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MECANISMOS DE REGULACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE CALCIO EN
MUSCULO ESQUELETICO. (Intracellular calcium regulation in skeletal muscle). . Centro
de Estudios Cientlficos dc Santisgo y Departamento de Fisiologfa y Biofisica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La concentracida de calcio libre en el ci juega un papel e la fisiologfa
del musculo esquelético. Eu reposo, Is célula musculsr posee una muy baja permeabdilidad al calcio, y
mantiene niveles citoplasméticos de calcio libre de 0,1 UM en coutra de una considerable gradiente
electroquimica (-10.000 Keal/mol). En efecto, |a concentracidn externa de calcio es de 2 mM, lo que
genera una gradiente quimica de -4150 Keal/mol a 25° C, y ¢l potencial de reposo de Ia célula muscular
es de -90 mV, lo que genera una gradiente eléctrica de -5850 Kcal/mol. Como ambas gradientes
impulsan la entrada de caicio a la célula, esta se liensria de calcio en i reposo a pesar de su baja
permeabilidad, lo que 1o ocurre porque existen dores en In que el calcio
interno a expensas del metabolismo celular.

Las células musculares esqueléticas estan inervadas a nivel de la placa motors. Al recibir un
estimulo del nervio, la célula muscular responde con una seri¢ de procesos consecutivos que producen
un aumento de 10-100 veces en la concentracién intracelular de calcio, lo que a su vez gatilla la
contraccién al permitir ls muncuén eotre los filamentos de aclins y miosips. Una vez que cesa ¢l

!

estimulo, se produce la relaj por Ia sccitn da de celulares presenies en las
membranss externas y en [ay del reticulo sarcoplusmético, que dummuyen ¢l calcio interno a los niveles
de reposo.

En el musculo los tibulos catre el BO% y el 90% de la
superficie total do membranas externas de la célula. Por la tanto, es posible suponer que ellos juegan
un papel central en ls maatencion del bajo nivel de calcio en reposo. Usando vesfculas aisladas de
tibulos transversales, hemos caracterizado dos sistemas que transportan c-]uo bacia et exterior de 12
célula, una bomba de calsic de ATP y por y un
Na/Ca de paturaleza electrogénica. La bomba tiene una muy aita afinidad por calcio, con un K0,5 de
0,3 uM, y una velocidad méxima de transporte de 7 2 10 nmoles por mg de protefna por minuto, a 25°
C. El intercambiador, a su vez, tiene una menor afinidad por calcio, con un K0,5 de 2.7 uM, pero su
velocidad méxima de iransporte es § a 10 veces mayor gue la de |a bomba.

E! retfculo sarcoplasmélico, a su vez, tiene un papel central tanto en la contraccién como en la
relajacion de 1n célula musculsr, ys que es la apertura de canales de calcio del reticulo sarcoplasmitico
la que permite el aumento de 0 intracelular, y es el transporte de calcio hacia el lumen del mismn
ol proceso determinante en la relsjsci6n. Usand vesfculas nisladas de reticulo sarcoplasmitico, hemos
cstudiado amboa procesos. El trausporte de calcio desde el citoplasma bacis ¢l interiar del retfculo
sarcoplasmitica lo lleva cabo una bomba de calcio que es une protefua intrinseca de membrana que
requiere una matriz lipfdica fluids para operar y que, a diferencia de la bomba de calcio presente en la

de los tubulos , no es por i Al di; 1a fluidez de los
lpidos que rodean la enzima pudimos demostrar que se inhibe el trausporte porque se interfiere con la
movilidad rotacional de fa protefna, lo que indica que esta bomba realiza movimicntos conformacionales
durante e} proceso de La velocit de de la bomba depende de la concentracién
; 5 mdxima a pCa=6 y se inhibe a valores menores o mayores, de tal modo que en ¢l reposo,
, 1a velocidad de transporte s muy baja. Los valores méximos de velocidad de transporte de
1a bomba en Ia membrana nativa fluctusn alrededor de 1200 amoles por mg de protefna por minuto, &
25° C y pCam6. La liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmitico es un proceso muy répido que
puede ser activado por una seric de agonistas tales como ATP, cafefna e IP3, aunque no s sabe cual es
el mecanismo fisiolégico que lo galilla. En preseacia de S mM ATP hemos determinado que la velocidad
inicial de liberacién de calcio ep vosfculas es 100 veces mayor gue la velocidad de transporte de la
bomba, come se espera de los flujos a través de un canal con una slta conductancia al calcio.

Estos resultados sugieren que en el reposa I regulacidn de ls concentracion interna de calcro de
Ja célula roside principatrente ca la bomba de los tibutas . ya que este dor posee
la mayor sfinidad por calcio y aperarfa s pCa=7. Ademds, le bomba de los twbulos transversales
transporta calcio hacia el medio y no hacia un interno saturable, cual es el
retfculo sarcoplasmitico. El intercambiador y la bomba del retfculo sarcoplasmético, que poseen un
menor afinidad por calcio pero velocidades de transporte mayores, operarfan en condiciones en las cuales
ba ocurrido un sumento considerable en la concentracién interna de calcio libre, tales como las que
suceden después de 1s | causada por la de la céluis.

Financiado por FONDECYT 972, DIB 2149 y NIH GM35981.

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE VISION
ARTIFICIAL APLICADO AL RECONOCIMIENTO DE
MICRONUCLEOS EN FROTIS DE SANGRE.
(Development of an artificial vision
system applied to micronucleil detection)
(DOGGENWEILER, C.F.,CORDOVA, F y ARRAU,

P. Depto. de Biologia, Facultad de
Ciencias y Depto de Ing. industrial,
Facultad de Cs. FF. y MM., U. de Chile,.

Se ha demostrado que la frecuencila de
nicronGcleos en eritrocitos de peces es
una medida adecuada de la contaminacidn

ambiental. Para efectuar un recuento con
significacién estadistica se debe
examinar unas 3000 a 5000 células. Hemos

utilizado un equipo consistente en un
nicroscapio trinocular, célmara de video,
computador personal dotado de hardware y
software de adquisici6n de imAgenes para
desarrallar un sistema de deteccibn y
recuento de micronficleos en peces.

El software desarrollado tiene -
brevemente - las sigulentes etapas:
1> Reconocimiento de objetos <(deteccitn

de bordes cerrados), 2) Listado de
ellos, 3) Comparacitn de invariantes con
un patrén determinado por el observador,
4> Eliminacitn del listado de objetos no
adecuados, limpieza de la imagen, 5>
Recuento y estadistica.

Se destaca: 1) El usc de computador no
dedicade 2> El reconocimiento de objetos
2> La capacidad de adaptarse a otras
especies mediante el uso de un patrén.
Financiado por DTI (U de Chile) FONDECYT
y la Fundacién Andes.
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PRELIMINARY OBSERVATION OF NUCLEAR BEHAVIOR IN THE
MACTRA(BIVALVIA, MACTRIDAE) EGGS TREATED FOR
ARTIFICIAL PARTHENOGENESIS OR GYNOGENESIS.

Wada, K. T. and Komaru, A, National Research

Insc1tute of Aquaculture, Nansei Mie 516-01 Japan.

Artificial parthenogenesis or gynogenesis has not
been reported in bivalve although there are many
reports on successful induction of gynogenesis and
its application for aguaculture in fish. Nuclear
behavior in the eggs of Mactra chinensis was
observed with epifluorescence microscopy to obtain
basic information for induction of artificial
parthenogenesis or gynogenesis for their
application to aquaculture.

1) Stripped unfertilized eggs were activated with
KCl and treated with cytochalasin B to retain
polar body(PB). While all eggs from single
treatment of XCl stopped at the stage of one
female pronucleus with 2 PB, eggs with one PB from
KC1+CB treatments looked to proceed nuclear
division but not to cleave. No normal embryo could
not be obtained in the latter, suggesting that
only retaining maternal factors(PB) are not
sufficient for normal parthenogenetic development.
2) Stripped eggs were inseminated with UV
irradiated sperm to induce haploid gynogenesis.
Fertilization rate decreased as the dosage of UV
{rradiation increased. Some of male nucleus seemed
to expand but did not fuse with female pronucleus
at the low UV dosage. At higher dosage some
embryos with cilia were obtained at the time when
control eggs were trochophore stage.

ESTUDIOS DE PROPIEDADES DIFERENCIADAS EN UNA
LINEA CELULAR CLONADA DE MUSCULO ESQUELETICO
HUMANO NORMAL. S. Tascdn, P. Caviedes, J.
Hidalgo, E. Jaimovich y R. Caviedes. Depto. De
Fisiologia y Biofisica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Una linea clonada de misculo esgquelético
humano normal (RCMHN-10) expresa marcadores
tipicos de mdsculo (miosina, mioglobina,
creatin kinasa tipo MM y desmina). Se analizé
la capacidad de fusién de las células in vitro
y corrientes idénicas de membrana. Las células
se cultivaron en presencia de moduladores
externos como forskelina, insulina y trans-
ferrina, y 10% suero de caballo. La fusién
celular (células con 3 o mas nicleos) es un
indice de diferenciacién y varia entre un 5 y
un 80% de acuerdo al tiempo en cultivo y a la
presencia de moduladores externos. Las células
diferenciadas presentan inmunofluorescencia
positiva para distrofina y se aprecian incre-
mentos en la actividad de creatin-fosfokinasa
respecto de controles. Tras 11 dias en cultivo
con medio suplementado con hormonas (T3,
corticosterona, progesterona, insulina), vy
utilizando la técnica de patch clamp en célula
entera, las células presentan corrientes de
entrada activadas por voltaje. El peak de esta
corriente es blogqueada en un 30% por tetrodo-
toxina, indicando la presencia de corrientes
de Na’. La persistencia de una componente de
inactivacién muy lenta sugiere la presencia de
corrientes de Ca'. Los resultados indican que
la linea RCMHN-10 es capaz de expresar ca-

racteristicas diferenciadas de células
musculares.
Financiado por FONDECYT 896, MDA y NIH

GM35981-05.
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ALGUNOS ASPECTOS DEL TRANSPORTE EPITELIAR DE HIERRO UTI-
LIZANDO CELULAS CACO-2 COMO MODELO EXPERIMENTAL. (Some
aspects of iron epithelial transport usina Caco-2 cells
as an experimental model). Nihez, M.T., Alvarez, X.

Glass, J. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,

Universidad de Chile y Department of Medicine,lLouisiana
State University Medical School.

Se estudié el transporte epiteliar de hierro utilizan-
do células Caco-2 crecidas en membranas microporosas de
policarbonato cubiertas con coldgeno en sistemas de cul-
tivo bicameral (Transwell, Costar). Las células crecie -
ron a confluencia, evidenciado por la estabilizacidn de
la resistencia transepiteliar (TER a un valor de 220 o
mds ohm/cm? y realizaron transporte efectivo de hierro
desde el lado apical al lado basolateral. El transporte
de hierro ofrecido como Fe2* fue dos veces mayor que el
ofrecido como Fe3*. Ascorbato en el lado basolateral in-
crementd la cantidad de hierro transportado hacia el in-
terior de la célula pero no tuvo efecto en el monto de
hierro transportado hacia el lado basolateral. Células
con alto contenido de hierro mostraron un bloqueo en su
salida hacia el lado basolateral. £1 transporte tanto de

hierro como de ascorbato fue altamente sensible a la TER:

el transporte de hierro y ascorbato incrementd expoten-
cialmente a TERs bajo 220 ohm/cm? y 150 ohm/cm? respecti
vamente sin aumento de sus niveles celulares, evidencian
do transporte paracelular. -

Concluimos que las células Caco-2 crecidas en insertos
Transwell son un modelo apropiado para estudiar la absor
cién de hierro. E1 poder reductor celular, y en particu-
lar la presencia de ascorbato en el lado basolateral, in
crementan la velocidad de incorporacién celular de hie -
rro. E1 transporte de hierro desde la célula hacia el la
do basolateral es regulado negativamente por los niveles
celulares de hierro.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1080-91 y por una be-
ca de Perfodo Sabdtico de la Fundaci6n Andes a M.T.NG
fiez.

LIBERACION RAPIDA DE CALCIO EN VESICULAS DE RETICULO
SARCOPLASMATICO AISLADAS DE MUSCULO ESQUELETICO DE ANFIBIO.
(Fast calcium relesse in SR vesicles isolated from emphibian skeletal
muscle). Donosa, P., Ronist, M. e Hidelgo, C. Departamento de Fisiologia
y Biofisica, Faculted de Medicina, Universidad de Chile y Centro de
Estudios Cientificos de Sentiago.

E1 mecanismo fisiologico que proouce la liberaciGn de calcio del
reticulo sarcoplasmético (RS), necesaris para la contraccion en misculo
esquelético es desconocido. Estudics realizados en vesiculas de RS aislades
de musculo de conejo, sugieren que la liberacion de calcio ocurre por
canales presantes en lae cisternas terminales del RS, los cusles son
activados por calcio en concentraciones micromolares y ATP milimolares
e inhibidos por Cay Mg milimoler.

Con el objeto de estudier este proceso en el anfibio, hemos aislado
una fraccion de RS pesedo de misculo esquelético de Caudiverbers
caudiverbera vy estudiado sus propiedades de liberacion de calcio. Para
ello utilizamos una técnica de filtracion répide que permite estudier
flujos de “°Ca en une escals de tiempo de milisegundos. Encontramos que
las vesfculas son capaces de liberar el 80-90% del calcio acumulado
cuendo €] caicio externo se eleva a concentraciones micromoleres en
presencia d@ ATP S mM. Determinamos una velocidad méxima de
liberacion de 2 nanomoles Ca/mg prot/mseg lo que es compatible con la
alte velocidad de liberacion requeride pers producir la sctivacion de los
miofilamentos in vivo.

Finenciado por grants NIH OM 35981, Fondeoyt 972/88, DTI 2149 v
Gobierno de Francia.
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CONCENTRACION INTRACELULAR DE INOSITOL
1,4,5 TRISFOSFATO (IP3) EN MUSCULO
ESQUELETICO DE ANFIBIO. (Intracellular
concentration of inositol 14,5 trisphosphate in
amphibian skeletal muscle). Sdnchez, X., Jaimovich E.

Hidal Depto. Fisiologia y Bioffsica, Fac.
Medicina, U. de Chile y Centro de Estudios Cientificos
de Santiago.

El1 IP3 ha sido postulado como mensajero quimico
del acoplamiento excitacién-contraccién en el misculo
esquelético. De acuerdo a este modelo, la contraccidn
se produce porque la estimulacién eléctrica libera IP3,
el que abre canales de calcio del reticulo
sarcoplasmdtico, y la relajacién se inicia por accién de
una IP3-fosfatasa que hidroliza el IP3 liberado. En este
trabajo se determiné la concentracién de IP3 en
extractos crudos de fibras musculares usando un ensayo
de radioreceptor (Bredt y cols., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 159, 976-982, 1989) que permite detectar
concentraciones nanomolares de IP3 (K,,=10 aM) en
extractos de tejido sin necesidad de mayor purificacion
y con gran especificidad. Sin embargo, a diferencia de
lo descrito, hemos encontrado que tanto PIP2 como
ATP poseen la capacidad de desplazar *H-IP3 del
receptor, aunque con menor afinidad que IP3 (K5 =
300 nM para PIP2 y 0.2 mM para ATP), lo que indica
que para determinar con precision la concentracion
celular de IP3, es necesario determinar primero las
posibles contribuciones de PIP2 y de ATP al
desplazamiento. Encontramos que en las condiciones de
ensayo los niveles de IP3 fluctuan entre 1 a 2 nmoles
por gramo de tejido himedo, y que ni el PIP2 ni el ATP
celular contribuyen significamente al desplazamiento.
Financiado por FONDECYT 972, DIB 2149, MDA y
NIH GM35981.

ROL DE CALCIO INTRACELULAR EN LA COMPACTACION
DE LA MORULA DE RATON. (Role of intracellular
calcium on compaction of mouse morula). Pey,
R.* e Izguierdo, L. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidas de Chile.

Cuando el embrién de ratén tiene 8 células
ocurre el proceso llamado compactacién que se
observa como un aumento de la superficie de
contacto entre las células. Se sabe que la
compactaciédn depende de la integridad del
citoesqueleto y de calcio extracelular gue
actla sobre la glicoproteina de adhesién
Uvomorulina.

De nuestros experimentos de cinética de
recompactacién, inhibicién de la compactacién
con drogas, deteccién de Uvomorulina por
inmunoflourescencia y mediciones de corrientes
de calcio, se concluye que la compactacién
tambien depende de calcio intracelular.

El calcio intracelular requerido para la :
compactacién ingresa por canales sensibles a
Verapamil (0.3 mM en bajo calcio) y parece ser
ademis liberado de depbsitos internos
(inhibiendo con TMB-8, 200 ug/ml). Tratamos
de mostrar que el calcio intracelular actda
sobre citoesqueleto, via Calmodulina
(inhibiendo con TFP 10-20 uM), el gque se
contraeria (experimentos de recompactacidén) y
mantendria regionalizada la Uvomorulina (vista
con inmunofluorescencia indirecta).

*becario del Programa de Adiestramiento en
Biologia de la Reproduccién, U. cCatdlica de
Chile, Grant RF 88077.

Financiado por DTI y FONDECYT.
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CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS DIFERENCIADAS IN YITRO
SINTETIZAN ¥ SECRETAM EL PROTEOGLICAN DECORINA.

{Differentiated skeletal muscle cells sinthezises and secretes the
proteogiycan decorin). Andrade W. y Brandan E. Unidad de Neurobiologia
Molecular, Depsrtamento de Biologia Celular y Molecular, Faculted de
Ciencias Bioldgicas, P. Universided Catdlica de Chile.

Los proteoglicanes (PGs) son componentes de la matriz extracelular
(MEC). En la MEC del misculo esquelético de rata se han encontrado a lo
menos cuatro PGs sulfatades de distinto tamafio y naturaleza, de Jos cuales el
mas abundante es un PG de dermatén sulfato (54%). Nosotros hemos
identificado a este Gltimo PG como decorina & DS-PG I1. Los niveles de
expresion de esta macromolécula, estdn regulados por &l estade de
inervacidn, observandose un incremenio en Ia sintesis de decorina al
denervar el mgsculo esquelético.

Este tejido estd compuesto de fibres musculares y verios tipos de célules
mononucleadas. Se sabe que estas (1timas sintetizan y secretan decoring, sin
embarge no hay fnformacidn con respecto a st este PG es productdo por
fibras musculares. Por técnicas bioquirices ¢ inmunoldgicas se obssrvd
que miotubas sintetizan y secretan a 1o menos tres PGs distintos: Un PG de
heparan sulfato de 220-460 Kda., un PG de condroitin/der matdn sulfato de
250-310 kda., y un PG de condroitin/der matén sulfato de 75-130 Kda..
Este Gltimo PG fue inmunoprecipitado especificamente con anticuerpos
contra decorine de rets. Le sintesis de PGs de secrecion dursnte la
diferenciecian de células musculares fue evaiuada. Se ancontraron cambics
en las proporciones relatives de alguncs PGs. Disminuye el PG de heparén
sulfeto, hay cambios en 1a sintesis de) PG de condroitin/dermatén sulfato de
alto peso molecular, y decorina incrementa su sintesis en forma
significativa, especialmente Tuego de 1a fusidn de los mioblastos. Decorina
fue localizads en el interior de las células, slrededor de los nicleos. La
expresién diferencisl de decorina durante 1a formacton del tejido muscular,
sugiere un posible rol para este PG durante este proceso.

Financiado por Fondecyt S69-89.

c-rel y relB, TRANSACTIVADORES DE LA EXPRESION GENICA.
(c-rel and xelB transactivators of gene expression).
_zsgc_, RR., _ullL.P_, kl@m.xa.._u, Errdzuriz,

¥, Bours, V.* Pobrzangki, B., ¥y
Bravo, R. Dept. of Molecular onlogy, Bristol-Myers
Squibb Pharmaceutical Research Institute, Princeton,
NJ, sLaboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias
Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile, y
*Laboratory of Immunoregulation, The National
Institutes of Health Bethesda, MD

Los proto-oncogenes que tienen el dominio rel en su
estructura son factores de transcripcién e incluyen
c-rel de pollo, de humano, de ratén, de Drosophila (en
cuyo caso se denomina Dorsal, que cumple un importante
rol en el desarrollo embrionario} y los recientemente
descritos NF-kB-p50 y NF-kB-p65, que participan en la
expresidn de las cadenas kappa de la inmunoglobinas,
entre otros.

En este trabajo se describe otro gen de esta familia,
relB, imducible por suero, gue codifica una proteina
de 558 aminoédcidos. Posee el dominio rel en el amino
terminal, mientras que en el carboxilo terminal posee
una regién activadora de la transcripcién, en forma
similar a c-rel. Sin embargo, presenta en el extremo
amino terminal una regién compuesta por leucinas cada
6 aminoAcidos, descrita en otras proteinas como un
dominio de dimerizacién, lo cual hace pensar que puede
hacer de puente para la interaccién con otras
proteinas. RelB no se une con alta afinidad a sitios
NF-kB, a menos que forme heterodimeros con el
oligonucleétido NF-kB.

Para comprender la manera como relB regularia la
expresién de genes que poseen el oligonucleétido NF-kB
en su promotor se requerird de un mayor andlisis.

Financiado parcialmente por FONDECYT, proyecto 834-90.
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INCREMENTO DE RECEPTORES DE EGF Y PDGF
EN CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR DE
RATAS MILAN HIPERTENSAS. (Increased EGF and
PDGF receptors in vascular smooth muscle cells from
the Milan Hypertensive rat). Werner, E., Salazar, G.

Canessa, M., y Gonzdlez, A Depto. de Inmunologia
Climca y Reumatologia, Esc. de Medicina, P. Universidad
Catélica de Chile & Endocrine-Hypertension Division,
Brigham and Women's Hospital, Boston.

Células musculares lisas de aortas de ratas
genéticamente hipertensas de la cepa Milan muestran
en cultivo primario una mayor tasa de proliferacién en
respuesta a la incubacion con suero comparado con
las de la cepa normotensa. El mecanismo de este
efecto es desconocido. En este trabajo se analizaron
posibles diferencias en sistemas de control mediados
por receptores de factores de crecimiento.

Se observé que el factor de crecimiento
epidermal (EGF) y el tactor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) aumentan los niveles de
incorporacion de 3H-timidina 2 y 5 veces
respectivamente, al estimuiar células musculares
hipertensas quiescentes. En cambio, las células
normotensas no presentan una respuesta significativa
al EGF y responden a PDGF sélo duplicando los
niveles basales de incorporacién. Estos efectos se
correlacionan con un mayor contenido de receptores
por célula para ambos factores, que se detectd
mediante inmunoblot cuantitativo y en el caso de EGF
también por unién de radioligando.

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

EFECTO DE SUERO Y MATRIZ EXTRACELULAR EN LA
DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO DE RATON.
(Effect of serum and extracellular matrix

on mouse trophoblast differentiation).
Mancilla,A.* e Izquierdo,L.

Departamento de Biologia, Facultad de
Cciencias, Universidad de Chile.

Los blastocistos de ratén se
"implantan" in vitro cuando se cultivan en
un medio con suero; se despojan de la zona
peldcida, adhieren al substrato y el
trofoblasto se extiende y poliploidiza. con
el propésito de estudiar 1los factores
involucrados en la diferenciacién celular del
trofoblasto , hemos comparado la extensién
del trofoblasto de embriones cultivados en
cipsulas revestidas de substratos de matriz
extracelular y no revestidas, en medio de
cultivo con o sin suero; estimando ademis el
crecimiento del embrién total por
cuantificacién de su contenido proteico. Los
resultados obtenidos hasta aqui pueden
resumirse como sigue: 1. los blastocistos no
se "implantan" en ausencia de suero y su
trofoblasto no adhiere ni extiende; 2. pero
si lo hacen cuando la cdpsula estd recubierta
de fibronectina o laminina; 3. el efecto es
sinérgico , ya gue la extensién es mayor si
el medio contiene suero y la céapsula esta
recubierta; 4. en todas las condiciones
ensayadas el crecimiento del embridén es
semejante. Estos resultados sugieren que el
suero contiene elementos de matriz
extracelular y o factores de crecimiento cuyo
efecto seria de diferenciacién del
trofoblasto pero no de crecimiento del
embridn.

* Becario CONICYT
Financiado por FONDECYT, Proyecto 91-0838.
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LOCALIZACION DE RECEPTORE! R2- AURENERGICOS EN GLANDULAS
PAROTIDAS DE RATON. MEDIACION EN |.A ACCION DE SECRETA-
GOG05 (Lacalization of RZ--adremergic receptors in mouse
parotid glands. Mediatinn in the secretagogus activi-
ty). Gonzalez, M.J., Peha vy Lillo, S., Lépez Solis,
R.O., Alliende, C. y Brades, C. Dpto. Biologia
Celular y Genética, Fac. Medicina, U. de Chile.

En glandulas parétidas de ratones adultos, la
relacion receptores Rl-adrenérgicos vs receptoras
[2-adrenérgicos es 9 : 1. Los agonistas fRl1-adrenérgi-
cos y los R2-adrenérgicas inducen en este tejido una
secrecidén comparable. La administracién crdénica de
ambos tipos de agonistas no altera mayormente la
respugsta secretagoga frente a ellos mismos. Sin
embargo, isoproterenol (IPR), un agonista Bi- vy
f2--adrenérgico, provoca desensibilizacién frente a la
accidén secretagoga de salbutamol (SAL), un agonista
R2-adrerérgico. £1 objetivo del presente estudio fue
evaluar por metodos inmunocitoguimicos (anticuerpo
policlonal anti-receptor R2 combinado con reaccién
peroxidasa—antiperoxidasa) la presencia de receptores
B2-adrenérgicaos en glandulas pardtidas rmormales vy
estimuladas por IPR.

En glandulas no estimuladas, la inmmunoreaccién se
detectd en dominios de la membrara plasmatica de las
células acinares en gque éstas se contactan con células
mioepiteliales e intensamente en las células micepite-
liales. Una simple administracién de IPR o SA
disminuyé la reactividad de superficie en ambos tipos
celulares, observandose una marcada endocitosis sélo en
las «=élulas micepiteliales. El1 tratamiento crdénico con
IPR provacd la desaparicién total de la reaccion.
Estos estudios sugieren gue a) la estimulacidén crénica
con IPR provoca una pérdida de los receptores R2 en la
glandula pardtida y b) receptores R2-adrenérgicos
localizados en las células micepiteliales pudiesen
participar en la induccidn de la respuesta secretoria
de las células acinares.

Proyectos DTI 3208/9013 y FONDECYT 0793/8%.

PUNTOS DE CONTROL EN G, DETERMINADOS POR FOTOSENSIBI-
LIZACION DE SECUENCIAS DEL DNA REPLICADAS EN
DIFERENTES MOMENTOS DEL PERIODO S, EN CELULAS
MERISTEMATICAS DE Alliue cepa L. (G, contral peoint
discerned after fotosensitizing in meristematic
cells). SANS, J.} ; Gonzdlez-Fernandez, A.%*_ 3
Mergudich, D.> ; Aller, P.% v De la Torre, C.7.

* Dpto. Biol. Cel. y Gen. Fac. Med. U. de Chile.

2 Centro de Inv. Biol. C.S5.1.C., Espafa.

El inicio de la replicacicon del DNA en Allium cepa
L., depende de la sintesis de proteinas en dos
momentos muy discretos del periodo G,. Uno en G,
temprano y otro en G, tardia. El objetivo del pre-
sente trabajo es determinar los segmentos del genoma
que estarian involucrados en el inicio de la replica-
cisn del DNA, en células meristemdticas. Con este fin,
mediante bromosustituciéon sequido de irradiacien con
luz de 300-400 nm en condiciones de anoxia, se
investigs el momento en que replican las porciones del
genoma involucradas con la regulacisén de G,.

El segmento de DNA que replica en el altimo tercio
del periodo S, estaria involucrado en la regulacioén
positiva del inicio de la replicacién. Este segmento
se expresaria en el 6, tardio, puesto que 1la
irradiacién (efectuada en el medio de esta etapa) de
células en que se ha bromasustituido el DNA durante el
S tardio, impide el 1inicio de 1la replicacién. Por
otro lado, el segmento de DNA que replica en el primer
tercio de § estaria involucrado con el control
negativo del inicio de la replicacién, ya que en este
caso la irradiacion adelanta el inicio del periodo S.
Sin embargo, la inactivacién simultdnea de los dos
segmentos involucrados en 1a regulacien negativa y
positiva de la replicacién permite que las células
entren en S. Finalmente, los segmentos de DNA que
replican en la mitad de S, no estarian involucrados en
la requlacison de G,.

FONDECYT 89-812. Convenio t.de Chile C.S.1.C., Espafa.

EFECTC DE ESTIMULACION COLINERGICA EN EL DESARROLLO DE-
GLANDULA MAMARIA, ( Effect of cholinergic stimulation on
mammary gland develcpment). Cabello,G., Vilaxa, A.,Quass
A., Valenzuela, M., Durdn, V., Lobato, I., Hrepic, N.
Depto. Biologla y Salud y Depto. Quimica, Facultad de
Ciencias, Universidad de Tarapacd y Hospital Dr. Juan

Noé Arica.

Malathion, parathion y eserina, todos inhibidores de la
colinesterasa, provocan en glindula mamaria de rata de

21 dfas de edad, la formaci6n de brotes terminales (TEBs)
exageradamente grandes. Cuando se inyecta simultdneamente
atropina, estas alteraciones no se presentan.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la activa-
cién de los receptores colinérgicos con pilocarpina pro-
voca alteraciones en el desarrollo de gléndula mamaria
de rata.

Se inyect6é ratas con pilocarpina (10 mg/100g peso corpo
ral/2 veces al dfa/ 5 dfas/i.p.) . Se anestesi6 ratas
con pentobarbital s6dico (8mg/100g pesc corporal/i.p. ),
se extrajercn las gldndulas mamarias abdominales, se ana
lizaron completas y en preparaciones histol6gicas. Se -
cont6 el ndmero de TEBs y se micieron con un ocular micro
retrado.

Se encontr$ que pilocarpina no altera el nimero de TEBs
por mmZ, sin embargo aumenta su tamafio varias veces. Es_
tos resultados permiten suponer que las alteraciones in
ducidas por los inhibidores de '& colinesterasa, en glEﬁ
dula mamaria de rata se deben a la mayor estimulacitn co
linérgica que provocan.

Proyecto financiado por Fondo de Irvestigacién Universi
dad de Tarapac§ .

EL AGENTE ANTINEOPLASICO ESTRAMUSTINA INHIBE LA
SECRECION DE INTERLEUQUINA--3 EN CELULAS LEUCEMICAS.
POSIBLE PAPEL DE PROTEINAS ASOCIADAS A MICROTUBULOS.
(The anti-neoplasic agent Estramustine inhibits
secretion of IL-3 in leukemic cells. Posible role of
MAPs.) Santibadfiez J.F., Martinez J., Vial C., Farias
G., y Maccioni R.B. INTA y Fac. de Ciencias U de
Chile y Centro Internacional del Cancer y Biologia
del Desarrollo.

Se describe la inhibicién de la secrecidn de
Interleuquina~-3 (IL-3) por Estramustina (Estr),
droga antineopladsica que irteractia con componentes
del citoesqueleto. Este efecto inhibitorio se evalud
midiendo tante la capacidad de los medios
condicionados por células WEHI tratadas con Estr

de estimular la produccidn de colonias
hematopoiéticas provenientes de médula dsea de
ratén, como la respuesta proliferativa de la linea
celular FDCP-1 dependiente de IL-3. En ambos casos
se observé que, en los medios condicionados de
células tratadas con Estr.la concentracién de 1IL-3
era menor que en Jlos no tratados con droga.

ta proteina blanco de la accion de la droga se
identificé, incubando extractos crudos de células
WEHI con °H Estr. cromatografiando la mezcla en
cromatografia zonal. Este procedimiento permitié
identificar un pico de radicactivadad asociada a
proteinas de alto peso molecular. Con esta misma
aproximacién  experimental, pero utilizando
proteinas asociadas a microtubulos (MAPs)
purificadas por cromatografia de afinidad, la droga
radiocactiva se unidé en forma especifica a una
proteina gue, por inmurotransferencia utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-idiotipico, resultd ser
una proteina del tipo Tau.

Los resultados presentados sugieren que Estr.
ejerceria un rol inhibitorio en la secrecién de IL-3
por las células WEHI, proceso que ccmprometeria
funcionalmente una proteina simila- a Tau.
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EL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO EN SINAPTOSOMAS DE ENCEFALO DE
RATA. (Epidermal growth factor receptor in
synaptosomes of rat encephalus). Faundez, V., Krauss,
R.. Garrido J.. y Gonzalez, A. Depto. de inmunologia
Clinica y Reumatologia, Fac. de Medicina & Depto. de
Biologia Celular y Molecular, Fac. de Ciencias
Bioldgicas. P. Uiversidad Catélica de Chile.

Existen evidencias de que ligandos del receptor
de EGF (REGF) se expresarian en el encéfalo. Este
receptor es una glicoproteina de transmembrana de
170 kDa, cuya presencia en tejido nervioso no ha sido
claramente demostrada

En este trabajo se detect6 la protefna del REGF
de 170 kDa con los siguientes ensayos: a) mediante
cromatografia de afinidad utilizando EGF-Affiprep
en extractos de cerebro de rata; b) en inmunoblots
utilizando anticuerpos anti-REGF purificado de
higado de rata y analizando membranas de
sinaptosomas preparados mediante lisis osmética; y c)
en ensayos de "cross-linking" de 1251-EGF en
sinaptosomas aislados isopicnicamente en gradientes
de Percoll. Ademias, estudios de unién del
radioligando a estos sinaptosomas y andlisis de
Scatchard revelan sitios de unidn especificos con dos
afinidades distintas (Kd): 1.42 x 10-10 M; Kd: 2,5 x
10-9 M). El 17 % de los sitios son de alta afinidad.
Estos datos sugieren que el REGF podria tener un rol
en la regién sindptica.

(Financiado por Proyecto Fondecyt 249/88. F.V. es
becario de la Fundacién Andes).

EFECTD DE AFIDICOLINA SOBRE PARANETRDS PROLIFERATIVOS DE LAS CELULAS
TRANSFORMADAS POR SV40. CANBIDS EN LA DISTRIBUCION INTRANGCLEAR DEL ANTIGEND
T.(Effect of aphidicoline upon proliferative paraseters of SVAO-transforsed
cells, Changes in the intranurlear distribution of large T antigen}. ORDENES,
6.E., PEREZ, 1., GINPEL, 5., ALVAREZ, P. Y SANTOS, N, Depto. Bielogia Celular
y benética, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

Se ha sugeride previasente que el antigeno tumoral mayor {ag-T), que expresan
las células transforaadas por SV40, pedria estar ubicade en los sitios repli-
cativos de tales cdlulas cuando estin sintetizande su DNA. Para investigar
este punto hemos establecido condiciones en que la sintesis de DNA es inhi-
bida reversiblesente, lo que peraite correlacionar este procese con la dis-
tribucisn intranuclear del ag-T. Asi, se determinc las condiciones optisas de
tratasiento con afidicolina (inhibidor de la poliserasa alfa) amalizando su
efecto sobre aspectos del metabolismo celular y pardmetros de! cicle proli-
ferativo {(duracion total del cicle y de cada una de sus etapas). Adesds, se
detersins l1a localizacion intranuclear del ag-T y de los sitios replicatives
en relacion al bloqueo y desblogueo de la etapa 5. £l tratamiento con afidi-
coling inhibis la sintesis de DNA sedida por incorporacion de timidina-H3 en
precipitado dcido tnsoluble y por indice de marcacidn con Bromodeoxiuridina
(Brdy), detectada inmunocitoquisicamente. Tasbien se detersine gque 2 h
después de eliminada 12 droga de! sedio de cultive se obteniz una
recuperacion total de la actividad de sintesis de DNA. En términes gene-
rales, se produce un arortamiente del tiespo de duracisn del ciclo celular,
que se deberia a reduccisn de las etapas § y 61. En efecto, las células tra-
tadas con afidicolina tienen un periodo § de & h sientras que en las células
controles éste es de 7 h, lo que sugiere que han quedado bloqueadas ads hien
en § tardie. Las células tratadas con afidicolina presentan una distribucien
hosegénea del ag-T nuclear, mentras que la reanudacion de !a sintesis de DNA
se correlaciona con un ausente paulatine de! porcentaje de células en las que
el ag-T adquiere una distribucicn heterogénea, la que se ha asociade ante-
riersente con la vhicacion de los sitios replicativos. La qran mayoria de es-
tas células presenta una co-localizacién del ag-T y los sities de incorgera-
cién de Brol. En consecuencia, y considerando la funcionalidad de ag-T (ej.
actividad de helicasa), es probable que esté activasente participande en 12
replicacion del DNA celular. Dado que la expresion de esta proteina viral es
constitutiva en las células transformadas por SV40, es probable que consti-
tuya uno de los factores que determinan su permanencia en continua prolife-
raci¢n. PROYECTO FONDECYT 1183/90.

MECANISMOS DE INTERACCION DE ESTRAMUSTINA-FOSFATO CON EL
SISTEMA DE LOS MICROTUBULOS (Mechanisms of the
interaction between estramustine-phosphate with the
microtubule system). Moraga, 0.':3, Farfas, G2-3, Rivas,

A.3, wallin, M.* y Maccioni, R.B.!'.3 'Dept. de
Biologia, Facultad de Ciencias, 2Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad de Chile, 3Centro

Internacional del C&ncer y Biologia del Desarrollo (ICC)
y “Universidad de Goteborg, Suecia.

Estramustina fosfato (Estr.~P), un conjugade
fosforilado de estradiol y mostaza no-nitrogenada,
inhibe el ensamblaje de microtubulos e induce 1la
despolimerizacion de microtubutos preformados in vitro,
accién mediada por su unién a MAPs. Se han realizado
estudios para caracterizar los dominios funcionales
aspecificos de MAP-2 y tau involucrados en su
interaccién con Estr.-P. Los resultados mds relevantes
muestran que: (a) Estr.-P interactGa con MAP-2, tau y
con los péptidos sintéticos de secuencias repetitivas de
tau: Taul, Val1'87-Gly204 y Taull, Val218-Giy235 que
definen 1los sitios de tau para la interaccién de
tubulina; (b) Este derivado fasforilado de estramustina
inhibe la polimerizacién de microtibulos inducida por
Tau, MAP-2 6 por péptidos sintéticos de tau y (¢) Estr.-
P inhibe la uni6n de) péptido BII(422-434) de tubulina a
MAP-2 y a tau. Se ha demostrado que este fragmento 8-II
de tubulina estd involucrado en la uni6n selectiva de
estas MAPs a tubulina, y en las interacciones
productivas que determinan la formacién de microtubulos.
Estos estudios indican que Estr.-P perturba los procesos
de ensamblaje-desensamblaje in vitro de microtabulos
debido a su interacci6n con dominios especificos a nivel
de las secuencias repetitivas en MAP-2 y tau.
(Financiado por The Council for Tobacco Research, USA, y
Proy.186/90 de Conicyt).

RESPUESTA DE MASTOCITOS TESTICULARES A TESTOSTE
RONA Y DEXAMETASONA EN RATAS TRATADAS CON CLOMz
FENO DESDE EL NACIMIENTO. (Testicular mast cell
response to testosterone and dexamethasone in
clomiphene-early-treated rats).

tad de Medicina, Universidad de Chile.

El testiculo presenta escaso n? de mastocitos
(MC); sin embargo, éstos aumentan considerable-
mente en ciertos casos de infertilidad humana.
La mastocitosis se ha asociado a bajos niveles
de testosterona(T) intratesticulares; por otro
lado, los corticoides disminuyen su n? en intes
tino, piel y misculo. Asi, resultd de interés
ver la respuesta de los MC ante cambios hormona
les que dafien a la génada, -
Un buen modelo se obtiene dando altas dosis del
antiestrégeno citrato de clomifeno(CC) a ratas
desde el nacimiento hasta los 45ds de edad, lo-
grando una atrofia testicular severa. Posterior
mente se forman 3 grupos: CC, CC+T ¥y ggig(dexa:
metasona), tratados por 21ds m&s; ademas, sa
contd con un Control (suero fisiolégico desde
el nacimiento). Los testiculos se procesaron pa
ra MO, y en ellos se determind densidad de MC ;
estado de avance de la espermatogénesis(Eg).
Tanto peso como tamafio testiculares son menores
en los tratados. Con CC_y D la Eg se reduce a

ta. La ausencia de células dé'iZ}EEE'(y T) en
el grupo CC favorece un aumento del n? de Mo
liferacién o migracién) en el intersticio, 1o
que se revierte parcialmente cen T y completa -
mente con D (en forma similar a-los Controles).
El uso de D podria ser relevante en IZ'?EFEEIa

previa a Gn y T de pacientes infértiles que cur
sen con mastocitosis. -
FINANCIA PROYECTO DTI-U.de Chile B-3192-39012.
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CARACTERIZACION FUNCIONAL DE UN CTON DE UNA LINEA
CELULAR DE GRANULOSA HUMANA (Functional Characierization

of a clon from the human granulosa cells line? Fettjun €. Luga
L. Reves |, Romero € Caviedes R

Lahoratarie  de  Biogquimica  Departamento Obstetricia y
Ginecologia Hospral Chinyco Universidad de Chile Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Departmenta de Fisiologia y Biefisica Facultad
de Medicina Universidad de Chile

El obietiva de este trabaio fue la caracterszacion funcional de uno
de los clones abtenidos de la lina celular de granulosa humana Se
realizaron experimentos agudos de incubaciones cortas por dos
horasa 37°C en ambiente de 95% de 02 v 3% de C02 con agitacion
constante en presencia de los sustratns adecuados en medio F-12
D Ademas se estudio el efecto de LH(1S ng/mD)-FSH(092 ng/mD
sobre la produccion de estradiol enceatrando un aumento de 120
pg/ml

N® Cel Cone Sustrato Produccion

2% 105 Test 10-0M E2 1100 fg/ml
sx 103 Test 10-0M Ez - 3500 fg/m!
9% ud Test 10-5M Ez %2mi fg/mi
2x 107 Preg 10-6M Prog 911 pa/ml
5% 103 Preg 10°9M Prog 15628 pg/mi
9x 117 Preg 10°6M Prog 2096 pg/ml

Tambien se estudio la presencia de receptores a FSH v LH
mediante el analists de Scatchard. encontrandose 135 fg/cel
sitios de union de FSH y 0825 fg/cel sitios de union de LH. Los
resultades demuestran que este clon de celula de granulosa
humana es capaz de producir estradiol y progesterona en
presencia de sus respectivos sustratos tiene receptoresa FSHy LH
y por efecte de una mezcla de gonadotrofinas se observa un
aumento significative en fa produccion de estradiol

EFECTO DEL ACEITE DE PESCADO SOBRE LAS LIPOPROTEINAS
DE BAJA DENSIDAD (LDL) EN HUMANOS. (Fish oils effects
on Human LDL). Miquel A., Feller E., Catalén L.,
Arteaga A%*. y cols. Dep. Biologia Celular y Molecular,
y *Laboratorio de Nutricién, Universidad Catélica de
Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

Evidencias experimentales de los iltimos afios, han
demostrado que las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), son susceptibles de peroxidarse, modificacién
que las hace aterogénicas: aumenta su incorporacién a
macré6fagos, los que se transforan en células espumo-
sas, caracteristicas de la lesién ateroesclerética
inicial; ademis se hacen gquimiotdcticas para monocitos
circulantes y citotdxicas. En trabajos previos en
humanos, hemos demostrado que la suplementacidén de la
dieta con aceites de pescado enriquecidos en Acidos
grasos poliinsaturados w3, se traduce en una incorpo-
racién de ellos a fosfolipidos plasmdticos y en una
caida dosis dependiente de la capacidad antioxidante
del plasma. Potencialmente, ambos efectos podrian
determinar una mayor susceptibilidad de las LDL a
oxidarse in vivo. Para evaluar ésto, se suplementd a
sujetos con 2 o 4 g/dia de w3, o con B g/dia de w6. Se
analizé el eventual cambio en antioxidantes hidro y
liposolubles en plasma y lipoproteinas respectivamen-
te; la composicién en Acidos grasos de las LDL; y
peroxidacién reflejada en derivatizacién de lisinas,
por su electronegatividad. Los resultados obtenidos
hasta el momento, muestran una marcada incorporacién
de w3, en especial de EPA, midxima ya con 2g/dia de w3.
Después de 60 dias de suplementacidén, un 10X de los
4cidos grasos de LDL corresponden a w3, inicialmente
solo 4X. Esta incorporacién de w3 no se acompaiia de
evidencias de peroxidacién en las LDL, estudiadas
mediante andlisis electroforético y medicién de los
niveles de antioxidantes. Los resultados sugieren que
el enriquecimiento de las LDL en Acidos grasos w3 no
se traduce en dafio oxidativo y, en consecuencia, no
modificaria su capacidad aterogénica.

Financiado por Fondecyt 732/91 y PNUD CHI/88/017
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OXIDACION DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL) EN
RELACION CON SU POTENCIAL ATEROGENICO (LDL oxidation
in relation with ite atherogenic capacity). Skorin C.,
Montero E., Solis de Ovando F. y cols. Dep. Biologia
Celular y Molecular, Universidad Catélica de Chile,
Casilla 114-D, Santiago, Chile.

La lesidén aterosclerética inicial se caracteriza por
la presencia de manchas lipoideas formadas por células
espumosas; macréfagos derivados de monocitos circulan-
tes cargados de colesterol, derivado principalmente
de las lipoproteinas plasmiticas, en particular de las
LDL. Los macréfagos se transforman en células espumo-
sas in vitro, en presencia de formas oxidadas de LDL
y no en presencia de LDL nativa y se ha demostrado
presencia de LDL oxidadas en lesiones ateromatosas. La
composicién de Acidos grasos de la lipoproteina debe-
ria afectar la susceptibilidad de éstas a oxidarse y
en este contexto ha sido polémico el uso de aceites de
pescado enriquecidos en &Acidos grasos W3, altamente
poliinsaturados, en el tratamiento o prevencién de la
enfermedad coronaria ateromatosa. Para evaluar el
efecto de la oxidacidén en la composicién de las LDL,
se oxidé LDL in vitro y se determindé Acidos grasos,
colesterol, antioxidantes, productos de oxidacién,y
electronegatividad. Se encontrd una caida importante
de los antioxidantes liposclubles durante las primeras
horas de oxidacién correlacionada con un aumento de
productos de oxidacién y un aumento en la movilidad
electroforética, se observé una disminucién del conte-
nido de colestercl en el tiempo. Se evalué también la
capacidad de la LDL oxidada de ser degradada por ma-
créfagos peritoneales de ratén, demostriandose un
aumento con respecto a la LDL nativa, confirmidndose lo
observado por otros autores. El andlisis de la compo-
sicién de acidos grasos demostrd gque los W3; 22:6 y
20:5 se oxidan perc que, curiosamente es el A&cido
araquidénico, 20:4 W6 el primero en oxidarse. Estos
resultados muestran por primera vez el efecto de la
oxidacién de la LDL sobre los dcidos grasos W3 que la
constituyen. (Proy.PNUD CH1/88/017, y Fondecyt 732/91)

PURIFICACION DE LA CARNITINA OCTANOILTRANSFERASA (COT)
DE HIGADO DE RATA. CARACTERIZACION DE SU INHIBICION
POR 2-TETRADECILGLICIDIL-CoA (TDGA-CoA). (Purification
of rat liver COT. Characterization of its inhibition
by TDGA-CoA.) Rojas,S., Necochea,C. y Cols. Dep. de
Biologia Celular y Molecular, Universidad Catélica de
Chile, casilla 114-D, Santiago, Chile. {Patrocinio: F.
Leighton).

La B-oxidacién de dcidos grasos se lleva a cabo en
mitocondrias y peroxisomas. En mitocondrias la
carnitina paleitoil transferasa I (CPT-1) regula la B-
oxidacién de acidos grasos de cadena larga a través de
su inhibicién por malonil-CoA. Sin embargo, no se
conocen ailin mecanismos regulatorios de la B-oxidacién
peroxisomal distintos de la disponibilidad de
sustrato. En experimentos realizados en hepatocitos
aislados, en presencia de TDGA, un inactivador,
supuestamente especifico de la CPT-1, se encontré una
marcada disminucién de la oxidacién mitocondrial de
Acidos grasos de cadena larga y un aumento de la
oxidacién peroxisomal a partir de Acidos grasos de
cadena wmediana y larga. Al medir la actividad de las
transferasas en peroxisomas y mitocondrias aisladas de
hepatocitos incubados con TDGA,se encontré que
aparentemente la COT se inhibe un 51X en presencia del
inhibidor. Para caracterizar la aparente interaccién
entre COT y TDGA se purificé la enzima a partir de una
fraccién sobrenadante de alta velocidad, de higado de
rata tratada con ciprofibrato; se sintetizé TDGA-CoA
(sustrato activo) y se caracterizé su efecto sobre la
COT. Se demostré que la inhibicién de la COT es del
tipo irreversible, presentando la enzima una alta
afinidad por el TDGA-CoA. Estos resultados, junto al
efecto observado de TDGA en hepatocitos aislados y al
hecho que malonil-CoA también inhibiria la COT,
peraiten proponer un papel regulador para la enziea,
a nivel de la exportacién al citosol de derivados
acil-CoA de cadena mediana producidos por la 8-
oxidacién peroxisomal. (Financiado por Juvenile
Diabetes Foundation Int. y FONDECYT 717/90).
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CAMBIOS EN PLASMALOGENOS POR LA ADMINISTRACION A RATAS
DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3 Y BEZAFIBRATO, DOS INDUCTORES
DE PROLIFERACION PEROXISOMAL.{Changes in plasmalogens
after administration to rats of omega-3 fatty acids
and bezafibrate, two peroxisome inducers) Viviana
Guasch, Cecilia Barriga, Federico Leighton y cols.
Dep. Biologia Celular y Molecular, Universidad
Catblica de Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

El plasmaldgeno de etanolamina (1-(alc-l-enil)-2
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DETERMINACION DEL MOMENTO EN QUE REPLICA EL DNA NOR
DESPUES DE TRATAMIENTOS CON S-AZACITIDINA (5-AzA C)
DURANTE SEGMENTOS RESTRINGIDOS DEL PERIODO S.
{Determination of the replication time of NOR DNA
after 5-AzaC feeding during restricted segments of the
S period). MERGUDICH, D.'; Leyton, C.!; Gonzalez-
Fernandez, A. % ; De la Torre, C. % y Sans, J. *.

' Dpto. Biol. Cel y Gen. Fac. Med. U. de Chile.

¥ Centro de Inv. Biol. C.S.1.C., Espafa.

acyl-sn-glicero-3-fosfoetanolamina) es un

glicerofosfo-lipido con una cadena vinil éter en Los cistranes ribosamales de plantas, poseen rio
posicién sn-1. Parte de la biosintesis de los arriba del promotor secuencias repetidas cuya nivel de
plasmalégenos es exclusivamente peroxisomal. Como las metilacién condiciona su eficiencia transcriptiva. En
dietas ricas en Acidos grasos omega 3 y la estudios previos hemas visto que tratamientos con
administracién de bezafibrato aumentan en ratas la 5-AzaC durante todo el 5, adelanta la nucleclogénesis,
actividad peroxisomal, se estudid el contenido tisular proceso que corresponde al ensamblaje del nucléolo y
de plasmaldgenos. Y porque los Acidos grasos osega 3 que depende de la reiniciacién de la transcripcién de
se acumulan preferencialmente en el plasmalégeno de los cistrones ribosomales.

fosfatidiletanolamina, se estudié su composicién. Se En el presente trabajo, se estudia por una parte,
utilizé ratas alimentadas con 18% de aceite en la como cambia el patren de metilacién del DNA despuds de
dieta y razones w-3/w-6=5 u w-3/w-6=0, con y sin S5-AzaC vy la cinética de sintesis de RNA. Y por otra,
bezafibrato. Se analizaron Jlos fosfolipidos de el momento en que replican 1los cistrones ribosomales
cerebro, corazén, higado, rifién y glébuloe rojo, durante el periodo S. En este dltimo caso aplicamos
midiendo el dimetilacetal generado por metanolisis un protocolo experimental en que se administra S-AzaC
Acida de la cadena sn-1 vinil éter. En cerebro y en cinco segmentos discretos del periodo S y se
giébulo rojo se analizé la composicién de é&cidos analiza la cinética de reorganizacisn nucleolar en la
grasos del plasmalégeno de fosfatidiletanolamina, transicien M-G,.

usando secuencialmente fosfolipasa C, TLC, metanolisis S~AzaC (107°M) deprime la incorporacién de grupos
dcida y GLC. Los resultados mostraron aumento de 5 metilo a regiones ricas en GC. Aproximadamente el 22%
veces en el contenido de plasmaldgenos en globulos de los residuos de metilcitosina son demetilados. Este
rojos de las ratas tratadas con w-3/w-6=5, con y sin tratamiento incrementa 1.8 veces la incorporacidn de
bezafibrato. El bezafibrato per se produjo un aumento ®H urd.

pequefo, pero significativo. Del resto de los tejidos, La hipometilacién de distintos segmentos del DNA
sélo en rifién se observé un aumento significativo. La durante el periodo S, sugiere que los cistrones ribo-
respuesta selectiva podria relacionarse con las tasas somales replicarian en el 22 quinto del periodo S.

de recambio de fosfolipidos tisulares. Estos estudios Tratamientos secuenciales con timidina 2H
apuntan a comprender el significado biolégico de los confirman gque las zonas organizadoras de nucléolos de
plasmalégenos, no establecido hasta ahora, y los los cromosomas replican en S temprano.

mecanismos de accién de los dcidos grasos omega 3. FONDECYT 89-812. Convenio U. de Chile C.S.1.C. Espada.
{(Financiado por PNUD CHI/88/017 y FONDECYT 732/91)

INDUCCION DE STALOGLICOPROTEIINAS DE SECRECION EN
GLANDULA PAROTIDA DE RATON POR TRATAMIENTO CRONICO CON
ISOPROTERENOL (Induction of sialoglycoproteins in mause
parotid glands by chronic administration of isoprotere-
mol). M.C. Brames, M.J. Gonedlez y R.Q. Lépez Salas.
Dpto. Biol. Cel. y Gen., Fac. Medicina, U. de Chile.

INDUCCION DE ENZIMAS PEROXISOMALES EN
MACROFAGOS DE RATON EN CULTIVO (Peroxisomal
enzyme induction in mouse macrophages in
culture). Couve, A,, Santos. M.J. Dpto. de
Biologfa Celular y Molecular, P. Universidad
Catdlica de Chile, Santiago, Chile.

Los peroxisomas son organelos
subcelulares esenciales que cumplen variadas
funciones metabélicas: B-oxidacién de Acidos
grasos, sintesis de 4cidos biliares y
plasmalégenos, etc. Biogenéticamente, las
proteinas peroxisomales se sintetizan en

€1 tratamiento crdénica diario con isop.-oterencl
(IPR) produce crecimiento hipertrdfico, induccidn de
una familia de 5 polipéptidos secretables (pps C-G) e
incrementa en el contenido de dcido sidlico aparente-
mente secretable también, en las gldndulas pardtidas de
raton. En el presente estudio se busct establecer si ribosomas Jibres y son incorporadas al
los pps C—G son las sialoglicoproteinas de secrecidn. organelo postraduccionalmente. En humanos se
Con este fin, se prepard fracoiones solubles (centrifu- han descrito una serie de enfermedades
gacién diferencial) de pardtidas hipertrofiadas, las genéticas que afectan la biogénesis
que fueron sometidas a separacianes electroforéticas en peroxisomal. En hepatocitos de roedores, los
geles de poliacrilamida-80S y teRidas secuencialmente peroxisomas aumentan su numero y contenido
con PAS y Coomassie blue (Ch). enzimdtico, como respuesta a tratamientos con
Un grupo de 5 bandas fueron PAS positivas (Mr 69K, drogas hipolipidemiantes. Es discutible si
64K, TEK, S2K y 34K) y algunas de ellas (Mr &4k y S2K0 existe induccién peroxisomal en células no
comigraron con  bandas Cb positivas correspondientes a hepaticas.
loe pps C y E. Por Fraccionamiento con sulfato de Con e) objeto de encontrar un modelc
amonio (0~4°C) se obtuvo una fraccidn (0-30U) rica en celular que permita estudiar el ensamble del
los pps DGy pobre en NANA y otra (30-30%) rica en organelo y los defectos genéticos que afectan
NANA y carente de los pps C[—G. Esta ultima fraccion a este proceso, hemos iniciado el estudio de
mostré uma marcada reactividad PAS en las bandas la induccién peroxisomal en macréfagos de
electroforéticas Mr 69, 64K y 53K, distinguibles de ratén en cultivo. Hemos utilizado la linea
los pps C-G. La desialilac:on de las putativas sialo- celular de macréfagos murinos, J774-3, que se
glicoproteinas con neuraminidasa exdgena suprimié la ha cultivado en presencia de Clofibrato, una
reactividad PAS y, en cambio, pormitié la reactividad a droga hipolipidemiante de efecto conocido.
Cb. La aparicidén e incremento progrosivo de bandas PAS Hemos detectado un aumento preferencial de
positivas Mr 69K, &4k, S5 y S2K y su desaparicidn en las enzimas peroxisomales (catalasa y oxidasa
las 2 horas siguientes a la induccidén de secrecién pudo de 4cidos grasos), dependiente del tiempo de
ser observada en homogenizados totales. Nuestros incubacién y de la concentracién de la droga
estudios sugieren que los pps C-6 son escasamente utilizada.
sinlilados y que IPR induce al mernos 4 sialoglicopro- Los resultados obtenidos evidencian la
teinas secretorias (M €K, 4K, I3 v 520. posibilidad de obtener induccién peroxisomatl
Froyectos DTI Z208/7013% v FONDECYT 0793/89 en células no hepaticas en cultivo.
Financiado por Proyecto FONDECYT 718/90.
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LA CELULA GERMINAL PRIMORDIAL HUMANA: ANALISIS DE
ALGUNOS DETALLES CITOLOGICOS ASOCIADOS A LA MIGRACION
CELULAR. {The Human Primordial Germ Cell:Analysis of some
cytological details associated to cell migration).
Pereda, J.; Pozo, J.; Soto, M.; Dabik&, M. Laboratorio
Embriologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile. Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Catdlica.

Adhesidén, reconocimiento y cambios de la forma celular
son algunos de los cambios involucrados en la migracion.
Esto implica la presencia de receptores especificos a
nivel de la superficie y de un citoesqueleto organizado.
El objetivo de este estudio preliminar es describir,
durante la fase migratoria de las células germinales
primordiales (CGPs), detalles estructurales de la super—
ficie y cortex celular.

Tres embriones humanos de 27, 30 y 33 dias de gestacidn
recuperados desde embarazos tubarios después de
salpingectomias, se trataron segin técnicas convenciona-
les para Microscopia Electrénica de Transmisidn.

Las CGPs en migracidn se reconocen por su gran tamafio,
forma redondeada u ovalada, nicleo vesiculoso y nucléo-
lo prominente. En el citoplasma se observa abundante
glicdégeno y gotas lipidicas. Su superficie celular pre-
senta un glicocalix de 30nm de grosor localizado aparen-—
temente en el polo migratorio. En las CGPs iIntimamente
asociadas a células somaticas, este glicocalix esta
ausente. El cortex celular de un grosor de 90 a
100nm, aparece constituido por un reticulo que contiene
microtibulos y filamentos finos de dos diametros
diferentes.

Estos resultadosson de importancia en relacién a los
factores que controlan la adhesidén y migracién de
las CGPs hacia la cresta genital.

Financiado por Proyecto DTI M3189-9013

PROTEINAS DE MEMBRANA PEROXISOMAL HUMANA.
(Human peroxisomal membrane proteins.)
Dpto. de Biologia Celular vy

Molecutar, P. Universidad Catélica de Chile,
Santiago, Chile.

Los peroxisomas son organelos
subcelulares esenciales. Sus proteinas son
sintetizadas en ribosomas 1libres y son
importadas postraduccionalmente ai organelo.
El conocimiento de las propiedades de 1la
membrana peroxisomal es crucial para el
entendimiento de las funciones del organelo
y su biogénesis. En humanos, este
conocimiento cobra mayor relevancia, dado la
existencia de afecciones genéticas que
afectan el ensamblaje del organelo.

Hemos comenzado el estudio de Jlas
proteinas de membrana peroxisomal humana, a
partir de peroxisomas provenientes de
biopsias quirdrgicas de higado humano,
purificados en gradientes de densidad. Hemos
obtenido membranas de peroxisomas,
mitocondrias y microsomas, mediante distintos
procedimientos. Las principales proteinas de
la membrana peroxisomal humana tienen pesos
moleculares aparentes de 139, 78, 68, 52, 44,
40, 27, y 21 kDa. Las proteinas de 139, 78,
68, 44 y 21 kDa, corresponderian a proteinas
integrales de membrana. Hemos ademés
producido anticuerpos policlonales que
reconocen principalmente las proteinas de 68
y 44 kDa (reconociendo ademds las proteinas
de 139 y 21 kDa) y anticuerpos monoclonaies
que reconocen las proteinas de 139 y 68 kDa.

Estos resultados aportan herramientas
para la caracterizacién de estas proteinas en
situaciones normales y patolégicas.
Financiado por Proyecto FONDECYT 718/90.
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DEPRIVACION DE IL-3 EN CELULAS HEMATOPOYETICAS -IL-3 DE-
PENDIENTE ALTERA SU UNION A ESTROMA POR INICIO DE
APOPTOSIS. (Cell binding and apoptosis in hemopoietic
cells). Minguell,J.J.,Biologfa Celular, INTA. U.de Chile
y VAMC, Univ. of MS Med. Ctr.,Jackson MS. USA.

Interacciones adhesivas entre la célula troncal
hematopoyética y el estroma son instrumentales en proli-
feracién, migracién y diferenciacién en la médula
ésea. Puesto que la cé&lula troncal, es factor de
crecimiento (FC) dependiente, resulta importante estu-
diar si los FC afectan los procesos adhesivos. La depri-
vacién de FC en particular es importante, puesto
que durante el trasplante de médula, la céluia troncal
es manipulada en ausencia de FC. Para estos estudios
se utilizan cocultivos de 1lfneas celulares - factor
dependiente de progenitores hematopoyéticos y de
estroma. Células IL-3(+) exhibieron una adhesién
de 52% sobre 20 hrs de cocultivo, en cambio en células
IL-3(~) 1la adhesién bajd a 34%. La readicidén de FC,
dentro de las 10 primeras horas de deprivacién, resulta
en la recuperacidn de la capacidad adhesiva. Este efec-
to sdlo fue producido por IL-3 y IL-4. Células IL-
3(-), a pesar de exhibir alta viabilidad (95%), expresa-
ron caracteristicas moleculares y morfolégicas propias
de los procesos de muerte celular programada. Sobre
6 hrs de deprivacién de FC, el esquema electroforético
de DNA (2% Agarosa) mostrd fragmentacidén con bandas
de aprox. 200 pb. y la morfologfa a ME reveld$ abundante
condensacién de cromatina y desaparicién de microvello—
sidades. Estos pardmetros, propios de apoptosis no
resultaron evidentes en células IL-3(-) a los que
se les readicion$ el FC dentro de las 10 hrs de depriva-
cién. Estas observaciones sugieren que los cambios
adhesivos que ocurren en progenitores hematopoyéticos-
FC dependientes mantenidos en ausencia temporal de
FC, son consecuencia del 1inicio de la expresidn de
un programa de muerte celular.

Fondecyt 89-990.

ESTUDIO ESTRUCTURAL DE CROMATINA EN ESTADOS DE ACTIVA
PROLIFERACION. (Chromatin structural study in stages of
active proliferation). Gutiérrez, 5., Montecino,M. Gam-
boa, S., Puchi, M., Imschenétzky, M. Depto. Biologia Mo-
Tecular, Fac. Ciencias Bioldgicas y Recursos Naturales,
Universidad de Concepcion.

Uno de los aspectos mds estudiados en el proceso de
remodelacién de la estructura de la cromatina, lo consti
tuye la modificacién post-traduccional de protefnas cro-
mosomales, en especial la ADP-ribosilacién.

En un estado de activa proliferacién como 1los prime -
ros ciclos de divisién del desarrollo embrionario del
erizo de mar Tetrapygus niger, se ha descrito una poli
ADP-ribosilacién c1c%o celular dependiente de variantes
histonicas tipo Cs, que alcanza su grado méximo al ini-
cio de fase S y el minimo al inicio de mitosis. Ademds,
se ha establecido una relacién directa de esta modifica-
ci6n con la replicacién del ADN y la divisién celular de
estos embriones.

En este trabajo se verificé la importancia de la acti
vidad de poli ADP-ribosilacion en la remodelaci6n de la
estructura cromatinica replicativa. El andlisis se lle-
v6 a cabo mediante una digesti6n con nucleasa micrococal
de nGcleos de embriones en fase replicativa (S1) control
e incubados con 3-aminobenzamida 20 mM, un inhibidor es-
pecifico de esta actividad in vivo. Posteriormente, las
particulas supranucleosomales y los fragmentos de ADN
que las conforman, fueron analizadas por electroforesis
en geles de agarosa y poliacrilamida respectivamente.

Los resultados obtenidos indican que la cromatina re-
plicativa, presenta una conformacién mds relajada que la
observada en oocitos sin fecundar, con mGltiples sitios
sensibles a la actividad de nucleasa. Ademds la incuba-
ci6én con 3-AB induce la obtenci6n de un patrén de diges-
ti6n similar al observado en cigotos de 5 minutos post-
inseminacién, en los cuales no se ha producido la remode
laci6én de los prondcleos masculino y femenino. -

Financiado por Proyecto DIc 203135 y 91-31-39-1, Univer-
sidad de Concepcién.



