s h o r m o n a s l a c t o g é n i c a s , p a r t i c i p a r í a n en l a r e g u 
l a c i ó n d e l a e x p r e s i ó n g é n i c a d e l a g l á n d u l a mamaria d e 
l a r a t a . 

*FONDECYT 9 1 - 0 8 7 9 y 0 8 8 0 , D T I B - 3 1 1 3 9 0 1 3 y P o s t g r a d o 

U. C h i l e 9 1 - 0 0 1 . SL e s b e c a d o d e F u n d a c i ó n A n d e s . 
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VARIANTES DE HIST0NAS, PROLIFERACIÓN Y DIFERENCIACIÓN 
EN I¿ cruzi. (Histones variants, proliferation and 
differentiation in Т. cruzi). Toro. G.C.: Jar ami П о . 
N.C.*. у Galanti. N. Departamento d e B i o l o g í a C e l u l a r 
y Genética, Facultad de Medicina, Universidad de 
Chile. 

En l a f a m i l i a T r y p a n o s o m a t i d a e s e ha determinado 
d i f e r e n t e s a c t i v i d a d e s p r o t e o l í t i c a s . En cruzi la 
m a y o r í a d e e l l a s p u e d e c l a s i f i c a r s e с о л о cisteín 

p r o t e i n a s a s . Por o t r o l a d o s e ha d e s c r i t o presencia ne 
p r o t e i n a s a s que d e g r a d a n h i s t o n a s en l a preparación de 

c r o m a t i n a d e d i s t i n t a s e s p e c i e s . 

En e s t e t r a b a j o s e m u e s t r a d i f e r e n t e s actividades 

p r o t e o l í t i c a s s o b r e h i s t o n a s de c r u z i , según ai 

e s t a d o p r o l i f e r a t i v e y de d i f e r e n c i a c i ó n d e l parásito-

Se o b t u v o h i s t o n a s de c r u z i a p a r t i r de epimas 

t i g o t e s c o n a l t a y b a j a a c t i v i d a d proliferativa, as¿ 

conto d e t r i p o m a s t i g o t e s no r e p l i c a t i v o s e infectivos. 

C u l t i v o s en c r e c i m i e n t o l o g a r í t m i c o m o s t r a r o n lar. 

s e i s h i s t o n a s t í p i c a s d e e s t e p a r á s i t o , mientras que 

e p i m a s t i g o t e s d e f a s e e s t a c i o n a r i a presentaron dov. 
n u e v a s v a r i a n t e s . F i n a l m e n t e la forma tripomastigote 
m o s t r ó a u s e n c i a d e una h i s t o n a principal. E s t o s 
r e s u l t a d o s s u g i e r e n la p r e s e n e i a d e variantes de 

h i s t o n a s r e l a c i o n a d a s c o n la a c t i v i d a d proliferativi; 

d e l p a r á s i t o . Se examinan a c t i v i d a d e s proteolytic** 

p r o b a b l e m e n t e i n v o l u c r a d a s en e s t o s cambios. 

DTI DB 3212-9013, Fondecyt 096-89, Proyecto SAREC. 
* Becado OHS : M8/181/4/J.79. 
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EFECTO DE PR0LACTINA EN LA DIFERENCIACIÓN DE MEDULA 

OSEA " i n v i t r o " . ( E f f e c t o f P r o l a c t i n on t h e d i f -

f e r e n t i a t i o n o f b o n e marrow c e l l s " i n v i t r o " ) . 

B a r r i o , M . , Meno , M. y E s q u l v e l , P . I n s t . I n m u n o l o 

g í a , F a c u l t a d d e M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d A u s t r a l d e 

C h i l e . 

En e l ú l t i m o t i empo hemos e s t u d i a d o e l 

e f e c t o que f a c t o r e s n e u r o e n d o c r i n o s t i e n e n en l a 

d i f e r e n c i a c i ó n d e c é l u l a s d e médu la ó s e a (M0) h a c i a 

c é l u l a s Thy l p o s i t i v a s . Para e l l o s e ha d e s a r r o l l a d o 

un s i s t e m a d e c u l t i v o " i n v i t r o " en d o s e t a p a s , q u e 

c o n s i s t e b á s i c a m e n t e en e l c o c u l t i v o p o r una h o r a a 

3 7 ° C d e t i m o e h i p ó f i s i s en p r e s e n c i o d e e x t r a c t o s 

h i p o t a l á m i c o s (EH) o n e u r o p é p t i d o s ( e t a p a 1 ) . En 

s e g u i d a s e o b t i e n e s o b r e n a d a n t e que s e a g r e g a a una 

s u s p e n s i ó n d e c é l u l a s d e M0 y s e c u l t i v a p o r una 

h o r a a d i c i o n a l , m i d i é n d o s e e n t o n c e s l a a p a r i c i ó n d e 

c é l u l a s Thy 1 p o s i t i v a s m e d i a n t e t é c n i c a d e e x c l u 

s i ó n d e c o l o r a n t e s v i t a l e s . 

En e l c u l t i v o m e n c i o n a d o s e p r o b a r o n d i f e 

r e n t e s n e u r o p é p t i d o s o m e d i a d o r e s . L 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 ¡ 1 . - P r o l a c t i n a e s un e f i c i e n t e 

d i f e r e n c i a d o r c u o n d o t i m o e s t á p r e s e n t e en e l m e d i o 

de c u l t i v o , aún c u a n d o l o s v a l o r e s l o g r a d o s no 

a l c a n z a n l o s n i v e l e s i n d u c i d o s p o r EHj 2 . - P r o l o c t i -

na no t i e n e e f e c t o a l a c t u a r d i r e c t a m e n t e s o b r e 

m é d u l a ó s e a ; 3 . - Llama l a a t e n c i ó n que l a hormona 

d e l c r e c i m i e n t o (GH) no m u e s t r a e f e c t o en e s t e 

m o d e l o ; 4 . - S o m a t o s t a t i n o no m u e s t r a e f e c t o d i f e r e n 

c i a d o r . 

Se d i s c u t e e l p o s i b l e r o l de p r o l a c t i n a 

como r e s p o n s a b l e p a r c i a l d e l e f e c t o d i f e r e n c i a d o r 

d e m o s t r a d o p o r EH en e l m o d e l o u s a d o . 

P r o y e c t o s FONDECYT 8 9 - 7 1 , DID-UACH S - 9 1 - 4 0 . 
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PROLACTINA HIPOFISIARIA (Pirl) DURANTE LA ACLIMAT1ZACION 

DEL PEZ C copio. (Hypophisiary prolactin during the aclimatization of the 

físh C carpió). J.Figueroa, A.MoLina, MAIvarez , A . I. Siegmund,*y J. 

VUlanueva. Instituto de Bioquímica e Instituto de Histología y Patología* 

Universidad Austral de Chile. Valdñia. Chile. 

La carpa (Qiprinus carpió), como todos los ectotennos eurioicos, está 

sometida a variaciones cíclicas del ambiente, en especial aquellas que 

derivan de las características estacionales. C o m o respuesta a los cambios 

físicos (e.g. temperatura y fotoperiiodo), el pez debe elaborar respuestas 

compensatorias que permitan su adecuada sobrevivencia. En nuestro 

laboratorio postulamos que la respuesta compensatoria conlleva 

reprogramacióa de la expresión génica, y que el eje hipotálamo-hipofísiario 

estaría comprometido en la transducción de las señales que el cambio 

estacional genera. 

Hemos iniciado la aproximación de este estudio evaluando el contenido de 

Prl hipofisiaria mediante técnicas injnunocitoquímicas utilizando anticuerpos 

anti-Prl de ovino el cual reacciona con Prl de carpa. Los resultados muestran 

un bajo contenido de Prl durante el periodo invernal , el que aumenta 

gradualmente durante el mes de noviembre. Este alcanza su máximo en 

enero y comienza a declinar a partir de marzo, volviendo a los niveles 

mínimos inveníales. Esta observación se ratificó tanto en el contenido por 

célula (intensidad de tinción) c o m o en el número de células que se tiñen. 

Concomitantemente, la ultraestructura nucleolar de estas células exhibe 

notorios cambios. En efecto, en invierno existe una segregación nucleolar y 

en verano una total integración. 

Estos estudios establecen los primeros hallazgos acerca de la variación en la 

producción de Prl hipofisiaria durante el proceso de acümatización, y su 

coincidencia respecto a la existencia de una depresión de la transcripción de 

genes de rRNA en la reprogramación que caracteriza a la respuesta 

compensatoria que ocurre durante los cambios estacionales. (Financiado por 

proyecto FONDECYT 0905/91., DIC-UACh y O E A ) 
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CININOGENOS DE ALTO (HK) Y BAJO (LK) PESO MOLECULAR EN 
NEUTBOFILOS HUMANOS AISLADOS. (High and lo» molecular 
weight kininogens on isolated human neutrophils). 
Figueroa CP 1. Henderaon LM 2, Kaufmann J 3, De la Cadena 
RA». Colman BW«. MUller-Esterl W 3. Bhoola KD 5 • 
Instituto de Histología y Patología1, Universidad 
Austral, Valdivia; Departaents of BiochemiBtry2 & 
Pharmacology5, University of Bristol, U.K.; Department 
of Pathobiocheaistry3, University of Mainz, Oermany; 
Thrombosis Research Center4, Temple University, U.S.A. 
Se investigó, mediante inmunocitoqulmica a microscopía 
óptica y electrónica, la presencia y distribución 
subcelular de los cininogenos HK y LK en leucocitos 
humanos. 
Los leucocitos Be aislaron mediante sedimentación en 
dextrano y centrifugación en Ficoll-Hypaque. Se utilizó 
inmuno-oro-plata, microscopía confocal e inmuno-oro a 
microscopía electrónica. El anticuerpo monoclonal 
contra HK reconoce un segmento de la cadena liviana de 
46-kDa mientras que el anti-LK fue producido contra una 
porción del extremo carboxiterainal (aminoácidos 389-
409) de la cadena liviana de LK, la única que es 
distinta de HK. Describimos por primera vez la 
presencia de LK en neutrófilos humanos y demostramos 
que ambos cininogenos se localizan solo en la membrana 
celular del neutrófilo. No se observó HK o LK 
intracelularmente en células peraeabilizadas con 0.1X 
tritón X-100, un método que evidenció elastasa en los 
granulos azurofilos. 

El cininogeno presente en la superficie del neutrófilo 
podría actuar como receptor para calicreinas y/o servir 
de fuente para producir una formación circunscrita de 
cininas, que podrían a su vez mediar la diapedesis de 
los neutrófilos asi como la formación de edema durante 
la inflamación aguda. 

Financiado por FONDECYT (91/0961), DID-UACH (S/91/32), 
MRC U.K., Wellcome Trust U.K. y SCOR on Thrombosis 
U.S.A. (HL 45486-01). 
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UN SISTEMA DE VISION ARTIFICIAL APLICADO 
AL RECONOCIMIENTO DE CÉLULAS. <An 
a r t i f i c i a l v i s i ó n s y s t e m a p p l l e d t o c e l l 
r e c o g n l t l o n ) . D O G G E N V E I L E R . C.F. .CORDOVA. 
F. y_ ARRAU. P. D e p t o . de B i o l o g í a , 
F a c u l t a d de C i e n c i a s y D e p t o d e Ing . 
I n d u s t r i a l , F a c u l t a d de C s . FF. y MM., 
U. de C h i l e . 

En una c o m u n i c a c i ó n a n t e r i o r m o s t r a m o s 
e l u s o d e un s i s t e m a de v i s i ó n 
a r t i f i c i a l e n l a d e t e c c i ó n de m i c r o -
n ú c l e o s e n e r i t r o c i t o s d e p e c e s . En e s a 
o c a s i ó n s e ñ a l a m o s q u e e l s i s t e m a e s t a b a 
p a r a m e t r i z a d o , p o r l o q u e s u c a p a c i d a d 
d e r e c o n o c i m i e n t o e s a d a p t a b l e p a r a 
o t r o s o b j e t o s . U t i l i z a n d o un e q u i p o 
c o n s i s t e n t e e n : m i c r o s c o p i o t r i n o c u l a r , 
cámara de v i d e o , c o m p u t a d o r p e r s o n a l 
d o t a d o d e h a r d w a r e y s o f t w a r e d e 
a d q u i s i c i ó n de i m á g e n e s n u e s t r a s o f t w a r e 
p u e d e r e c o n o c e r o b j e t o s ( c é l u l a s ) e n un 
f o n d o c o n r u i d o , y p r e p a r a r l o s para , s u 
r e c u e n t o . E l s o f t w a r e d e s a r r o l l a d o t i e n e 
- b r e v e m e n t e - l a s s i g u i e n t e s e t a p a s : 
D R e c o n o c i m i e n t o de o b j e t o s ( . d e t e c c i ó n 
d e b o r d e s c e r r a d o s ) , 2 ) L i s t a d o de 
e l l o s , 3 ) C o m p a r a c i ó n de i n v a r i a n t e s c o n 
un p a t r ó n d e t e r m i n a d o p o r e l o b s e r v a d o r , 
4 ) E l i m i n a c i ó n d e l l i s t a d o de o b j e t o s n o 
a d e c u a d o s , l i m p i e z a de l a imagen , 5 ) 
R e c u e n t o y e s t a d í s t i c a . 

Se d e s t a c a : 1 ) El u s o d e c o m p u t a d o r n o 
d e d i c a d o 2 ) E l r e c o n o c i m i e n t o de o b j e t o s 
2 ) La c a p a c i d a d de a d a p t a c i ó n . 
F i n a n c i a d o p o r DTI (U d e C h i l e ) FONDECYT 
y l a F u n d a c i ó n A n d e s . 
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EFECTO DE COLCHICINA Y HEAT SHOCK EN LA EXPRESIÓN DEL 
SEN «ot-Y 6L IC0PR0TEINA-P EN HIBADO DE RATA ( E f f e c t s o f 
colchlctne and H e a t - S h o c k in the m o r and g l t c o p r o t e i n - P expresaron 
in r a t l i v e r ) . A c u l l á . C . V o l l r a t h V . . Anorade. L . . D u a r t e . I. y Ch lana le 
s L D e p t o s de Oest roentero log ía y A n a t o m í a Pato lóg ica , Facu l tad de 
Med ic ino , P .un i ve r s i dad Cató l ica de C h i l e . ( P a t r o c i n i o : D r . A l f onso 
G o n z á l e z ) . 

L a g l i c o p r o t e í n a - P ( 0 p 1 7 0 ) , o t ranspo r tado r de mú l t i p l es droges.es 
u n a p r o t e l n a local izada en la m e m b r a n a apical de cé lu las ep i te l ia les de 
r i ñ o n , in test ino e hígado y es codif icada p o r el gen maten roedores. E n 
hígado, 0 p 1 7 0 t r a n s p o r t a d i ve rsos agentes c i to tóxícos desde el 
hepatoclto a la b i l is . E l gen / ro* -p resen ta homología en sus secuencias 
regu la to r ias con genes que codif ican a las p ro te ínas de heat shcck los que 
se inducen en d ive rsos s is temas biológicos, por efecto del aumento de 
t e m p e r a t u r a ( T ) . S e estudió el efecto de la admin is t rac ión de co lch ic lna , 
sus t ra to de O p 1 7 0 , y el efecto del I nc remento agudo de T e n le exp res ión 
del gen mety la G p l 7 0 . Se e x t r a j o R N A total de hígado, r i ñ o n , in test ino 
y g lándula adrenal a d i ve rsos t i empos después de la admin is t rac ión 1p. 
de colchic lna ( 2 m g / k g ) o después de I nc remen ta r la T de las ra tas de 
3 6 a 4 1 9 0 L o s R N A se h i b r i d a r o n con el c D N A del M D R I mediante 
N o r t h e n y Do t B lo t . Se r e a l i z ó aná l is is inmunoh is toqu ímico en cor tes de 
hígado u t i l i zando el A d í o C 2 1 9 . Se detectó inc remento en los n ive les del 
m R N A a las 6 h rs . después de la admin is t rac ión de co lch ic ina , 
a lcanzando el m á x i m o a las 2 4 h r s . ( 5 0 0 * , p< 0 . 0 5 ) y re to rnando a> 
n ive les cons t i tu t i vos de e x p r e s i ó n a las 4 8 h r s . E s t a Inducción f ue 
órgano especi f ica en el hígado, y a que no se obse rvó cambios en l a . 
exp res ión génice en los o t ros órganos. E n el acino hepát ico se o b s e r v ó 
un inc remen to homogéneo en la d i s t r i buc ión del G p l 7 0 a las 4 8 y 7 2 
h r s . , sug i r iendo un aumento en la s ín tes is de la p ro te i na , la que se 
inco rpo ra en el domin io cana l icu la r de los hepatocitos. No se o b s e r v a r o n 
cambios en la exp res ión génica inducidos p o r T o por la admin is t rac ión 
del compuesto fotoinact ivado de co lch ic lna, la l um incco l ch i c im . E s t a 
const i tuye la p r i m e r a ev idenc ia de inducción in v i v o del gen mdr y 
0 p 1 7 0 en respuesta a la admin is t rac ión de un sus t ra to del 
t ranspor tador y sug ieren que le exp res ión de este s i s tema detox i f lcador 
es modulada en el hígado, de m a n e r a ó rgano-espec i f i ca , en respues ta al 
daño ce lu la r mediado p o r sus t ra tos c i totóxícos. 
F inanc iado p o r p royec to Fondecy t 0 7 2 1 - 9 0 

EFECTO DE MELATONINA SOBRE LA SÍNTESIS DE TESTOSTERONA EN 
CÉLULAS DE L E Y D I G . ( E f f e c t o f m e l a t o n i n o n t h e s y n t h e s i s 
o f t e s t o s t e r o n e i n L e y d i g c e l l ) . M o r a g a . P . * . V e r a . H. y 
V a l l a d a r e s . L. U n i d a d B i o l o g í a d e l a R e p r o d u c c i ó n . INTA, 
U n i v e r s i d a d d e C h i l e . « B e c a r i o CONICYT. 

E s t u d i o s p r e v i o s en n u e s t r o l a b o r a t o r i o d e m o s t r a r o n que 
u e l a t o n i n a a c t ú a d i r e c t a m e n t e s o b r e l a f u n c i ó n e n d o c r i n a 
t e s t i c u l a r . El e f e c t o d e m e l a t o n i n a n o i n t e r f i e r e c o n l a 
i n t e r a c c i ó n d e l a g o n a d o t r o f i n a c o n su r e c e p t o r n i c o n l a 
p r o d u c c i ó n d e AMPc i n t r a c e l u l a r . 
En e s t e e s t u d i o a n a l i z a m o s q u é e t a p a d e l a v í a e s t e r o i d o -
g é n i c a s e a l t e r a p o r a c c i ó n d e m e l a t o n i n a 10 M i n v i t r o . 
C é l u l a s d e L e y d i g d e t e s t í c u l o s d e r a t a s e n t r e 3 5 - 4 0 
d í a s , s e i n c u b a r o n b a j o d i s t i n t a s c o n d i c i o n e s e x p e r i 
m e n t a l e s : a ) i n c u b a c i ó n d e l a s c é l u l a s c o n 2 2 ( R ) - O H -
c o l e s t e r o l , p r e g n e n o l o n a ( 3 u M ) , p r o g e s t e r o n a (1 uM) o 
a n d r o s t e n e d i o n a (1 u M ) ; b ) i n c u b a c i ó n c o n H - p r e g n e n o l o n a . 
La c u a n t i f i c a c i ó n y c a r a c t e r i z a c i ó n d e c a d a uno d e l o s 
p r o d u c t o s f o r m a d o s en c a d a p r o c e d i m i e n t o e x p e r i m e n t a l s e 
a n a l i z a r o n p o r ITLC, HPLC o R Í A . 
U t i l i z a n d o e l p r o c e d i m i e n t o a ) , a l i n c u b a r l a s c é l u l a s en 
p r e s e n c i a o a u s e n c i a d e hCG o b s e r v a m o s que e l e f e c t o d e 
m e l a t o n i n a no e r a r e v e r t i d o en p r e s e n c i a d e c o l e s t e r o l 
h i d r o x i l a d o . A s i m i s m o , a l i n c u b a r c é l u l a s c o n p r e g n e n o 
l o n a s e o b s e r v ó que l a s í n t e s i s d e t e s t o s t e r o n a e s t a b a 
d r á s t i c a m e n t e i n h i b i d a ( 6 4 % ) . Más a ú n , c u a n d o en e x p e r i 
m e n t o s p a r a l e l o s a l i n c u b a r c é l u l a s c o n hCG l a p r o d u c c i ó n 
d e p r e g n e n o l o n a ( 1 0 , 3 p m o l e s / 1 0 ' c é l u l a s ) s e i n c r e m e n t ó 
( 1 8 . 1 p m o l e s / 1 0 c é l u l a s ) en p r e s e n c i a d e m e l a t o n i n a . En 
e l p r o c e s o e x p e r i m e n t a l b ) , i n c u b a n d o l a s c é l u l a s c o n H-
p r e g n e n o l o n a s e e s t a b l e c i ó q u e h a b í a a c u m u l a c i ó n d e 1 7 -
O H - p r o g e s t e r o n a . T o d o s e s t o s r e s u l t a d o s j u n t o a l o s 
o b t e n i d o s , a l i n c u b a r l a s c é l u l a s c o n p r o g e s t e r o n a y 1 7 a -
O H - p r o g e s t e r o n a y l a p o s t e r i o r m e d i c i ó n d e t e s t o s t e r o n a , 
e s t a b l e c i e r o n que m e l a t o n i n a i n h i b e d i r e c t a m e n t e l a e s t e -
r o i d o g é n e s i s t e s t i c u l a r , a l i g u a l q u e o t r o s r e g u l a d o r e s 
p a r a c r i n o s y a u t o c r i n o s (AVP, AVT y LHRH), en l a e t a p a 
c a t a l i z a d a p o r l a e n z i m a 1 7 - a - O H a s a / 1 7 , 2 0 l i a s a . 
F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F o n d e c y t № 1 0 2 4 - 8 9 . 
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PROGRESIÓN DE LA FASE S Y LOCALIZACIÓN INTRANUCJEAR DE 
PCNA/CICLINA Y DEL ANTIGENO T MAYOR EN CÉLULAS 
TRANSFORMADAS POR S V 4 0 . ( P r o g r e s s i o n t h r o u g h S p h a s e 
and i n t r a n u c l e a r lDcation o f P C N A / c y c l i n and T a n t i g e n 
i n S V A O - t r a n s f o r m e d c e l l s ) . ALVAREZ. P . : ORDENES. 
G . E . . PÉREZ. I . Y SANTOS. M. D e p t o . B i o l o g í a C e l u l a r y 
G e n é t i c a , F a c u l t a d d e M e d i c i n a . U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

E l a n t i g e n o t u m o r a l mayor ( a g - T ) s e c o - l o c a l i z a 
c o n s i t i o s d e i n c o r p o r a c i ó n d e b r o m o d e o x i u r i d i n a 
(BrdU) e n una p o b l a c i ó n d e c é l u l a s t r a n s f o r m a d a s p o r 
SV40 q u e e s t á n e n f a s e S , s u g i r i e n d o q u e p o d r í a e s t a r 
p a r t i c i p a n d o e n l a s í n t e s i s d e l DNA e n e s t a s c é l u l a s . 
En e s t e trabajo s e e s t a b l e c i ó una c o r r e l a c i ó n e n t r e l a 
d i s t r i b u c i ó n i n t r a n u c l e a r d e l a g - T y d e P C N A / c i c l i n a y 
l a c i n é t i c a d e p r o g r e s i ó n d e l a s c é l u l a s a t r a v é s d e l 
p e r i o d o S . P a r a e l l o , s e i n h i b i ó l a s í n t e s i s d e DNA 
c o n h i d r o x i u r e a o a f i d i c o l i n a y l u e g o d e e l i m i n a d a l a 
d r o g a s e man tuvo l o s c u l t i v o s e n p r e s e n c i a d e BrdU. A 
d i s t i n t o s t i e m p o s p o s t - t r a t a m i e n t o l a s c é l u l a s s e 
p r o c e s a r o n p a r a d e t e c t a r , p o r i n m u n o f l u o r e s c e n c i a 
d o b l e i n d i r e c t a , l a BrdU y e l a g - T o b i e n e l a g - T y l a 
P C N A / c i c l i n a . A p a r t i r d e l o s 10 min y h a s t a l o s 6 0 
min l a BrdU y l a P C N A / c i c l i n a p r e s e n t a n un p a t r ó n d e 
p u n t o s f l u o r e s c e n t e s q u e e n e l t i e m p o v a n c r e c i e n d o y 
adqu i r i e n d o f o r m a s v a r i a d a s . L u e g o f p r e d o m i na un 
p a t r ó n d e p a r c h e s f l u o r e s c e n t e s q u e s e i n t e r c a l a n c o n 
z o n a s s i n r e a c t i v i d a d . En t o d o momento hay una c o 
l o c a l i z a c i o n d e l a g - T t a n t o con BrdU c o m o c o n 
P C N A / c i c l i n a . E s t a e s p a r c i a l e n t i e m p o s t e m p r a n o s 
p o s t - t r a t a m i e n t o , p r o b a b l e m e n t e p o r q u e l a c a n t i d a d d e 
a g - T e x c e d e l a d e BrdU o l a d e P C N A / c i c l i n a , p e r o s e 
h a c e t o t a l e n S m e d i o y f u n d a m e n t a l m e n t e t a r d í o , 
c u a n d o t o d o s l o s m a r c a d o r e s a d q u i e r e n l a d i s t r i b u c i ó n 
e n p a r c h e s , q u e hemos d e f i n i d o p r e v i a m e n t e c o m o p a t r ó n 
h e t e r o g é n e o . E s t o s r e s u l t a d o s s u s t e n t a n l a p o s i b i l i d a d 
q u e e l a g - T p a r t i c i p e e n l a s í n t e s i s d e l DNA c e l u l a r , 
l o q u e p o d r í a c o n s t i t u i r uno d e l o s f a c t o r e s q u e 
d e t e r m i n a n q u e l a s c é l u l a s t r a n s f o r m a d a s p o r SV40 s e 
man tengan e n c o n t i n u a p r o l i f e r a c i ó n . F O N D E C Y T 1 1 8 3 / 9 0 
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R E C A R B I O D E S U B P O B L A C I O N E S DE C É L U L A S A G I N A R E S E N L A R E G R E S I Ó N PQSTHIPERTWI-
CA D E G L Á N D U L A S P A R Ó T I D A S DE RATÓN ( R e ú n a 1 cf s u b p o p u i a t i o n s of a:\nar ce l l s 
d u r i n g t h e p c s t h y p e r t r o p h i c r e g r e s s i o n in l o u s e parctid glanos), Alhende.-
C . f t . . G o n z á l e z . H . J . v L ó p e z S o l í s . R . O . . D p t o . Biología Celular y Genética, 
F a c . M e d i c i n a , U , de Chile. 

L a a d m i n i s t r a c i ó n crónica diaria de isoproterenol íIPR! produce hiper-.ra
f i a de l a s g l á n d u l a s parótidas, acompañada de larcadas aocíificaciones ei las 
f r e c u e n c i a s de subpoblaciones de células acibares, definidas estas por su 
f e n o t i p o n u c l e a r (mono o binucleadas; contenidos relativos de DNA 2C, 4C, 8C o 
> 8 C ! . Así, al cabo de 7 días de ÍPR ¡2 n g . ip. /diaf las células aorionueleadas 
2C (mono 2 0 d i s m i n u y e n desde un 66 t hasta prácticamente desaparecer, las ¡acrio 
4C se duplican (19 vs 38X) y aparecen poblaciones b¡ 4C (197.! y aicna SC íi4Z3. 
L a s u s p e n s i ó n del tratamiento crónico con I P R ídia O de regresión) produce 
r e g r e s i ó n al tamaño glandular norial er; na -sás de 1G días. El presente 
e s t u d i o , basado en citcfluorometría Feuigen y autorradiografía (3H-tiündins/, 
tuvo por objeta caracterizar una eventual involución de las subpoblacio.-.es de 
c é l u l a s acinares durante la regresiin posthi;-grtrifica de las glándulas 
parótidas. 

A l r e d e d o r del día 10 de regresiin, se apreció per ve: primera un = : ; - i f - -
c a t i v a i n c r e m e n t o en el índice de marcación. En estos priisros '0 días da 
r e g r e s i ó n , ía frecuencia de células sano 2C ss incrementó a un IT/,, la1, 
p o b l a c i o n e s ¿ano 4 C , mono 8C y b: 2C se mantuvieron ¡ 4 9 , 10 y 207., respe t iva
mente) y las células b i 4C d i s m i n u y e r o n ( 4 X ) . Entre ios días IC y 24, un 85Z 
de l a s c é l u l a s acinares eran mono 2 C , un 5X mono 4C y un 10Z ci 2C, ! as 
c é l u l a s mono 8C y bi 4C desaparecieren en este periodo. Entre i ; s días 24 / 
36, la p o b l a c i ó n mono 4C se elevó significativamente Í19 ' / . i , dismínuyírQrL las 
bi 2C £32) y reaparecieron células !¡i 4C (0,5?.). Entre los días 3-6 y 4¿, se 
i n c r e a e n t ó i a población bi 2C Ü U ) y se mantuvieron las poblaciones sane 2C 
(73Z) y mono 4C ( 1 5 X ) . A esta altura de la regresión, las ^ec^enrias de 
c é l u l a s a c i n a r e s se asemejan a las observadas en glándulas no estimuladas. 
E s t o s d a t o s s u g i e r e n que durante la regresión desde el estado hipertrófica 
i n d u c i d o por I P R , hay pérdida ce :.a aayor parte de las células acinares y un 
repoblatiento que implica proliferación celular y f á n s i t o de subpoolaciones 
t o n o 2 C — b i 2 C —ÍC o 4 C . 

P R O Y E C T O S 3 T I - 3 2 0 8 y F O N D E C Y T 0 7 9 3 / 8 ? 
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GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE ESTROMA HEMATOPOYETICO A 
PARTIR DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL H U M A N O . e s t a b l i s h 
ment and c h a r a c t e r i z a t i o n o f h e m o p o i e t i c s t r o m a f rom 
human u m b i l i c a l c o r d b l o o d ) . B r u z z o n e . M . S . Un idad B i o l o 
g í a C e l u l a r . INTA. U n i v e r s i d a d de C h i l e . 

E l e s t r o m a h e m a t o p o y é t i c o que p a r t i c i p a en e l a n c l a j e , 
p r o l i f e r a c i ó n y d i f e r e n c i a c i ó n d£ p r o g e n i t o r e s h e m a t o p o -
y é t i c o s , e s t á f o r m a d o p o r v a r i o s t i p o s c e l u l a r e s 
y s u s p r o d u c t o s ( F a c t o r e s d e C r e c i m i e n t o y M a t r i z 
E x t r a c e l u l a r ) . 

La S a n g r e d e l c o r d ó n u m b i l i c a l humano(SCUH) a l momento 
d e l n a c i m i e n t o e s r i c a e n p r o g e n i t o r e s h e m a t o p o y é t i c o s , 
c u y a p r e s e n c i a c o i n c i d e c o n l a i n i c i a c i ó n de l a h e m a t o 
p o y e s i s m e d u l a r . S i n e m b a r g o , n o hay e v i d e n c i a s s o b r e 
p r e s e n c i a d e c é l u l a s d e e s t r o m a en SCUH y s u e v e n t u a l 
s i g n i f i c a d o f u n c i o n a l . P a r a e s t u d i a r l o a n t e r i o r s e u s a 
r o n s i s t e m a s de c u l t i v o , a p a r t i r de SCUH o b t e n i d a de par 
t o s de t é r m i n o a l momento d e l c o r t e d e l c o r d ó n . Se a i s 
l a r o n c é l u l a s m o n o n u c l e a d a s y s e c u l t i v a r o n b a j o d i f e r e n 
t e s c o n d i c i o n e s que i n c l u y e r o n : t i p o s de s u e r o ( f e t a l y 
d e c a b a l l o ) , ho rmonas ( H i d r o c o r t i s o n a ( H C ) , D e h i d r o -
e p i a n d r o s t e r o n a - D H A ) y n u t r i e n t e s ( A c i d o F ó l i c o ) , m i o -
I n o s i t o l y 2 - M e r c a p t o e t a n o l ) . Se e s t a b l e c i e r o n c o n d i c i o 
n e s ó p t i m a s ( M e d i o IMDM s u p l e m e n t a d o c o n á c i d o f ó l i c o 
10 m g / L , m i o - i n o s i t o l 4 0 m g / L , s u e r o f e t a l 10%, HC 1 0 - 7 
M y DHA 1 0 - 6 M ) que r e s u l t a r o n e n l a f o r m a c i ó n de una 
c a p a a d h e r e n t e h e t e r o g e n a . 

E s t u d i o s m o r f o l ó g i c o s , h i s t o q u í m i c o s e i n m u n o q u í m i c o s 
d e m o s t r a r o n e n c u l t i v o s p r i m a r i o s l a p r e s e n c i a d e 
m a c r ó f a g o s , c é l u l a s t i p o f i b r o b l a s t o s y e n d o t e l i a l , c o n 
j u n t a m e n t e c o n m a c r ó f a g o s e m b r i o n a r i o s . E s t o s c u l t i v o s 
a l s e r t r i p s i n i z a d o s , g e n e r a r o n m o n o c a p a s que p o s e e n 
s ó l o c é l u l a s t i p o f i b r o b l a s t o s y e n d o t e l i a l . Los r e s u l t a 
d o s d e m u e s t r a n que l a SCUH p o s e e c é l u l a s d e e s t r o m a s y 
s u g i e r e n que l a s a n g r e f e t a l e s un e q u i v a l e n t e c e l u l a r a 
l a médu la ó s e a . E s t e h a l l a z g o j u n t o a l s i g n i f i c a d o o n t o 
g é n i c o o f r e c e un i n t e r e s a n t e m o d e l o p a r a e l e s t u d i o d e l 
p r o c e s o h e m a t o p o y é t i c o . F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o s DTI 
B - 3 0 0 6 - 9 0 1 2 y F o n d e c y t 8 9 / 9 9 0 . 
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ROLE DE LAS TIROSINE KINASAS DE LA FAMILIA " SRC " EN 
LA ACTIVACIÓN CELULAR. 

S iegmund F i s c h e r - D i r e c t e u r d e R e c h e r c h e - I N S E R M 
ICGM - U n i t e 332 - P a r i s , , FRANCE 

P o c o s s e g u n d o s d e s p u é s de l a a c t i v a c i o n - v i a s u s r e c e p t o 
r e s n o r m a l e s - l o s l i n f o c í t o s y l a s p l a q u e t a s p r e s e n t a n 
m o d i f i c a c i o n e s i m p o r t a n t e s p o r k i n a s a s f o s f o r i l a d o r a s 
de t i r o s i n a (TPK) d e n o m i n a d a s p 5 6 1 c k y p p ó O s r c , r e s p e c 
t i v a m e n t e . 

La TPK d e l i n f o c i t o s T ( p 5 6 1 c k ) e s h i p e r f o s f o r i l a d a en 
l o s r e s i d u o s t y r y s e r ( d e t e r m i n a d o s p o r mapeo p e t i d i c o ) 
en c é l u l a s a c t i v a d a s v i a CD2;CD3 o CD4. P - p r o t e i n a s d e 
80 y d e 100 kDa f u e r o n c o - i m u n o p r e c i p i t a d a s c o n l a 
p 5 6 1 c k a c t i v a d a , s u g e r i e n d o que s e e n c u e n t r a n en l a s 
v i a s de t r a n s d u c c i ó n de s e ñ a l e s . 
E s t u d i o s de l a o r g a n i z a c i ó n d e l g e n e LCK m u e s t r a n que 
p o s e e una e s t r u c t u r a s i m i l a r a l o s g e n e s de l a f a m i l i a 
" s r c " . E s t o s u g i e r e que e l g e n e LCK s e ha f o r m a d o 
p r o b a b l e m e n t e p o r e x o n s h u f f l l n g . Hemos c o n s t r u i d o d i 
f e r e n t e s m u t a n t e s de d e l e t i o n . E x p r e s a d o s en c é l u l a s 
e u c a r i o t i c a s , n o s han p e r m i t i d o mapea r s u s d o m i n i o s 
f u n c i o n a l e s . 

La e s t i m u l a c i ó n d e p l a q u e t a s p o r l a t r o m b i n a aumenta l a 
f o s f o r i l a c i ó n en t i r o s i n a d e v a r i a s p r o t e i n a s . Ademas 
de l a p p ó O s r c hemos e n c o n t r a d o p r o t e i n a s de 120 kDa 
( P L C - ) ; 85kDa ( P I - 3 - k ) y una banda d i f u s a de 75kDa 
( c . r a f ) , que p r o b a b l e m e n t e i n t e r v i e n e n en l a s e ñ a l i z a 
c i ó n . P o r f r a c c i o n a m i e n t o s u b c e l u l a r hemos l o c a l i z a d o 
l a p ó O s r c e n l o s g r a n u l o s d e n s o s , que t i e n e n un r o l 
p r i m o r d i a l e n l a a c t i v a c i ó n de l a p l a q u e t a s . 
E s t o s r e s u l t a d o s m u e s t r a n que l a s TPKs i n t e r v i e n e n en 
l a a c t i v a c i ó n c e l u l a r , p r o b a b l e m e n t e t r a n s d u c i e n d o 
s e ñ a l e s g e n e r a d o s p o r l a o c u p a c i ó n de r e c e p t o r e s . 

file://a:/nar
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AISLAMIENTO PARCIAL DEL GRANULO DE LA CÉLULA DE 

LANGERHANS. (Partial purification of the Langerhans 

cell granule). Grob F. y Caorsi I. Instituto de 

Histología y Patología, Facultad de Medicina, 

Universidad Austral de Chile. (Patrocinio: C.D. 

Figueroa). 

La célula de Langerhans es una célula dendritica 

accesoria del sistema inmune cuya función fundamental 

es la presentación de antlgenos al linfocito T. La 

célula de Langerhans se localiza de preferencia en la 

epidermis, siendo su característica ultraestructural 

•ás relevante la presencia e m su citoplasma de un 

organelo peculiar de estructura compleja: el granulo de 

Birbeck (GB) o granulo de la célula de Langerhans. Su 

función es desconocida. En el presente trabajo se 

describe, por primera vez, un método de aislamiento del 

GB, como una etapa inicial de la posterior 

determinación de sus componentes. Laminas de epidermis 

humana obtenidas por tripsinización (0.5 X por 15 min a 

37°C) fueron disgregadas en buffer isotónico con la 

finalidad de obtener una suspensión celular. Las 

células fueron centrifugadas a 1000 x g por 10 min y 

posteriormente, Usadas en 1 mM NaHC03. Al homogenizado 

resultante se le aplicó centrifugación diferencial. Los 

pellets obtenidos fueron procesados para microscopía 

electrónica con el método del zinc-iodo-osmio que tiñe 

selectivamente el GB. Los pellets que contenían la 

mayor cantidad de GB (40.000 x g por 1 h) fueron 

resuspendidos en buffer ¿Botónico y re-centrifugados a 

60.000 x g por 90 min en una solución de sucrosa 35 X 

p/v , Con este procedimiento se logró el iminar 

parcialmente membranas contaminantes y obtener un 

material altamente enriquecido en GB que hará posible 

su caracterización bioquímica posterior. 

Financiado por FONDECYT 89/0198 y DIC-UACH S-89-16 
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ESTUDIO DEL DAÑO INDUCIDO POR IRRADIACIÓN Y 
CORTISONA EN CÉLULAS TIMICAS Y DE GANGLIO LINFÁTICO 
DE RATÓN. (Study of damage induced by írradiatlon and 
cortlsone on mi ce thymus and lymph node cells). 
Maldonado. C. Guarda. M.I.. Matare al a. M. y Alarcón.C. 
Instituto de Física, Universidad Austral de Chile. 
(Patrocinio: Dr. Flavio OJeda). 

Se ha postulado y se acepta que la muerte 
lnterfáslca radloinduclda, característica de las células 
linfoldes, ocurre por la activación de una endonucleasa 
que fragmenta el ADN en múltiplos de aproximadamente 
180 pares de bases. Este proceso, inducido también por 
cortlsona se conoce como apoptosiii o muerte programada. 

En este trabajo se estudió el daño de membrana y la 
fragmentación de ADN Inducido por irradiación y cortlsona 
en células de ganglio linfático y de timo de ratón. El daño 
de membrana se determinó por la técnica de exclusión de 
azul tripán y la fragmentación de ADN en geles de agaroaa 
y por citometría de flujo. 

Los resultados muestran que en los timocltos la 
fragmentación de ADN antecede al daño de membrana, en 
un proceso sensible a Inhibidores, de proteína kinasa C 
(PKC), en cambio en las células de ganglio el daño de 
membrana precede a la fragmentación de ADN y el proceso 
no es sensible a inhibición de PKC. 

Estos resultados sugieren que la muerte lnterfáslca 
en el caso de las células linfoldes maduras no puede ser 
atribuido al fenómeno de apoptosls como lo sería en células 
tlmicas inmaduras. 

Financiado por DID-UACH Proyecto S-89-9. 
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CITOLISIS NK Y FOSFORILACIÓN DE PROTEÍNAS.(NK C y t o l y s i s 

and p r o t e i n p h o s p h o r i l a t i o n ) . M i r a n d a , D . , P a r r a , S . E . , 

P a r r a , S . y P u e n t e , J . D e p a r t a m e n t o d e B i o q u í m i c a y B i o 

l o g í a M o l e c u l a r . F a c . C i e n c i a s Q u í m i c a s y F a r m a c é u c i c a s 

U n i v e r s i d a d d e C h i l e . ( P a t r o c i n i o : M . A . V a l e n z u e l a ) . 

La c i t o l i s i s m e d i a d a p o r l a s c é l u l a s N a t u r a l ¡ l i l l e r 

(CMC-NK) e s un p r o c e s o que s e p u e d e s u b d i v i d í r en v a r i a s 

e t a p a s . La e t a p a d e a c t i v a c i ó n , que o c u r r e i n m e d i a t a m e n 

t e d e s p u é s d e l a u n i ó n a l a c é l u l a b l a n c o ( 3 - 6 m i n ) e s 

d e t e r m i n a n t e e n l a a c c i ó n c i t o l í t i c a . E l e f e c t o c o n j u n t o 

d e i o n o f o r o s d e Ca ( l o ) y e s t e r e s de f o r b o l ( T P A ) , aumen

t a l a CMC-NK y e l A M P - c í c l i c o l a i n h i b e , l o que s u g i e r e 

l a p a r t i c i p a c i ó n de p r o t e í n a q u i n a s a s e n ambos p r o c e s o s . 

S I o b j e t i v o d e l p r e s e n t e t r a b a j o f u e e s t u d i a r l a f o s f o r i 

l a c i ó n i n v i v o d e p r o t e í n a s d u r a n t e l a e t a p a d e a c t i v a 

c i ó n . 

Se t r a b a j o c o n f r a c c i o n e s a l t a m e n t e e n r i q u e c i d a s e n c é 

l u l a s NK a i s l a d a s p o r g r a d i e n t e s d i s c o n t i n u a s d e P e r c o l l , 

c a r a c t e r i z a d a s p o r l o s m a r c a d o r e s CD16 y CD56 y l a c i t o 

l i s i s . La f r a c c i ó n c e l u l a r s e i n c u b o en m e d i o RPMI 1640 

d e f i c i e n t e en f o s f a t o , s u p l e m e n t a d o c o n 2 0 0 u C í / m l d e 

3 2 - P A c . o r t o f o s f ó r i c o en p r e s e n c i a ( p o r 6 m i n ) y a u s e n 

c i a d e c é l u l a s K-562 ( c é l u l a s b l a n c o ) . E l a n á l i s i s s e 

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

d i o g r a f l a . 

L o s r e s u l t a d o s h a s t a a h o r a e n c o n t r a d o s , m u e s t r a n c a m 

b i o s e n e l p a t r ó n d e f o s f o r i l a c i ó n d e p r o t e í n a s d e l a s 

c é l u l a s NK i n d u c i d o s p o r l a p r e s e n c i a d e l a s c é l u l a s 

b l a n c o , l o s que s e c a r a c t e r i z a n p o r l a a p a r i c i ó n d e p r o 

t e í n a s f o s f o r i l a d a s y l a d e s f o s f o r i l a c i ó n d e v a r i a s o t r a s 

f o s f o p r o t e í n a s . 

De a c u e r d o a e s t o s r e s u l t a d o s , s e p u e d e s u g e r i r l a p a r 

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

l a c i ó n d e l a e t a p a d e a c t i v a c i ó n d e l a s c é l u l a s NK. 

PROYECTO FONDECYT 9 0 - 1 1 1 5 

MECANISMOS DE MIGRACIÓN CELULAR Y EL FENÓMENO DE 
CITOPROTECCION GÁSTRICA. (Cell migration mechanisms 
and gastric cyloproleclion). Garrido. J.. Measen. L.. ttyjteZ. 
£. y Villavicencio. M Departamento de Biología Celular y 
Molecular, Facultad de Ciencia» Biológicas, Pontificia 
Universidad Católica de Chile. 
La migración de células constituyentes del revestimiento 
gástrico resulta un hecho clave en el proceso de restitución 
de la continuidad epitelial dañada por un agente nocivo. 
Dicha migración ocurre en breve plazo . e inicial mente 
repara la lesión mediante el establecimiento de un epitelio 
de células aplanadas portadoras de caracteres morfológicos 
que las emparentan con el epitelio original. Empleando un 
modelo de cultivo organotipico desarrollado para estudiar 
este fenómeno, y como parte de la caracterización en este 
modelo del proceso que nos ocupa, hemos estudiado el 
efecto de drogas que modifican la función del citoesqueleto 
y de agentes que inhiben la proliferación celular. Entre 
estos últimos, la administración en el medio de cultivo de 
1 -(0-D-arabinofuranosil)citosina (ara-C), un inhibidor de la 
síntesis de DNA, sorprendentemente provoca una 
importante aceleración de la migración celular. Este 
resultado plantea la posibilidad de una acción de ara-C 
sobre elementos del citoesqueleto, sea directa sobre las 
estructuras presentes en la células, o bien indirecta, a 
través de cambios en la expresión génica de uno o mas 
componentes de dichas estructuras. (Financiado por 
Proyecto FONDECYT 528/89). 
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c - r e l y r e lB , TRANSACTIVADORES DE LA EXPRESIÓN OENICA. 
( c - r e l and re lB, t ransac t iva tors of gene exp re s s ion ) . 
Rvseck. R .P . . Bu l l . P.e, Takamiva, M.« , Errázuriz . 
Ct l / Bours. V . * . S i e b e n l i s t . U.*. Dobrzanski. P^, y 
Bravo. R. Dept. o f Molecular B io logy , Bristol-Myers 
Squibb Pharmaceutical Research In s t i t u t e , Pr inceton, 
NJ, •Laborator io de Bioquímica, Facultad de Ciencias 
B i o l ó g i c a s , P. Ltaiversidad Cató l ica de Ch i l e , y 
*Laboratory of Immunoregulation, The National 
Ins t i tu tes of Health Bethesda, MD. 

Los proto-oncogenes que t ienen e l dominio r e í en su 
estructura son fac to res de t r ansc r ipc ión e incluyen 
c - r e l de p o l l o , de humano, de ratón, de Drosophila (en 
cuyo caso se denomina Dorsal , que cumple un importante 
r o l en e l d e s a r r o l l o embrionario) y l o s recientemente 
d e s c r i t o s NF-kB-p50 y NF-kB-p65, que par t ic ipan en l a 
expresión de las cadenas kappa de la inmunoglobinas, 
entre o t r o s . 

En es te t rabajo se desc r ibe o t ro gen de es ta famil ia , 
re lB, inducible por suero , que c o d i f i c a una proteína 
de 558 aminoácidos. Posee e l dominio r e í en e l amino 
terminal , mientras que en e l c a r b o x i l o terminal posee 
una reg ión ac t ivadora de l a t r ansc r ipc ión , en forma 
s imilar a c - r e l . Sin embargo, presenta en e l extremo 
amino terminal una región compuesta por leucinas cada 
6 aminoácidos, de sc r i t a en otras prote inas como un 
dominio de d imer ización, l o cual hace pensar que puede 
hacer de puente para la in te racc ión con o t ras 
pro te ínas . RelB no se une con a l t a af inidad a s i t i o s 
NF-kB, a menos que forme heterodimeros con l a proteina 
NF-kB - p s ° . 

Para comprender l a manera como re IB regular i a l a 
expresión de genes que poseen e l o l i g o n u c l e ó t i d o NF-kB 
en su promotor se requeri rá de un mayor a n á l i s i s . 

Financiado parcialmente por FONDECYT, proyecto 834-90. 
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CITOPROTECCION POR FLUNARIZINA DE LA CÉLULA 
CROMAFIN ADRENAL. ( P r o t e c t i o n o f c h r o m a f f i n 
c e l l b y f l u n a r i z i n e ) . SANCHO. C . . KQfiQ, M . A . . 
GARCÍA. A . G . Y CÁRDENAS. A . M . ( P a t r o c i n i o : 
M. S o l e r ) D p t o . F a r m a c o l o g í a , F a c . M e d i c i n a , 
U. Autónoma d e M a d r i d , C á t e d r a d e Farma
c o l o g í a , E s c . M e d i c i n a , Ü. d e V a l p a r a í s o . 

Se e s t u d i a l a a c c i ó n c i t o p r o t e c t o r a d e 
f l u n a r i z i n a en c é l u l a s c r o m a f i n e s a d r e -
n é r g i c a s y n o r a d i r e n é r g i c a s i n c u b a d a s en 
p r e s e n c i a d e v e r a t r i d i n a 10 uM. Las s u b p o -
b l a c i o n e s d e c é l u l a s c r o m a f i n e s b o v i n a s s e 
a i s l a n según e l m é t o d o d e s c r i t o p o r Moro e t 
a l . ( 1 9 9 0 ) . La v e r a t r i d i n a p r o d u c e l a m u e r t e 
d e l a s c é l u l a s c r o m a f i n e s a d r e n é r g i c a s y ñ o r -
a d r e n é r g i c a s , c u a n d o s e i n c u b a n l a s c é l u l a s 
en monocapa en p r e s e n c i a d e l a t o x i n a d u r a n t e 
24 h , p r e s e n t a n d o una DI.50 d e 10 uM. E s t e 
e f e c t o l e t a l e s Na* y C a z * d e p e n d i e n t e s e i n 
h i b i d o p o r t e t r a d o t o x i n a , s u g i r i e n d o q u e l a 
d e s p o l a r i z a c i ó n s o s t e n i d a p o r V e r a t r i n a o c a 
s i o n a l a a p e r t u r a d e c a n a l e s d e C a + Z v o l t a j e -
d e p e n d i e n t e s , y q u e e s e l C a + Z a c u m u l a d o en 
l a s c é l u l a s e l c a u s a n t e d e su m u e r t e . P o r 
c o n s i g u i e n t e , f l u n a r i z i n a , un a n t a g o n i s t a d e l 
C a * 2 , p o d r í a p r e v e n i r l a s a c c i o n e s l e t a l e s d e 
l a v e r a t r i d i n a . En e f e c t o , c u a n d o l a s c é l u l a s 
s e i n c u b a r o n c o n V e r a t r i d i n a ( 1 0 uM) en p r e 
s e n c i a d e f l u n a r i z i n a ( 1 - 3 0 uM) , é s t a p r e v i n o 
l a m u e r t e c e l u l a r en f o r m a c o n c e n t r a c i ó n -
d e p e n d i e n t e . E s t e e f e c t o c i t o p r o t e c t o r f u e 
mayor en l a s c é l u l a s a d r e n é r g i c a s . La c i t o -
p r o t e c c i ó n d e f l u n a r i z i n a n o e s c o m p a r t i d a 
p o r b o q u e a n t e s d e c a n a l e s d e Ca"^ z t i p o L ( N i -

m o d i p i n a ) , p u d i é n d o s e a t r i b u i r e l e f e c t o 
p r o t e c t o r d e f u n a r i z i n a a s u s a c c i ó n b l o 
q u e a n t e d e o t r o s s u b t i p o s d e c a n a l e s d e C a + 2 . 

127 

EFECTO PROTECTOR DE LA MONENSINA SOBRE LA INFECCIÓN POR 

VIRUS IPN. ( P r o t e c t i o n o f IPNV i n f e c t i o n b y M o n e n s i n ) . 

S o l e r , M . , V a r g a s , J . , F a r f a s . G. y K u z n a r . J . L a b o r a 

t o r i o de B i o q u í m i c a , F a c u l t a d de M e d i c i n a , U n i v e r s i d a d 

de V a l p a r a í s o . 

E l p r o p ó s i t o de n u e s t r a l í n e a de t r a b a j o e s c o n t r i 

b u i r a l c o n o c i m i e n t o de l o s m e c a n i s m o s qué p e r m i t e n l a 

i n t e r n a l i z a c i ó n , a l a c é l u l a h o s p e d a d o r a , de l o s v i r u s 

que no p o s e e n una e n v o l t u r a l i p í d i c a e x t e r n a . 

En t r a b a j o s a n t e r i o r e s d e m o s t r a m o s que e l v i r u s de 

l a n e c r o s i s p a n c r e á t i c a i n f e c c i o s a , v i r u s IPN, p e n e t r a 

v í a c o m p a r t i m e n t o s e n d o s ó m i c o s a l i n t e r i o r de l a s c é l u 

l a s CHSE-214 en c u l t i v o . A s i m i s m o e x p e r i m e n t o s c o n 

NH^CL y c l o r o q u i n a s u g i r i e r o n un r e q u e r i m i e n t o de b a j o 

pH e n d o s o m a l p a r a una i n f e c c i ó n e x i t o s a . 

Pa ra e s t a b l e c e r una r e l a c i ó n más d i r e c t a e n t r e b a 

j o pH ( 5 . 5 - 6 ) e i n f e c c i ó n , e s t a m o s , en l a p r á c t i c a , i n 

t e n t a n d o s i m u l a r , en e l e x t e r i o r de l a c é l u l a , c o n d i c i o 

n e s s i m i l a r e s a l a s que e n c u e n t r a e l v i r u s en e l i n t e 

r i o r de l o s e n d o s o m a s . Para e s t e f i n , c é l u l a s t r a t a d a s 

c o n M o n e n s i n a , p o r l o t a n t o c o n un pH e n d o s o m a l r e l a t i 

v a m e n t e a l t o , s e i n f e c t a n c o n v i r u s en c o n d i c i o n e s de 

pH e x t r a c e l u l a r s i m i l a r e s a l e s p e r a b l e en un e n d o s o m a . 

Los r e s u l t a d o s o b t e n i d o s m u e s t r a n que l a M o n e n s i n a p r o 

t e g e a l a s c é l u l a s d e l a i n f e c c i ó n , s i n e m b a r g o , s i e l 

pH e x t r a c e l u l a r e s i n f e r i o r a 6 , e l i n h i b i d o r no p r o t e 

g e a l a s c é l u l a s . La i n f o r m a c i ó n o b t e n i d a apoya , l a i d e a 

de una v i n c u l a c i ó n d i r e c t a e n t r e pH b a j o y p e n e t r a c i ó n 

d e l v i r u s a t r a v é s de una membrana l i p í d i c a . 

PROYECTO 0407 / FONDECYT 
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CARACTERIZACIÓN DE DNA PREPARACIÓN DE NERVIO 
KM CULTIVO PRIMARIO ( C h a r a c t e r i z a t i o n o f n e r v e 
p r e p a r a t i o n upon p r i m a r y c u l t u r e ) T r o n c o s o 
V t U n i d a d d e N e u r o b i o l o g í a M o l e c u l a r , O p t o . 
B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , P . U n i v e r s i d a d 
C a t ó l i c a d e C h i l e . ( P a t r o c i n i o : E . O . C a m p o s ) . 

En un c u l t i v o p r i m a r i o d e n e r v i o c o n su 
g a n g l i o , s e e s t u d i ó « 1 p a t r ó n de p r o t e í n a s y 
l a i n c o r p o r a c i ó n d e t r a z a d o r e s a l g a n g l i o y su 
p o s t e r i o r m i g r a c i ó n h a c i a e l n e r v i o . 
N e r v i o s c o n g a n g l i o s l u m b a r e s d e X e n o o u s 
l a a v i s f u e r o n m o n t a d o s en c á m a r a s c o n 
p a r t i c i o n e s , q u e p e r m i t e n d a r p u l s o s d e 
a m i n o á c i d o s m a r c a d o s a l g a n g l i o , o a un 
s e g m e n t o d e n e r v i o a l e j a d o d e l g a n g l i o . La 
p r e p a r c i ó n s e man tuvo a t e m p e r a t u r a a m b i e n t e , 
s i n c o n t r o l d e g a s e s . A d i s t i n t o s t i e m p o s d e 
s o b r e v i d a , s e o b t u v o m u e s t r a s d e g a n g l i o y 
n e r v i o p a r a c e n t e l l e o l í q u i d o , ( e l e c t r o f o r e s i s 
de p r o t e í n a s y f l u o r o g r a f í a . 

E l p a t r ó n d e p r o t e í n a s d e n e r v i o y g a n g l i o n o 
s e a l t e r a a l s u p r i m i r l a i n s u l i n a y / o e l s u e r o 
f e t a l d e l m e d i o de c u l t i v o h a s t a 7 d í a s d e 
s o b r e v i d a . A l d a r un p u l s o d e t r a z a d o r e s a l 
g a n g l i o , s e o b s e r v a una o n d a r a d i a c t i v a 
a s o c i a d a a p r o t e í n a s q u e a v a n z a p o r e l n e r v i o 
a 1 m m / d i a . E l p u l s o d e t r a z a d o r e s a p l i c a d o a 
un s e g m e n t o d e n e r v i o d e t e r m i n a l a a p a r i c i ó n 
l o c a l d e p r o t e í n a s m a r c a d a s , d e t e c t a d a s p o r 
t é c n i c a s b i o q u í m i c a s y p o r r a d i o a u t o g r a f í a 
ó p t i c a . 

E s t o s r e s u l t a d o s i n d i c a n q u e e l t e j i d o e s 
v i a b l e e n l a s c o n d i c i o n e s d e c u l t i v o 
u t i l i z a d a s y q u e r emeda l o s p r o c e s o s " i n 
v i v o " . E s t e m é t o d o o f r e c e l a v e n t a j a de n o 
e x i g i r a t m ó s f e r a n i t e m p e r a t u r a c o n t r o l a d a s . 

P r o y e c t o FONDECYT 493/89. 
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ALTERACIONES EPIDÉRMICAS EN LARVAS JÓVENES DE 
R i i f n u r e n a n i m EXPUESTAS A CADMIO EN SOLUCIONES 
NO IÓNICAS (Epidermic a l t e r a t i o n s in BuÍQ 
«r-anar-nm young t adpo les exposed to cadmium in 
non - ion io media ) . Fe r ra r i . L. y Sa l ib iAn.A. 
Universidad Nacional de Lujan y CIC, Buenos 
A i r e s , Argent ina. 

Las la rvas j óvenes de Bufo » r « n » w m t o l e r an 30 
d i a s de incubación en agua d e s t i l a d a (ad) y 
unos 7 d ias en s o l u c i o n e s i ó n i c a s (CINa) y no 
i ó n i c a s (D-manitol , man) de hasta 141 mOsm. 
Adem&B e x i s t e un e f e c t o p r o t e c t o r de l o s iones 
para l a t o x i c i d a d de l C d ( ( I I ) : cant idades 
sub tóx icas de l mismo d i s u e l t a s en medio 
a i ó n i c o (ad) o no i ó n i c o (man) reducen l a 
sobrevida de l o s animales a 12 h o menos. 
Analizamos comparativamente l a s a l t e r a c i o n e s 
de l a epidermis de la rvas Jóvenes ( e s t a d i o 26) 
mantenidas a 20°C por 6 h en ad y man de 141 
mOsm, y por 24 h en CINa de igua l osmolaridad; 
l o s t r e s medios contenían 1 ppm de Cd. 
Simultáneamente se c o r r i e r o n c o n t r o l e s s in Cd. 
Las la rvas <jue a l cabo de e sos tiempos se 
hal laban v i v a s fueron procesadas para su 
a n á l i s i s por mic roscop ía e l e c t r ó n i c a de 
b a r r i d o . 
Los c o n t r o l e s s in Cd y l o s de CINa con Cd 
mostraron imágenes normales. El metal en ad y 
man provocó re la jamiento de l a s uniones 
c e l u l a r e s , desprendimiento y deformación 
c e l u l a r y pe r fo r ac iones a n i v e l de membrana. 
Las a l t e r a c i o n e s observadas fueron ráp idas , Cd 
e s p e c i f i c a s e independientes de la osmolaridad 
de l medio. La in t e rp re t ac ión de e s t o s hechos 
ha de es ta r v inculada a l a competencia de l Cd 
con e l Ca ( I I ) que e s r econoc ido como un f a c t o r 
b á s i c o en l a adhesividad c e l u l a r . 
Los apoyos t é c n i c o s de R. Yoshihara y J. Katz 
y económicos de UNLU y CONICET se agradecen. 
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INTERACCIONES MOLECULARES DE LA FROTEINA TAU DE CÉLULAS 
WEHI-3B CON LA DROGA ESTRAMUSTINA. (Molecular interac-
tions of protein Tau FROÍD WEHI-3B cells and 
Estranustine). J.F. Santibañez y J.Martínez. Unidad de 
Biología Celular, INTA U. de Chile. 

Estudios previos han demostrado que Estramustina 
(Estr), droga antineoplásica que depolimeriza tubulina, 
se une a una proteína asociada a microtúbulos del tipo 
Tau presente en el citoesqueleto de células leucémicas de 
la línea WEHI-3B productora de Interleuquina-3 (IL-3). 
CODO resultado de esta interacción se produce un bloqueo 
en la secresión de IL-3 estisado por la disminución de la 
capacidad estimulatoria de medios condicionados por 
células WEHI previamente tratadas con la droga, sobre la 
hematopoyesis. 

En el presente estudio se caracteriza en términos 
moleculares la unión de Estr. con la proteína Tau de 
células WEHI. El grado de interacción se midió evaluando 
el cambio estructural que experimenta Tau bajo la acción 
de la droga. Para ello y utilizando un método de ELISA, 
se midió la exposición del epítope reactivo de Tau que 
interactúa con el anticuerpo monoclonal sitio-específico 
MTB6.22 que reconoce el sitio de unión de Tau a tubulina. 
Como resultado de estos experimentos se aprecia que Estr 
interfiere con la unión de la proteína con el anticuerpo, 
lo que podría suponer una unión molecular en dominios 
estructurales de Tau involucrados en la unión a 
microtúbulos. 

Financiamiento: FONDECYT 91-1067 y 186-90. 
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SBCUHdAS DE CCNSHOO Hí DOS MUÑIOS CMTrWONALÍS DEL 
U S ISÓBARAS DE B-TTHULTNA ESTÁN U4HJOSCAS EN U S 
IMHSWCCIC№S RB3ULATCRIAS DE U S DXFERBtUES MAPs 
(Cumamus mfwmv of the CHxraninal domains of B— 
tubulin iauftmja are imaolved in the regulatory 
iríteractions of the different MAPs). Vial. C., González. 
M., Cross. D. and Maocioni. R.B. Dept. Biología, Facultad 
de Ciencias, Universidad de Chile y Centro Internacional 
del Cáncer y Biología del Desarrollo (ICC). 

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron 
que la región C-terminal de tubulina está involucrada en 
la interacción diferencial de proteínas asociadas HAP-1, 
HAP-2 y Tau, y que este dominio juega un papel 
regulatorio en su autoensamblaje para la formación de los 
microtúbulos. La subestructura de este dominio 
regulatorio se ha estudiado utilizando enfoques 
bioquímicos e inmunológicos. Un creciente numero de 
evidencias indica que una secuencia dentro de la región 
C-terminal conservada de las isoformas de B-tubulina 
constituye un s i t io común para la unión de HAP-2 y Tau. 
En esta investigación se muestra la utilidad de 
anticuerpos monoclonales s i t i o - e s p e c í f i c o s para 
identificar los dominios funcionales para la interacción 
de las distintas MAPs. A través de estudios de 
irfflurotransferencias, ELISA y análisis del ensamblaje en 
presencia de estos anticuerpos se concluye que: (a) HAP-2 
y Tau se unen al dominio oamCrn 6(422-434) de las 
distintas isoformas de tubulina, interacción productiva 
en e l proceso de autoensamblaje. (b) El segmento DEQG 
dentro de este dotiinio es c r i t i co en la interacción, (c) 
MAP-2 interactúa con un segundo s i t i o en e l dominio 
6(435-444), unión no productiva en relación al inecanismo 
de ensamblaje, (d) MAP-1 interactúa selectivamente con el 
denvinio acidice 6(435-444) en los diferentes isotipos de 
B-tubulina. Estos experimentos, junto a estudios sobre la 
naturaleza estructural de estas MAPs, aportan valiosa 
información sobre e l mecanismo de interacción de tubulina 
con los diferentes componentes de las MAPs. (Financiado 
por Conicyt, OTAN y Ctuncil for Tobacco Research). 

D E T E C C I Ó N DE V i í r i o cholera H E D Í A N T E A M P L I F I C A C I Ó N DE U N A . ( D e t e c t i o n o f 
V j ' ó r j o cholerae by DNA a m p l i f i c a t i o n ) 
V i s g u e z A . i , S a l i n a s A . M . * . H o n t i e l FT. C a s t i l l o l . ' . tfalenzuela M . T . i , 
K a l W a s s e T 6,a. « L a b o r a t o r i o d i M i c r o b i o l o g í a C l í n i c a C E D I U C , F a c u l t a d de 
M e d i c i n a . P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de C h i l e . • I n s t i t u t o de S a l u d P u b l i c a de 
C h i l e . 

E n e l segundo t r i i e s t r e de l año en c u r s o , en n u e s t r o p a í s se p r e s e n t e un 
b r o t e de i n f e c c i ó n por V . choleras b i o t i p o E l T o r / I n a b a , d i a g n ó s t i c a d o s e 41 
casos t e d i a n t e l e t o d o l o g í a c l a s i c a de c a r a c t e r i z a c i ó n b i o q u í a i c a y 
s e r o l ó g i c a . 

D e s a r r ó l l a n o s una a e t o d o l o g í a de d e t e c c i ó n de V . cholerae l e d i a n t e 
a i p l i f i c a c i í n g é n i c a de una r e g i ó n de l gen de l a h e t o l i s i n a ( K l y ) de 1/. 
c h o l e r a e de 3 4 7 p a r e s de b a s e s ( p b ) . L o s i n i c i a d o r e s u t i l i z a d o s son de 20 
bases cada uno y c o r r e s p o n d e n a l a s e c u e n c i a c o m p l e m e n t a r i a a l a s p o s i c i o n e s 
3 ' - 5 ' 202 y 3 ' - 5 ' 6 4 9 . L a s c o n d i c i o n e s de a m p l i f i c a c i ó n f u e r o n de 35 c i c l o s 
de 9 3 * C por i UN, 6 0 ' C po r 2 i i n , 7 5 ' C po r 2 min en b u f f e r Taq p o l i t e r a s a 
e s t á n d a r , con M g 2 * a j u s t a d o a 3i r l y 2 . 5 0 de Taq p o l i t e r a s a . E l p r o d u c t o de 
a m p l i f i c a c i ó n se s e p a r a en ge l de a g a r o s a 2 1 y se v i s u a l i z o o b s e r v á n d o l o en 
un t r a n s i l u t i n a d o r con l u z U . V . , p r e v i a t i n c i ó n de l ge l en una s o l u c i ó n de 
b r o t u r o de e t i d i o ( E t - B r ) 1 ug /m l por l O . i i n . 

Se a n a l i z a r o n 41 cepas de V . c h o l e r a e a i s l a d a s de i g u a l número de p a c i e n t e s 
de l b r o t e e p i d é m i c o y 4 cepas de V i b r i o no-cholerae: V , a / g i a o l y t i c u í ( 1 ) , ( I . 
fluvialis ( 2 ) y V . vaUilictts ( 1 ) a i s l a d a s de d e p o s i c i o n e s y de aguas de 
r e g a d í o . 

Se a m p l i f i c ó un f r a g m e n t o de 347 pb en U s 41 cepas de 1. c h o l e r a e cuya 
s e c u e n c i a c o r r e s p o n d e a l a d e s c r i t a p a r a e l gen de l a h e m o l i s i n a . E n l a s 
cepas de Vibrio so-cholerae no se d e t e c t ó a m p l i f i c a c i ó n de l segmento 
s e ñ a l a d o . 

S e r e a l i z a r o n e s t u d i o s p a r a e s t a b l e c e r l a c a p a c i d a d d i a g n ó s t i c a d e l m é t o d o , 
con e s t e o b j e t ó s e h i c i e r o n d i l u c i o n e s de c a n t i d a d e s conoc idas de V . choleraef 

l a s c u a l e s se f i l t r a r o n t e d i a n t e f i l t r o s de p o r o s de 0 . 2 2 um. L a p u r i f i c a c i ó n 
de DNA de V . cholerae se r e a l i z ó l e d i a n t e c i c l o s de c o n g e l a a i e n t o e 
i n c u b a c i ó n a 5 0 ' C de l o s f i l t r o s en agua t r a t a d a con d i e t i l p i r o c a r b o n a t o a l 
0. I I , r e a l i z a n d o p o s t e r i o r m e n t e l a a m p l i f i c a c i ó n de D N A . 
E l p r o c e d i m i e n t o d e s c r i t o nos p e r m i t i ó d e t e c t a r e n t r e 1 0 - Í 0 0 b a c t e r i a s en 100 
m i . 

F i n a n c i a d o P r o y e c t o F o n d e c y t 0 7 3 7 / 9 1 
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CARACTERIZACIÓN DE "LIPOPROTEINAS BILIARES" MODULADORAS 
DE LA NUCLEACION DEL COLESTEROL (Characterization of 
"biliary lipoproteins" with cholesterol nucleation in
fluencing activity). Núñez,L..Miguel,J.F. y Nervi,F. 
Departamento de Gastroenterology. Pontificia Umversi-
dad Católica de Chile. 

La nucleación del colesterol bi1 iar(Col) es un evento 
clave en la patogenia de la colelitiasis. Una fracción 
significativa del Col excretado hacia la bilis es solubi-
lizado en vesículas unilamelares (lecitina y Col). Bajo 
ciertas condiciones estas vesículas se agregan y fusionan 
creando núcleos de precipitación de Col,iniciando el pro 
ceso que finalmente da origen a cálculos macroscópicos. 
Este fenómeno es modulado por distintas proteínas bilia
res. 
Recientemente hemos demostrado por 5DS-PAGE la existen

cia de 6 proteínas (52 a 200 kDa) asociadas especifica-
mente al transportador vesicular de Col en bilis hepáti
ca de 12 pacientes 1itiSsicos. Estas proteínas favorecie 
ron la nucleación del Col en bilis artificial y podrían 
tener un rol fundamental en la patogenia de la colelitia 
sis. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar 
estas "lipoproteínas biliares1.' 
Utilizando una columna cromatográfica de afinidad con 

Concanavalina-A demostramos que 5 de estas proteínas son 
glicoproteínas con residuos mañosa o glucosa. Para eva
luar sus propiedades anfipáticas, se utilizó la técnica 
de separación en fases con detergente no-iónico Tritón-
X-114. Las 5 gl icoproteínas se recuperaron en la fase de 
tergente y sólo una (52 kDa) en la fase acuosa. Estudios 
de inmunodetección permiten afirmar que esta proteína es 
albúmina. En condiciones reductoras fue posible detectar 
cadenas pesadas de IgA, IgG e IgM. Las glicoproteínas de 
114 y 130 kDa no reaccionaron con los anticuerpos estudia 
dos (anti-albúmina, anti-suero total y anti-Ig humanas ), 
sugiriendo que estas glicoproteínas pueden ser específi
cas de la bilis. 

Proyecto Fondecyt 0833/90. 
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EFECTOS AGUDO V CRÓNICO DE SIMVASTATIN EN LA C0LESTER0GE 
NESIS HEPÁTICA Y SECRECIÓN BILIAR DE COLESTEROL. (Acute 
and chronic effects of Simvastatin on hepatic cholestero 
génesis and biliary cholesterol output). Amigo,!.. 
Departamento de Gastroenterología, Facultad de Medicina, 
Pontificia Universidad Católica de Chile. 

Simvastatin (SV), es una droga inhibidora competitiva 
de la HMG-CoA reductasa, enzima reguladora de la síntesis 
de colesterol (Col). La droga, sin embargo aumenta la co£ 
centración de Col hepática y la secreción biliar de Col y 
fosfolípidos en ratas tratadas con SV. El objetivo de e¿ 
te trabajo fue estudiar el mecanismo de la hipersecreción 
biliar de Col. Estudiamos el efecto agudo y crónico de SV 
en la síntesis y esterificación de Col "in vivo" e "in yî  
tro". Ratas Mistar macho fueron alimentadas con 20 mg% de 
SV por 6-12 hrs y 7 días, o se inyectó SV iv 2,5 mg x 100 
g peso rata en experimentos agudos.Se estudió la síntesis 
y esterificación en los hepatocitos aislados,y también la 
actividad de la enzima microsomal acil-CoA : Colesterol 
aciltransferasa (ACAT) reguladora de la esterificación 
del Col. 

En los experimentos agudos (6 hrs), la síntesis del Col 
hepático disminuyó un 63% y la secreción biliar de Col un 
33%. Posteriormente (12 hrs), se produce un aumento de la 
síntesis hepática de un 185% y un incremento de la secre 
ción biliar de Col de 200%. En los experimentos crónicos, 
se observó un aumento de la secreción biliar de Col de un 
260% y en la secreción de Col neosíntetizado de un 188%. 
También aumentó la síntesis hepática de Col en 250%. 

En ensayos con hepatocitos aislados incubados con SV.se 
observó una inhibición de la síntesis de Col y Col -ester 
proveniente de neoslntesis;en cambio en ratas alimentadas 
con SV, se observó un aumento en la síntesis de Col y Col 
ester proveniente de neosíntesis. No se observó cambios 
en la esterificación de Col en estudios con hepatocitos y 
microsomas. 

Los resultados indican que la hipersecreción biliar de 
Col, en este modelo experimental, se debe principalmente 
a un aumento en la síntesis de Col hepático. 
FONDECYT 0833/90 
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A I S L A M I E N T O D E P E R O X I S O M A S A P A R T I R D E 
M U E S T R A S D E H Í G A D O H U M A N O C O N G E L A D O . 
( I s o l a t i o n o f p e r o x i s o m e s f r o m f r o z e n h u m a n 
l i v e r s a m p l e s ) . H i d a l g o . y ^ . , A l v a r e z . A j . , 
K a w a d a . M . E . D e p t o . B i o l o g í a C e l u l a r y 
M o l e c u l a r , P . U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e , 
S a n t i a g o , C h i l e . ( P a t r o c i n i o : M . J . S a n t o s ) 

L o s p e r o x i s o m a s s o n o r g a n e l o s 
s u b c e l u l a r e s e s e n c i a l e s q u e p a r t i c i p a n e n 
v í a s m e t a b ó l i c a s t a l e s c o m o B - o x i d a c i ó n d e 
á c i d o s g r a s o s , s í n t e s i s d e p l a s m a l ó g e n o s , 
e t c . S u a u s e n c i a , d e t e r m i n a d a p o r 
a l t e r a c i o n e s g e n é t i c a s , e n s u c a s o m á s 
e x t r e m o p r o d u c e n l a m u e r t e e n e l h o m b r e . 
E s t e h e c h o d e t e r m i n a u n g r a n i n t e r é s p o r 
e s t a b l e c e r l o s m e c a n i s m o s s u b y a c e n t e s a s u 
b i o g é n e s i s . 

D a d a l a d i f i c u l t a d q u e r e p r e s e n t a e l 
o b t e n e r m u e s t r a s d e h í g a d o h u m a n o , h e m o s 
c o n c e n t r a d o n u e s t r o t r a b a j o e n e v a l u a r e l 
a i s l a m i e n t o d e p e r o x i s o m a s a p a r t i r d e 
b i o p s i a s h e p á t i c a s c o n g e l a d a s . U t i l i z a m o s 
m u e s t r a s o b t e n i d a s d e g r a n d e s r e s e c c i o n e s 
q u i r ú r g i c a s , l a s q u e s e c o n g e l a r o n y 
m a n t u v i e r o n a - 7 0 0 C . L o s p e r o x i s o m a s s e 
a i s l a r o n p o r f r a c c i o n a m i e n t o d i f e r e n c i a l e 
i s o p l c n i c o . L a i n t e g r i d a d p e r o x i s o m a l s e 
a n a l i z ó p o r l o s c r i t e r i o s d e l a t e n c i a 
e n z i m á t i c a , s e d i m e n t a b i 1 i d a d y a p a r i e n c i a 
m o r f o l ó g i c a a m i c r o s c o p í a e l e c t r ó n i c a . 

S o r p r e n d e n t e m e n t e , n u e s t r o s r e s u l t a d o s 
m u e s t r a n l a f a c t i b i l i d a d d e o b t e n e r u n a 
p r o p o r c i ó n s i g n i f i c a t i v a d e p e r o x i s o m a s 
i n t a c t o s . P o r e l l o , e l e m p l e o d e m u e s t r a s d e 
h í g a d o c o n g e l a d a s s e p r e s e n t a c o m o u n a ú t i l 
h e r r a m i e n t a p a r a l a p u r i f i c a c i ó n d e é s t o s y 
o t r o s o r g a n e l o s c e l u l a r e s m e m b r a n o s o s . 
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A U M E N T O D E E N Z I M A S P E R O X I S O M A L E S Y D E U N 
P E P T I D O D E 6 4 k D a E N M A C R Ó F A G O S D E R A T Ó N E N 
C U L T I V O T R A T A D O S C O N C L O F I B R A T O ( P e r o x i s o m a l 
e n z y m e a n d 6 4 k D a p e p t i d e i n c r e a s e i n 
c u l t u r e d m o u s e m a c r o p h a g e s t r e a t e d w i t h 
C l o f i b r a t e ) . C o u v e . A . . S a n t o s . M . J . D p t o . 
d e B i o l o g í a C e l u l a r y M o l e c u l a r , P . 
U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a d e C h i l e , S a n t i a g o , 
C h i l e . 

L o s p e r o x i s o m a s s o n o r g a n e l o s 
s u b c e l u l a r e s e s e n c i a l e s q u e c u m p l e n v a r i a d a s 
f u n c i o n e s m e t a b ó l i c a s : B - o x i d a c i ó n d e á c i d o s 
g r a s o s , s í n t e s i s d e p l a s m a l ó g e n o s , e t c . E n 
h e p a t o c i t o s d e r o e d o r e s , l o s p e r o x i s o m a s 
a u m e n t a n s u n ú m e r o y c o n t e n i d o e n z i m á t i c o , 
c o m o r e s p u e s t a a t r a t a m i e n t o s c o n d r o g a s 
h i p o l i p i d e m i a n t e s . E s d i s c u t i b l e s i e x i s t e 
i n d u c c i ó n p e r o x i s o m a l e n c é l u l a s n o 
h e p á t i c a s . B i o g e n é t i c a m e n t e , l a s p r o t e i n a s 
p e r o x i s o m a l e s s e s i n t e t i z a n e n r i b o s o m a s 
l i b r e s y s o n i n c o r p o r a d a s a l o r g a n e l o e n 
f o r m a p o s t r a d u c c i o n a l . E n h u m a n o s s e h a n 
d e s c r i t o u n a s e r i e d e e n f e r m e d a d e s g e n é t i c a s 
q u e a f e c t a n l a b i o g é n e s i s p e r o x i s o m a l . 

C o n e l o b j e t o d e e n c o n t r a r u n m o d e l o 
c e l u l a r q u e p e r m i t a e s t u d i a r e l e n s a m b l e d e l 
o r g a n e l o y l o s d e f e c t o s g e n é t i c o s q u e 
a f e c t a n a e s t e p r o c e s o , c o m e n z a m o s u n 
e s t u d i o d e i n d u c c i ó n p e r o x i s o m a l e n l a l i n e a 
c e l u l a r d e m a c r ó f a g o s d e r a t ó n , J 7 7 4 - 3 . L a 
i n c u b a c i ó n d e e s t a s c é l u l a s c o n C l o f i b r a t o , 
u n a d r o g a h i p o l i p i d e m i a n t e d e e f e c t o 
c o n o c i d o , d e t e r m i n a u n a u m e n t o p r e f e r e n c i a l 
d e e n z i m a s p e r o x i s o m a l e s ( c a t a l a s a y o x i d a s a 
d e á c i d o s g r a s o s ) , y d e u n p é p t i d o d e 6 4 k D a 
d e l o c a l i z a c i ó n c i t o s ó l i c a . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s e v i d e n c i a n l a 
p o s i b i l i d a d d e o b t e n e r i n d u c c i ó n p e r o x i s o m a l 
e n c é l u l a s n o h e p á t i c a s e n c u l t i v o . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o F O N D E C Y T 7 1 8 / 9 0 . 
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