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CONFERÊNCIA DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR 

MECANISMOS DE REGULACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE CÁLCIO EN 
MUSCULO ESQUELÉTICO. ( In lnce l lu l i r calcium regulation ID skeletal muscle). Hidalgo. C. Ceniro 
de Estúdio* Científicos de Santiago y Departamsnto de Fisiologfa y Biofísica, Facultad d t Medicina, 
Univerí idad de Chile 

La conceotracioa de cálcio libre en el ci loplasmi juega UD papel preponderante en la fiiiologí» 
del musculo esquelético. En reposo, 1* célula muscular posee una muy baja permeabilidad al cálcio, y 
mantiene niveles c i top I *i mít ico* de cálcio libre de 0,1 uM eu contra de una considerable gradiente 
electroqufmica (-10.000 Kcal/mol). En efecto, Ia concentracido externa de cálcio es de 2 mM, lo que 
genera una gradiente química de -4150 Kcal/mol a 25° C, y el potencial de reposo de la célula muscular 
es de -90 mV, lo que genera una gradiente electric* de -SSSO Kcal/mol. Como ambas gradientes 
impulsan la entrada de cálcio a la célula, esta se llenaria de cálcio en -'• reposo a pesar de su baja 
permeabilidad, lo que no ocurre porque exist en transportadores en la membrana que remueven el cálcio 
interno a ex pensas del metabolismo celular. 

Las células musculares esqueléticas estai) inervadas a nível de la placa motora. Al recibir un 
estimulo dei nervio, la célula muscular responde con una serie de procesos consecutivos que producen 
UD aumento de 10-100 veces en la concentrat ion intracelular de cálcio, lo que a su vez galilla la 
contracción al permitir la interaction entre los filamentos de acima y miosina. Una vez que cesa el 
estimulo, se produce la relajación pot la acción combinada de Iraasportadores celulares presentes en Ias 
membranas externas y en lai dei retículo sarcopltismático. que disminuyen el cálcio interno a los niveles 
de reposo. 

En el musculo esquelético los tübulos transversales constituyen entre el 80% y el 90% de la 
superfície total de membranas externas de la célula. Por lo tanto, es posible suponer que ellos juegan 
un papel central en la mantención dei bajo m v : l de cálcio en reposo. Usando vesfculas aisladas de 
tübulos transversales, he trios caracterizado dos sistemas que traniportan cálcio hacía et exterior de la 
célula, una bomba de cálcio dependiente de ATP y estimulada por calmodulins , y un intercambiador 
Na/Ca de naturaleza electrogénica. La bomba tiene una muy alta afinidad por cálcio, con un K0.5 de 
0,3 uM, y una velocidad máxima de transporte de 7 a 10 nmol t t por mg de proteína por minuto, a 25° 
C. El intercambiador, a su vez, tiene una menor afinidad por cálcio, con un K0.5 de 2,7 uM, pero eu 
velocidad m l i i m i de transporte es 5 a 10 veces mayor que la de la bomba. 

El retfculo sarcoplasmil ico, a su vez, tiene un papel central tanto en la contracción como en la 
relajación de la célula muscular, ya que es la apitrtura de canalea de cálcio dei retículo sarcoplasmilico 
la que permite el aumento de cálcio intracelular, y es el transporte de cálcio bacia el lumen del m u m n 
el proceso determinante en la relajación. U tan d 3 vesfeulas a u l a d i i de retículo sarcoplasmil ico, hemes 
estudiado ambos procesos. El transporte de cálcio desde el citoplasma bacia el interior dei retículo 
sarcoplasmático lo lleva cabo una bomba de cálcio que es un* proteína intrínseca de membrana que 
requiere una matriz lipídic* fluida para operar y que, a diferencia de la bomba de cálcio presente en la 
membrana de los tübulos transversales, no es estimulada por calmodulins. Al disminuir la fluidez de los 
Kpidos que rodean la enzima pudimos demostrai que se inhibe el transporte porque se interfiere con la 
movilidad r o (acionai de la proteína, lo que indicit que esta bomba realiza movimientos conformacionales 
durante el proceso de transporte. La velocidad de transporte de la bomba depende de la concentración 
de cálcio; es maxima a p C a » 6 y se inbibe a valores menores o may o res, de tal modo que en e) reposo, 
a pCa = 7, la velocidad de transporte es muy baja. Los valores mínimos de velocidad de transporte de 
la bomba en la membrana nativa fluetuan alrededor de 1200 nmoles por mg de proteína por minuto, a 
25° C y pCa—6. La liberacíón de cálcio dei riitículo sarcoplasmático es un proceso muy rápido que 
puede ser activado por uns serie de agonistas tales como ATP. cafeína e IP3 , aunque no se sabe cual es 
el mecanismo fisiológico que lo galilla. En presencia de 5 mM ATP hemo* determinado que la velocidad 
inicial de l iberat ion de cálcio en vesfeulas es 100 veces mayor que la velocidad de transporte de la 
bomba, como se espera de los flujos a través de un canal con una alta conduc tance al cálcio. 

Estos resultados sugieren que en el reposo la regulación de la concentración interna de c a k i o de 
la célula reside principalmente en la bomba de Ias tübulos transversales, ya que este transportador posee 
la mayor afinidad por cálcio y operaria a pCa = 7, Además, la bomba de los tübulos transversales 
transporta cálcio bacia el medio extracelular, y no hacia un compart imeato interno saturable, cual es el 
retículo sarcoplasmil ico. El intercambiador y Ia bomba dei retículo sarcoplasmático, que poseen un» 
menor afinidad por cálcio pero velocidades de transporte may o res, operarlan en condiciones en Ias cuales 
ha ocurrido un aumento considerable en la concentración interna de cálcio l ibre, tales como Ias que 
suceden después de la liberación causada por la estimulación de la célula. 
Financiado por FONDECYT 972, DIB 2149 y NIH GM35981. 

PRELIMINARY OBSERVATION OF NUCLEAR BEHAVIOR IN THE 
MACTRA(BIVALVIA, MACTRIDAE) EGGS TREATED FOR 
ARTIFICIAL PARTHENOGENESIS OR GYN0GENESIS. 
Wada, K. T. and Komaru, A. National Research 
Institute 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 aquaculture 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 
KC1 and treated with cytochalasin B to retain 
polar body(PB). While all eggs from single 
treatment of KCl 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 
irradiation 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. 

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE VISION 
ARTIFICIAL APLICADO AL RECONQCIMIENTO DE 
MICRONUCLEOS EN FROTIS DE SANGRE. 
(Development of an artificial vision 
system applled to micronuclei detect ion) 
(DQGGENVEI LER. C. F, . CORDOVA. F y_ ARRAU. 
P. Depto. de Biolofjia, Facultad de 
Ciencias y Depto de Ing. Industrial, 
Facultad de Cs. FF. y MM., U. de Chile. 
Se ha demostrado que la frecuencia de 
micronücleos en eritrocitos de peces es 
una medida adecuada de la cantaminacion 
ambiental. Para efectuar un recuento con 
significaciõn estadística se debe 

examinar unas 3000 a 5000 células. Heraos 
ut11izado un equipo consistente en un 
microscópio trinocular, câmara de video, 
computador personal dotado de hardware y 
software de adquisición de imagenes para 
desarrollar un sistema de detección y 
recuento de micronücleos en peces. 
El software desarrollado t iene -
brevemente - Ias siguientes etapas: 
1)Reccmoc imiento de obj etos <deteceion 
de bordes cerrados), 2> Listado de 
ellos, 3) Comparaciõn de invariantes con 
un patrõn determinado por el observador, 
4) Eliminac ión del 1istado de obj etos no 
adec uados, 1impieza de la imagen, 5 > 
Recuento y estadística. 

Se destaca: 1) El use de computador no 
ded i cado 2 "> El r econocimi enta de obj et os 
2> La capacidad de adaptarse a otras 
espécies mediante e1 uso de un patrón. 
Financiado por DTI (U de Chile) FONDECYT 
y 1 a Fundaciân Andes. 

ESTÚDIOS DE PROPIEDADES DIFERENCIADAS EN UNA 
LINEA CELULAR CLONADA DE MUSCULO ESQUELÉTICO 
HUMANO NORMAL. S. Tascón, P. Caviedes, J. 
Hidalgo, E. Jaimovich y R. Caviedes. Depto. De 
Fisiología y Biofísica, Facultad de Medicina, 
Universidad de Chile. 

Una línea clonada de músculo esquelético 
humano norma1 (RCMHN-10) expresa marcadores 
típicos de músculo (miosina, mioglobina, 
creatin kinasa tipo MM y desmina). Se analizó 
la capacidad de fusion de Ias células in vitro 
y corrientes iónicas de membrana. Las células 
se cultivaron en presencia de moduladores 
externos como forskolina, insulina y trans-
ferrina, y 10% suero de caballo. La fusion 
celular (células con 3 o más núcleos) es un 
Índice de diferenciación 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), y 
utilizando la técnica de patch clamp en célula 
entera, las células presentan corrientes de 
entrada activadas por voltaje. El peak de esta 
corriente es bloqueada en un 30% por tetrodo-
toxina, indicando la presencia de corrientes 
de Na +. La persistência de una componente de 
inactivación muy lenta sugiere la presencia de 
corrientes de Ca**. Los resultados indican que 
la llnea RCMHN-10 es capaz de expresar ca­
racterísticas diferenciadas de células 
musculares. 

Financiado por FONDECYT 896, MDA y NIH 
GM35981-05. 
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ALGUNOS ASPECTOS DEL TRANSPORTE EPITELIAR DE HIERRO U T I ­
LIZANDO CÉLULAS CACO-2 COMO MODELO EXPERIMENTAL. (Some 
aspects o f i r o n e p i t h e l i a l t r a n s p o r t us ina Caco-2 c e l l s 
as an exper imenta l mode l ) . Núnez, M . T . , A l v a r e z , X. y 
G l a s s , J . Departamento de B i o l o g i a , Facu l tad de Ciênc ias , 
Un i ve r s i dad de Ch i l e y Department o f Med ic ine ,Lou is iana 
State U n i v e r s i t y Medical Schoo l . 

Se e s t ú d i o e l t r a n s p o r t e e p i t e l i a r de h i e r r o u t i l i z a n ­
do cé lu l as Caco-2 c rec idas en membranas microporosas de 
po l i ca rbona to cub ie r t as con colágeno en sistemas de c u l ­
t i v o bicameral ( T r a n s w e l l , C o s t a r ) . Las cé lu l as c r e c i e -
ron a c o n f l u ê n c i a , ev idenc iado por l a e s t a b i l i z a c i ó n de 
la r e s i s t ê n c i a t r a n s e p i t e l i a r (TER a un v a l o r de 220 o 
más ohm/cm 2 y r e a l i z a r o n t r a n s p o r t e e f e c t i v o de h i e r r o 
desde e l lado ap ica l al lado b a s o l a t e r a l . E l t r a n s p o r t e 
de h i e r r o o f r e c i d o como F e 2 + fue dos veces mayor que el 
o f r e c i d o como F e 3 + . Ascorbato en e l lado baso la te ra l i n ­
cremento la cant idad de h i e r r o t ranspor tado hacia e l i n ­
t e r i o r de la c é l u l a pero no tuvo e f e c t o en e l monto de 
h i e r r o t ranspo r tado hac ia e l lado b a s o l a t e r a l . Cé lu las 
con a l t o conten ido de h i e r r o mostraron un bloqueo en su 
s a l i d a hac ia e l lado b a s o l a t e r a l . E l t r a n s p o r t e t an to de 
h i e r r o como de ascorbato fue al tamente sens ib l e a l a TER: 
e l t r a n s p o r t e de h i e r r o y ascorbato incremento expo ten -
c ia lmente a TERs bajo 220 ohm/cm 2 y 150 ohm/cm 2 r e s p e c t ^ 
vãmente s i n aumento de sus n i v e l e s c e l u l a r e s , ev idenc iar^ 
do t r a n s p o r t e p a r a c e l u l a r . 

Concluimos que Ias cé lu l as Caco-2 c rec idas en i n s e r t s 
T r a n s w e l l son un modelo apropiado para e s t u d i a r l a absor; 
c ián de h i e r r o . E l poder reduc to r c e l u l a r , y en p a r t i c u ­
l a r l a p resenc ia de ascorbato en e l lado b a s o l a t e r a l , in 
crementan la ve loc idad de i nco rpo rac ión c e l u l a r de h ie -
r r o . E l t r a n s p o r t e de h i e r r o desde la c é l u l a hacia e l la_ 
do b a s o l a t e r a l es regulado negat ivamente por los n i v e l e s 
c e l u l a r e s de h i e r r o . 

F inanc iado por P royec to FONDECYT 1080-91 y por una be­
ca de Per íodo Sabát ico de la Fundación Andes a H.T.Nú^ 
hez . 

C O N C E N T R A C I O N I N T R A C E L U L A R D E I N O S I T O L 
1,4,5 T R I S F O S F A T O ( I P 3 ) E N M U S C U L O 
E S Q U E L É T I C O D E A N F Í B I O . ( I n t r a c e l l u l a r 
c o n c e n t r a t i o n o f i nos i t o l 1,4,5 t r i sphospha te in 
a m p h i b i a n ske le ta l m u s c l e ) . S a n c h e z . X . . J a i m o v i c h . E . 
e H i d a l g o . C . D e p t o . F i s i o l o g í a y B i o f í s i c a , F a c . 
M e d i c i n a , U . de C h i l e y C e n t r o de E s t ú d i o s C i e n t í f i c o s 
de S a n t i a g o . 

E l IP3 ha sido p o s t u l a d o c o m o mensa je ro q u í m i c o 
de i a c o p l a m i e n t o e x c i t a c i ó n - c o n t r a c c i ó n en e l m ú s c u l o 
e s q u e l é t i c o . D e a c u e r d o a este m o d e l o , la c o n t r a c c i ó n 
se p r o d u c e p o r q u e la e s t i m u l a c i ó n e l é c t r i c a l i b e r a I P 3 , 
e l que abre cana les de cá l c io de i r e t í cu lo 
s a r c o p l a s m á t i c o , y la re la jac ión se in i c ia p o r acc ión de 
una IP3- fos fa tasa que h i d r o l i z a e l I P 3 l i b e r a d o . E n este 
t r aba jo se d e t e r m i n o la c o n c e n t r a c i ó n de IP3 en 
e x t r a c t o s c r u d o s de f ib ras m u s c u l a r e s usando un ensayo 
de r a d i o r e c e p t o r ( B r e d t y co ls . , B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . 
C o m m u n . lia, 976-982, 1989) que p e r m i t e de tec ta r 
c o n c e n t r a c i o n e s n a n o m o l a r e s de I P 3 ( K o s = 10 n M ) en 
ex t r ac tos de te j ido sin neces idad de m a y o r p u r i f i c a c i ó n 
y con g ran e s p e c i f i c i d a d . S in e m b a r g o , a d i f e renc ia de 
lo d e s c r i t o , h e m o s e n c o n t r a d o que tan to P I P 2 c o m o 
A T P poseen la capac idad de d e s p l a z a r 3 H - I P 3 de i 
r e c e p t o r , a u n q u e con m e n o r a f i n i d a d que I P 3 ( K 0 5 = 
300 n M p a r a P I P 2 y 0.2 m M p a r a A T P ) , lo que ind ica 
que p a r a d e t e r m i n a r con p r e c i s i o n la c o n c e n t r a c i ó n 
ce l u l a r de I P 3 , es n e c e s a r i o d e t e r m i n a r p r i m e r o Ias 
pos ib les c o n t r i b u c i o n e s de P I P 2 y de A T P al 
d e s p l a z a m i e n t o . E n c o n t r a m o s que en Ias c o n d i c i o n e s de 
ensayo los n i ve les de I P 3 f l u c t u a n en t re 1 a 2 n m o l e s 
po r g r a m o de te j i do h ú m e d o , y que n i e l P I P 2 n i e l A T P 
ce lu la r c o n t r i b u y e n s i g n i f i c a m e n t e al d e s p l a z a m i e n t o . 
F i n a n c i a d o p o r F O N D E C Y T 972, D I B 2149, M D A y 
N I H G M 3 5 9 8 1 . 

LIBERATION RÁPIDA DE CÁLCIO EN VESICULAS DE RETÍCULO 
SARCOPLASMÁTICO AISLADAS DE MUSCULO ESQUELÉTICO DE ANFÍBIO. 
(Fast calcium re lera in SR vesicles isolated from amphibian skeletal 
muscle). Oonoao. P.. Roniat. M. e Hidalao. C. Departamento deFisiología 
y Biofísica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile y Centro de 
Estúdios Científicas de Santiago 

El mecanismo fisiológico que produce la llberaclón de caldo dei 
retículo sarcoplasmático (RS) , necesario para la contracción en músculo 
esquelético es desconccido Estúdios realizados en vesiculas de RS oisladas 
de músculo de conejo, sugieren que la liberación de cálcio ocurre por 
canales presentes en Ias cisternas terminates del RS, los cuales son 
actlvados por cálcio en concentraciones mtcromolares y ATP milfmolares 
e inhibidos por Ca y Mg milimolar. 

Con el objeto de estudiar este proceso en el anfíbio, hemos aislado 
una fracciòn de RS pesado de músculo esquelético de Caudivarbera 
caudiverbera yestudiado sus propiedades de liberación de cálcio. Para 
ello utilizamos una técnica de f i l t rx ión rápida que permite estudiar 
flujoa de * C e on una escala de tismpo de milisagundos. Encontramos que 
Ias vesiculas son espaces de liberar el 80-90Ü dei cálcio acumulado 
cuando el cálcio externo se eleve a concentraciones micromoTeres en 
presencia de ATP 5 mM. Determinamos una velocidad máxima de 
liberación de 2 nanomoles Ca/mg prot/mseg lo que es compatible con la 
alta velocidad de liberación requerida para producir la activoción da los 
miofilamentos in vivo. 

Financiado por grants NIH <3M 35981, Fondacyt 972/88, DTI 7149 y 
Ooblerno de Francla. 

ROL DE CÁLCIO INTRACELULAR EN LA COMPACTACION 
DE LA MORULA DE RATON. (Role of intracellular 
calcium on compaction of mouse morula). Pev, 
R.« e Izauierdo. L. Departamento de Biologia, 
Facultad de Ciências, Universidas de Chile. 

Cuando el embriõn de ratõn tiene 8 células 
ocurre el proceso llamado compactaciôn que se 
observa como un aumento de la superficie de 
contacto entre Ias células. Se sabe que la 
compactaciôn depende de la integridad dei 
citoesqueleto y de cálcio extracelular que 
actüa sobre la glicoproteina de adhesion 
Uvomorulina. 

De nuestros experimentos de cinética de 
recompactación, inhibiciõn de la compactaciôn 
con drogas, detección de Uvomorulina por 
inmunoflourescencia y mediciones de corrientes 
de cálcio, se concluye que la compactaciôn 
tambien depende de cálcio intracelular. 

El cálcio intracelular requerido para la 
compactaciôn ingresa por canales sensibles a 
Verapamil (0.3 mM en bajo cálcio) y parece ser 
además liberado de depósi t o s internos 
(inhibiendo con TMB-8, 200 u g / m l ) . Tratamos 
de mostrar que el cálcio intracelular actúa 
sobre citoesqueleto, via Calmodulina 
(inhibiendo con TFP 10-20 UM) , el que se 
contraería (experimentos de recompactación) y 
mantendria regionalizada la Uvomorulina (vista 
con inmunofluorescencia indirecta) . 

*becario dei Programa de Ad i e s t r a m i e n t o en 
Biologia de la Reproducción, U. Católica de 
Chile, Grant RF 88077. 

Financiado por DTI y FONDECYT. 
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CÉLULAS MUSCULARES ESQUELÉTICAS DIFERENCIADAS IN VITRO 
SINTETIZAM V SECRETAN EL PROTEOGLICAN DECORINA. 

(Differentiated skeletal muscle cells s1nthez1ses and secretes the 
proteoglycan decorin) Andrade W y Brandan E Unidad de Neurobiclogia 
Molecular, Departamento de Biologia Celular u Molecular, Facultad de 
Ciências Biológicas, P Universidad Católica de Chile. 

Los proteoglicanes (PGs) son componentes de la matriz extracelular 
(MEC). En la MEC del músculo esquelético de rate se han encontrado a lo 
menos cuatro PGs sulfatados de distinto tamano u naturaleza, de los cuales el 
más abundante es un PG de dermatén sulfato (54%). Nosotros nemos 
identificado a este último PG como deconna 6 DS-PG II. Los niveles de 
expresión de esta macromolécula, están regulados por el estado de 
inervación, observándose un incremento en la síntesis de decorina al 
denervar el músculo esquelético. 

Este tejido está compuesto de fibras musculares u vários tipos de células 
mononucleadas. Se sabe que estas últimas sinteti2an u secretin decorina, sin 
embargo no hay Information con respecto a si este PG es product* por 
fibras musculares. Por técnicas bioquímicas e inmunológicas se observo 
que miotubos sintetizan u secretin a lo menos tres PGs distintos: Un PG de 
heparan sulfato de 220-460 Kda, un PG de condroitin/dermatán sulfato de 
250-310 kda., g un PG de condroitin/dermatán sulfato de 75-130 Kda.. 
Este último PG fue inmunoprectpitado especificamente con antlcuerpos 
contra decorina de rata. La síntesis de PGs de secreción durante la 
diferenciación de células musculares fue evaluada. Se encontraron cambias 
en Ias proporciones relativas de algunos PGs. Dlsminuge el PG de heparin 
sulfato, hag câmbios en la síntesis dei PG de condroitin/dermatán sulfato de 
alto peso molecular, y decorina incrementa su síntesis en forma 
significativa, especialmente luago de la fusion de los mioblastos. Decorina 
fue localizada en el interior de Ias células, alradedor de los núcleos. La 
expresión diferencial de decorina durante la formation del tejido muscular, 
sugiere un posible rol para este PG durante este proceso. 

Financiado por Fondecyt 569-89. 

I N C R E M E N T O D E R E C E P T O R E S D E E G F V P D G F 
E N C É L U L A S D E M U S C U L O L I S O V A S C U L A R D E 
R A T A S M I L A N H I P E R T E N S A S . ( I n c r e a s e d E G F and 
P D G F receptors in vascu la r smooth musc le cel ls f rom 
the Milan Hype r t ens i ve rat). W e r n e r . E. . Sa laza r , G . . 
C a n e s s a . M.. y G o n z a l e z . A . Depto. de Inmunologia 
Clínica y Reumatología, Esc. de Medicina. P. Universidad 
Católica de Chile & Endocr ine-Hyper tens ion D iv i s ion , 
Brigham and Women's Hospital, Boston. 

Cé lu las m u s c u l a r e s l isas d e ao r tas d e r a t a s 
genet icamente h iper tensas de la c e p a Milan muest ran 
en cult ivo primário u n a mayo r tasa d e prol i feración en 
respues ta a la incubac ión con s u e r o c o m p a r a d o con 
Ias d e la c e p a no rmo tensa . E l m e c a n i s m o d e es te 
efecto es desconoc ido . E n es te t rabajo se ana l izaron 
posibles d i ferencias en s is temas d e contro l med iados 
por receptores de factores de crec imiento. 

S e o b s e r v o q u e el fac to r d e c r e c i m i e n t o 
epidermal ( E G F ) y el factor d e crec imiento der ivado de 
p l a q u e t a s ( P D G F ) a u m e n t a n los n i v e l e s d e 
i n c o r p o r a c i ó n d e 3 H - t i m i d i n a 2 y 5 v e c e s 
r e s p e c t i v a m e n t e , al es t imu la r c é l u l a s m u s c u l a r e s 
h i pe r t ensas q u i e s c e n t e s . E n c a m b i o , Ias c é l u l a s 
normotensas no presentan u n a respues ta signif icativa 
al E G F y r e s p o n d e n a P D G F sólo d u p l i c a n d o los 
n ive les basa les d e incorporac ión . E s t o s e fec tos se 
corre lac ionan con un m a y o r conten ido d e recep to res 
por cé lu la pa ra a m b o s f ac to res , q u e s e d e t e c t o 
mediante inmunoblot cuanti tat ivo y en el caso d e E G F 
también por unión de radiol igando. 

(F inanc iado por P royec tos F o n d e c y t 241/88 y 
721/91. E. W e s instructor becar io de la P. Univers idad 
Catól ica d e Chi le) . 

c-rel y relB, TRANSACTIVADORES DE LA EXPRESIÓN GENICA. 
(c-rel and relB, transactivators of gene expression). 
Ryseck. R.P.. Bull. P.«. Takamiva. H.m. ftytolUa. 
C.». Bours. V.*. Siebenllst. U.«. Dobrzanski. y 
Bravo. R. Dept. of Molecular Biology, Bristol-Myers 
Squibb Pharmaceutical Research Institute, Princeton, 
NJ, «Laboratório de Bioquímica, Facultad de Ciências 
Biológicas, P. Universidad Católica de Chile, y 
'Laboratory o£ Immunoregulation, The National 
Institutes o£ Health Bethesda, MD. 

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

En este trabajo se describe otro gen de esta familia, 
relB, inducible por suero, que codifica una proteína 
de 558 aminoacidos. Posee el dominio rel en el amino 
terminal, mientras que en el carboxilo terminal posee 
una region activadora de la transcripeión, en forma 
similar a c-rel. Sin embargo, presenta en el extremo 
amino terminal una region compuesta por leucinas cada 
6 aminoácidos, descrita en otras proteínas como un 
dominio de dimerización, lo cual hace pensar que puede 
hacer de puente para la interaction con otras 
proteínas. RelB no se une con alta afinidad a sitios 
NF-kB, a menos que forme heterodimeros con el 
oligonucleotide NF-kB. 

Para comprender la manera como re IB regularia la 
expresión de genes que poseen el oligonucleotide NF-kB 
en su promotor se requerira de un mayor anal is is. 

Financiado parcialmente por FONDECYT, proyecto 834-90. 

EFECTO DE SUERO Y MATRIZ EXTRACELULAR EN LA 
DIFERENCIACIÓN DEL TROFOBLASTO DE RATON. 
(Effect of serum and extracellular matrix 
on mouse trophoblast differentiation). 
Mancilla.A.» e Izquierdo.L. 
Departamento de Biologia, Facultad de 
Ciências, Universidad de Chile. 

Los blastocistos de raton se 
"implantan" in vitro cuando se cultivan en 
un medio con suero; se despojan de la zona 
pelúcida, adhieren al substrato y el 
trofoblasto se extiende y poliploidiza. Con 
el propósito de estudiar los factores 
involucrados en la diferenciación celular del 
trofoblasto , nemos comparado la extension 
del trofoblasto de embriones cultivados en 
cápsulas revestidas de substratos de matriz 
extracelular y no revestidas, en medio de 
cultivo con o sin suero; estimando además el 
crecimiento dei embriôn total por 
cuantificación de su contenido proteico. Los 
resultados obtenidos hasta aqui pueden 
resumirse como sigue: 1. los blastocistos no 
se "implantan" en ausência de suero y su 
trofoblasto no adhiere ni extiende; 2. pero 
sí lo hacen cuando la cápsula está recubierta 
de fibronectina o laminina; 3. el efecto es 
sinérgico , ya que la extension es mayor si 
el medio contiene suero y la cápsula está 
recubierta; 4. en todas Ias condiciones 
ensayadas el crecimiento dei embriôn es 
semejante. Estos resultados sugieren que el 
suero contiene elementos de matriz 
extracelular y o factores de crecimiento cuyo 
efecto seria de diferenciación dei 
trofoblasto pero no de crecimiento dei 
embriôn. 

* Becario CONICYT 
Financiado por FONDECYT, Proyecto 91-0838. 
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LOCAL I Z AC I ON DE RECEP TORE.: 5 R?- ACJRENERGICOS EN GLÂNDULAS 
PAROTIDAS DE RATON. MEDIACION EN I-A ACCICM DE SECRETA-
GÜGOS (Localization o-f R2--adrenergic receptors in mouse 
parotid glands. Mediation in the secretogogue activi­
ty). Gonzalez, H.J.. Pe?f̂ a y Lillo, S., López Solis, 
R.O., Alliènde, C. y Branes, C. Dpto. Biologia 
Celular y Genética, Far. Medicina, U. de Chile. 

En glândulas parótidas de ratones adultos, la 
rel ac l o n receptores [31 -adrenérg i cos vs receptores 
R2-adrenérgicos es 9 : 1. Los agonistas Rl-adrenergi-
cos y los R2-adrenérgicas inducen en este tejido una 
secrecidn comparable. La administración crônica de 
ambos t i pos de agon i stas na a1tera mayormente 1a 
respuesta secretagoga frente a ellos mismos. Sin 
embargo, isoproterenol (IPR), un agonista RI- y 
R2-adrenérgico, provoca desensibilización -Frente a la 
acción secretagoga de salbutamol (SAL), un agonista 
R2-adrenérgico. El objetivo dei presente estúdio -Fue 
eva1uar por métodos i nmunoc i toquí mi cos (ant i cuerpo 
policlonal anti-receptor R2 combinado con reacción 
peroxidasa-antiperoxidasa) la presencia de receptores 
R2-adrenérgicos en glândulas parótidas normales y 
estimuladas por IPR. 

En glândulas no estimuladas, la inmunoreacción se 
detecto en domínios de la membrana plasmatics de Ias 
células acinares en que estas se contactan can células 
mioepiteliales e intensamente en Ias células minepile-
1 ia)os. Una simple administración de IPR o SAL 
disminuyó la reactividad de superficie en ambos tipos 
celulares, observándose una marcada endocitosis solo en 
Ias células mioepiteliales. El tratamiento crônico con 
IPR provoco la desaparición total de la reaccion. 
Estos estúdios sugieren que a) la estimulación crônica 
con IPR provoca una perdida de los receptores R2 en la 
glândula paratida y b) receptores R2-adrenérgicos 
localizados en Ias células mioepiteliales pudiesen 
participar en la inducciôn de la respuesta secretoria 
de Ias células acinares. 

Proyectos DTI 3208/9013 y FONDECYT 0793/89. 

EFECTO DE ESTIMULACIÓN COLINERGICA EN EL DESARROLLO DE-
GLANDULA MAMARIA. ( E f f e c t o f c h o l i n e r g i c s t i m u l a t i o n on 
mammary g land deve lopmen t ) . C a b e l l o . G . , V i l a x a , A . ,Quass_ 
A . , V a l e n z u e l a , M., Durân, V . , Lobato , I . , H r e p i c , N. 
Dep to . B i o l o g i a y Salud y Depto. Química , Facu l tad de 
C i ê n c i a s , U n i v e r s i d a d de TarapacS y H o s p i t a l D r . Juan 
Noê* A r i c a . 
Ma la th ion , pa ra th i on y e s e r i n a , todos i nh i b i do res de la 
c o l i n e s t e r a s a , provocan en g lându la mamaria de ra ta de 
21 dfas de edad, la fo rmac iôn de b ro tes te rmina tes (TEBs) 
exageradamente g randes . Cuando se i n y e c t a simultaneamente 
a t r o p i n a , es tas a l t e r a c i o n e s no se p r e s e n t a n . 
El o b j e t i v o de es te t r a b a j o fue de te rminar s i la a c t i v a -
c i ón de los recep to res c o l i n é r g i c o s con p i l o c a r p i n a p r o ­
voca a l t e r a c i o n e s en e l d e s a r r o l l o de g lându la mamaria 
de r a t a . 
Se i n y e c t ô ra tas con p i l o c a r p i n a (10 mg/100g peso corpo 
r a l / 2 veces a l d i a / 5 d t a s / i . p . ) . Se anes tes io ra tas 
con p e n t o b a r b i t a l sód ico (8rrg/100g peso c o r p o r a l / i . p . ) , 
se e x t r a j e r c n Ias g lându las mamarias abdominales, se ana_ 
l i z a r o n completas y en preparac iones h i s t o l ó g i c a s . Se -
conto e l número de TEBs y se m ic i e ron con un o c u l a r micro 
t re t rado . 
Se encon t ro que p i l o c a r p i n a no a l t e r a e l número de TEBs 
por mm2( s i n embargo aumenta su tamano v a r i a s v e c e s . Es_ 
tos resu l t ados permi ten suponer que Ias a l t e r a c i o n e s i n 
ducidas por los i n h i b i d o r e s de !a c o l i n e s t e r a s a , en g l T n 
du la mamaria de r a t a se deben a la mayor e s t i m u l a c i ó n co 
l i n é r g i c a que p rovocan . 

P royec to financiado por Fondo de Investigación Universj_ 
dad de Tarapacá . 

PUNTOS DE CONTROL EN G„ DETERMINADOS POR FOTOSENSIBI-
LIZACION DE SECUENCIAS DEL DNA REPLICADAS EN 
DIFERENTES MOMENTOS DEL PERÍODO S, EN CÉLULAS 
MERISTEMATICAS DE Alliu» cepa L. <GÍ control point 
discerned after fotosensitizing in «eristematic 
cells). SANS. J.1 : Gonzalez-Fernandez. A.* ; 
Meraudich. D.1 : Aller. P.* v De la Torre. C.Ü. 
1 Dpto. Biol. Cel. y Gen. Fac. Med. U. de Chile. 
a Centra de Inv. Biol. C.S.I.C., Espafia. 

El inicio de la replicación del DNA en Allium cepa 
L.. depende de la sintesis de proteínas en dos 
momentos muy discretos del período Gj. Uno en G t 

temprano y otro en G, tardia. El objetivo del pre­
sente trabajo es determinar los segmentos dei genoma 
que estarían involucrados en el inicia de la replica­
ción dei DNA, en células meristemáticas. Can este fin, 
mediante bromosustitución seguido de irradiación con 
luz de 300-^00 run en cond i c i ones de anox ia, se 
investigo el momento en que replican las porciones dei 
genoma involucradas con la regulación de G,. 

El segmento de DNA que replica en el último tercio 
dei período S, estaria involucrada en la regulación 
positiva dei inicio de la replicación. Este segmento 
se expresar ía en el G, tardio, puesto que la 
irradiación (efectuada en el medio de esta etapa) de 
células en que se ha bromosustituída el DNA durante el 
S tardio, impide el inicio de la replicación. Por 
otro lado, el segmento de DNA que replica en el primer 
tercio de S estaria involucrado con el control 
negativo dei inicio de la replicación, ya que en este 
caso la irradiación adelanta el inicio dei período S. 
Sin embargo, la inactivación simultânea de los dos 
segmentos involucrados en la regulación negativa y 
positiva de la replicación permite que Ias células 
entren en S. Finalmente, los segmentos de DNA que 
replican en la mitad de S, no estarían involucrados en 
la regulación de G ^ 

FONDECYT 89-812. Convênio U.de Chile C.S.l.C, EspaKa. 

EL AGENTE ANTINEOPLASICO ESTRAMUSTINA INHIBE LA 
SECRECI0N DE INTERLEUQUINA-3 EN CÉLULAS LEUCEMICAS. 
POSIBLE PAPEL DE PROTEÍNAS ASOCIADAS A MICR0TUBUL0S. 
(The anti-neoplasic agent, Estramustine inhibits 
secretion of IL-3 in leukemic cells. Posible role of 
MAPS.) Santibáriez J.F.. Martinez J., Vial c ., Farias 
G., y Maccioni R.B. INTA y Fac. de Ciências U de 
Chile y Centro Internacional del Cancer y Biologia 
del Desarrollo. 

Se desc r i be la i nh i b i c i on de la sec rec i on de 
Interleuquina-3 (IL-3) por Estramustina (Estr), 
droga antineoplásica que irteractúa con componentes 
del citoesqueleto. Este efecto inhibitorio se evaluó 
midiendo tanto la capacidad de los medios 
condicionados por células WEHI tratadas con Estr. 
de estimular la produccion de colônias 
hematopoiéticas provenientes de medula ósea de 
ratón, como la respuesta proliferativa de la linea 
celular FOCP-1 dependiente de IL-3. En ambos casos 
se observo que, en los medios condicionados de 
células tratadas con Estr.la concentración de IL-3 
era menor que en los no tratados con droga. 
La proteína bianco de la acción de la droga se 
identifico incubando extractos crudos de células 
WEHI con 3H Estr. cromatografiando la mezcla en 
cromatografia zonal. Este procedi miento permitió 
identificar un pico de raciioactivadad asociada a 
proteínas de alto peso molecular. Con esta misma 
aproximación experimental, pero uti1izando 

proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs) 
purificadas por cromatografia de afinidad, la droga 
radioactiva se unió en forma especifica a una 
proteína que, por inmunotransferencia utilizando un 
anticuerpo monoclonal anti-idiotipico, resultó ser 
una proteína dei tipo Tau. 
Los resultados presentados sugieren que Estr. 
ejerceria un rol inhibitorio en la secreción de IL-3 
por Ias células WEHI, proceso que comprometeria 
funcionalmente una proteína simila- a Tau. 
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EL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO 
EPIDÉRMICO EN SINAPTOSOMAS DE ENCEFALO DE 
R A T A . (Epidermal growth factor receptor in 
synaptosomes of rat encephalus). Faúndez. V.. Krauss. 
R.. Garrido J., v Gonzalez. A. Depto. de inmunologia 
Clínica y Reumatología, Fac. de Medicina & Depto. de 
Biologia Celular y Molecular, Fac. de Ciências 
Biológicas. P. Uiversidad Católica de Chile. 

Existen evidencias de que ligandos del receptor 

de EGF (REGF) se expresarian en el encéfalo. Este 

receptor es una glicoproteína de transmembrana de 

170 kDa, cuya presencia en tejido nervioso no ha sido 

claramente demostrada 

En este trabajo se detecto la proteína dei REGF 

de 170 kDa con los siguientes ensayos: a) mediante 

cromatografía de afinidad utilizando EGF-Affiprep 

en extractos de cérebro de rata; b) en inmunoblots 

utilizando anticuerpos anti-REGF purificado de 

hígado de rata y a n a l i z a n d o m e m b r a n a s de 

sinaptosomas preparados mediante lisis osmótica; y c) 

en ensayos de "cross-linking" de 1 2 5 I - E G F en 

sinaptosomas aíslados isopícnicamente en gradientes 

de Percoll . Además , e s túd ios de union d e l 

radioligando a estos sinaptosomas y análisis de 

Scatchard revelan sitios de union específicos con dos 

afinidades distintas (Kdi: 1.42 x 10-10 M; Kd 2 : 2,5 x 

IO- 9 M). El 17 % de los sitios son de alta afinidad. 

Estos datos sugieren que el REGF podría tener un rol 

en la region sináptica, 

(Financiado por Proyecto Fondecyt 249/88. F.V. es 

becario de la Fundación Andes). 

MECANISMOS DE INTERACCION DE ESTRAMUSTINA-FOSFATO CON EL 
SISTEMA DE LOS MICROTUBULES (Mechanisms of the 
1nte racti on between est ramust1ne-phosphate with the 
microtubule system). Moraga. 0. ]' 3. Farias. G 2> 3. R1vas. 
A. 3, Wallin, M.4 y Maceion 1. R.B. 1• 3 JQept. de 
Biologia, Facultad de Ciências, 2Facultad de Ciências 
Veterinárias, Universidad de Chile, 3 Centro 
Internacional del CSncer y Biologia del Desarrollo (ICC) 
y 4Universidad de Gõteborg, Suecia. 

Estramustina fosfato (Estr.-P), un conjugado 
fosforilado de estradiol y mostaza no-nitrogenada, 
inhibe el ensamblaje de microtúbulos e induce la 
despolimerización de microtúbulos preformados in vitro, 
acción mediada por su union a MAPs. Se han realizado 
estúdios para caracterizar los dominios funcionales 
especifi cos de MAP-2 y tau i nvolucrados en su 
Interacción con Estr.-P. Los resultados más relevantes 
muestran que: (a) Estr.-P interaetúa con MAP-2, tau y 
con los péptidos sintéticos de secuencias repetitivas de 
tau: Taul, Va1 1 8 7-Gly 2° 4 y TauII, V a l 2 1 8 - G l y 2 3 5 t q u e 

def i nen 1os s i t i os de tau pa ra 1 a i nteracc i ón de 
tubulina; (b) Este derivado fosforilado de estramustina 
inhibe la polimerización de microtúbulos inducida por 
Tau, MAP-2 ó por péptidos sintéticos de tau y (c) Estr.-
P inhibe la union del péptido BII(422-434) de tubulina a 
MAP-2 y a tau. Se ha demostrado que este fragmento B-II 
de tubulina está involucrado en la union selectiva de 
estas MAPs a tubu1i na, y en 1 as i nteracc i ones 
produetivas que determinan la formación de microtúbulos. 
Estos estúdios indican que Estr.-P perturba los procesos 
de ensamblaje-desensamblaje in vitro de microtúbulos 
debido a su interacción con domínios específicos a nivel 
de Ias secuencias repetitivas en MAP-2 y tau. 
(Financiado por The Council for Tobacco Research, USA, y 
Proy.186/90 de Conicyt). 

EFECTO DE AFIDICDLINA SOBRE PARÂMETROS PROLIFERATE VOS DE LAS CÉLULAS 

TRANSFORMADAS POR S V W . CÂMBIOS EN LA DISTftlBUCION INTRANUCLEAR DEL ANTI6EN0 

T.(Effect of aphidicoline upon proliferative parameters of SVW-transformed 

cells. Changes in the intranuclear distribution of large T antigen). ORDENES. 

PEREZ. I.. 6IMPEL. S.. ALVAREZ. P. Y SANTOS. M. Depto. Biologia Celular 

y Genética, Facultad de Medicina. Universidíid de Chile. 

Se ha sugerido previamente que el antiqeno tumoral mayor (ag-T), que expresan 

Ias células transformadas por SVtO, podría estar ubicado en los sitios repli-

cativo5 de tales células cuando están sintetizando su DNA. Para investigar 

este punto hemos establecido condiciones ei que la síntesis de DNA es inhi-

bida reversiblemente, lo que permite correlacionar este process con la dis­

tribution intranuclear del ag-T. Así, se determino las condiciones óptimas de 

tratamiento con afidicolina íinhibidor de Ia polimerasa alfa) analizando su 

efecto sobre aspectos del metabolismo celular y parâmetros del ciclo proli-

feratuo (duration total dei ciclo y de cada una de sus etapas). Además, se 

determino la localiiación intranuclear del ag-T y de los sitios replicativos 

en relación al bloqueo y desbloqueo de la etapa S. El tratamiento con afidi­

colina inhibio la síntesis de DNA medida por incorporación de timidina-H3 en 

precipitado ácido insoluble y por índice de marcación con Bromodeoxiuridina 

(BrdU!, detectada inmunocitoquímicamente. Tambien se determino que 2 h 

después de eliminada la droga del medio de cultivo se obtenía una 

recuperación total de la actividad de síntesis de DNA. En términos cent­

rales, se produce un acortamiento del tiempD de duración dei ciclo celular, 

que se deberia a reduction de Ias etapas S y 61. En efecto, Ias células tra­

tadas con afidicolina tienen un período S de * h mientras que en Ias células 

controles este es de 7 h, lo que sugiere que han quedado bloqueadas más bien 

en S tardio. Las células tratadas con afidicolina presentan una distribution 

homogênea dei aq-T nuclear, mientras que la reanudaciòn de la síntesis de DNA 

se correlaciona con un aumento paulatino de! porcentaje de células en las que 

el aq-T adquiere una distribution heterogênea, la que se ha asociado ante­

riormente con la ubicación de los sítios replicativos. La gran mayoría de es­

tas células presenta una co-Iocalización del aq-T y los sitios de incorpora­

tion de BrdU. En consecuencia, y considerando la funcionalidad de ag-T (ej. 

actividad de helicasa), es probable que este activamente participando en la 

replication del DNA celular. Dado que la expresión de esta proteína viral es 

constitutiva en Ias células transformadas por S V W , es probable que consti-

tuya uno de los factores que determinan su permanência en continua prolife-

ración. PROYECTO FONDECYT 1183/90. 

RESPUESTA DE MASTOCITOS TEST ICULARES A TESTOSTE 
RONA Y DEXAMETASONA EN RATAS TRATADAS CON CLOMI 
FENO DESDE EL NACIMIENTO. (Testicular mast cell 
response to testosterone and dexamethasone in 
clomiphene-early-treated rats) . Heyn^^R. y Mora 
liii^lt- 1 Depto. Morfologia Experimental, Facul 
tad de Medicina, Universidad de Chile. 

El testículo presenta escaso n 2 de mastocitos 
(MC); sin embargo, estos aumentan considerable-
mente en ciertos casos de infertilidad humana. 
La raastocitosis se ha asociado a bajos niveles 
de testos terona(T) intratesticulares; por otro 
lado, los corticoides disminuyen su n 9 en intes 
tino, piei y músculo. Así, resultó de interés 
ver la respuesta de los MC ante câmbios hormona 
les que danen a la gónada. 

Un buen modelo se obtiene dando altas dosis dei 
antiestrógeno 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 ÇC + D(dexa-
metasona), tratados por 2 Ids más; además, S 3 
conto con un Contro1 (suero fisiológico desde 
el nacimiento). Los testículos se procesaron pa 
ra MO, y en ellos se determino densidad de MC y 
estado de avance de la espermatogénesis(Eg). 
Tanto peso como tamano testiculares son menores 
en los tratados. Con CC_y_^D la Eg se reduce a 
gonias y Sertoli; al dar T, avanza hasta esper-
mátidas elongadas, y en los Controles es comple 
ta. La ausência de células de Leydig (y T) en 
el grupo CC favorece un aumento del n e de MCfpro 
liferación o migración) en el interstício, lo 
que se revierte parcialmente con T y completa -
mente con D (en forma similar a - los Controles). 
El uso de D podría ser relevante en la terapia 
previa a Gn y T de pacientes infértiles que cur 
sen con mas toeitosis. 

FINANCIA PROYECTO DTI-U.de Chile B-3192-9012. 
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CARACTER.7ACI0N FUNCIONAL PE UN CI ON DE. UNA LINEA 
CELULAR DE GRANULOSA HUMANA (Functional Characterization 
of a don from the human granulosa cells l ine ' Fettlun C. Luna 
L . Reyes [, Romero C. Caviedes R 

Laboratório de Bioquímica Departamento Obstetrícia y 
Ginecologia Hospital Clinico Universidad de Chile Laboratório de 
Cultivo de Teíidos Department de Fisiología y Biofísica Facultad 
de Medicina Universidad de Chile 

El obietivo de este trabaio fue la caracterizacion funcional de uno 
de los clones obtenidos de la lina celular de granulosa humana Se 
realizaron experimentos agudos de incubaciones cortas por dos 
horas a 375C en ambiente de 957. de 02 y S% de C02 con agitacion 
constante en presencia de los sustratos adecuados en medio F-12 
D Ademas se estúdio el efecto de LHd.S ng/mI)-FSH(ú.92 ng/ml> 
sobre laproduccion de estradiol encontrando un aumento de 120 
pg/ml 

N» Cel Cone Sustrato Produccion 
2 5 10") Test 10-ó.vi E2 1100 fg ml 
S j 103 Test J0- ôM E? 3 5 W f g ' m l 
9 5 Il'l5 Test 1IÍ-&M E2 <i2rtnfg /ml 
2 s UP Preg l i r â M Prog 911 pg/ml 
6 5 H l í Preg 10"SM Prog 162S pg/ml 
9 5 105 Preg 10-&M Prog 20% pg/ml 

Tambieo se estúdio la presencia de receptores a FSH y LH 
mediante ei análisis de Scatchard. encontrandose M i35 fg /ce l 
sitios de union de FSH y 0 825 fg/cel sitios de union de LH Los 
resultados demuestran que este clon de célula de granulosa 
humana, es capaz de producir estradiol y progesterona en 
presen cia de sus respectivos sustratos tiene receptores a FSH y LH 
y por efecto de una mezcla de gonadotrofinas se observa un 
aumento significativo en la produccion de estradiol 

OX ID AC ION DE LIPOPROTEINS DE BA J A DENS I DAD (LDL) EN 
RELACION CON SU POTENCIAL ATEROGENICO (LDL oxidation 
in relation with its atherogenic capacity). Skorin C.. 
Montero E., Solie de Ovando F. y pols. Dep. Biologia 
Celular y Molecular, Universidad Católica de Chile, 
Caailla 114-D, Santiago, Chile. 

La lesión aterosclerótica inicial se caracteriza por 
la presencia de lanchas lipoídeas fornadas por células 
espunosas; aacrófagos derivados de aonocitos circulan­
tes cargados de colesterol, derivado principalmente 
de Ias lipoproteínas plasaáticas, en particular de Ias 
LDL. Los macrófagos se transforman en células espuno­
sas in vitro, en presencia de fornas oxidadas de LDL 
y no en presencia de LDL nativa y se ha denostrado 
presencia de LDL oxidadas en lesiones ateroaatosas. La 
composición de ácidos grasos de la lipoproteína debe-
ría afectar la susceptibilidad de estas a oxidarse y 
en este contexto ha sido polêmico el uso de aceites de 
pescado enriquecidos en ácidos graaos W3, altamente 
poliinsaturados, en el tratamiento o prevención de la 
enfermedad coronaria ateromatosa. Para evaluar el 
efecto de la oxidación en la coaposición de Ias LDL, 
se oxido LDL in vitro y se deterainó ácidos grasos, 
colesterol, antioxidantes, produetos de oxidación,y 
electronegatividad. Se encontro una caída importante 
de los antioxidantes liposolubles durante Ias priaeras 
horas de oxidación correlacionada con un aunento de 
produetos de oxidación y un auaento en la aovi1idad 
electroforética, se observo una disninución dei conte-
nido de colesterol en el tiempo. Se evaluó tanbién la 
capacidad de la LDL oxidada de ser degradada por na­
crófagos peritoneales de ratón, denostrándose un 
aumento con respecto a la LDL nativa, confiraándose lo 
observado por otros autores. El análisis de la coapo­
sición de ácidos grasos demostro que los W3; 22:6 y 
20:5 se oxidan pero que, curiosamente es el ácido 
araquidónico, 20:4 W6 el prinero en oxidarse. Estos 
resultados muestran por prinera vez el efecto de la 
oxidación de la LDL sobre los ácidos grasos W3 que la 
constituyen.(Proy.PNUD CHI/88/017, y Fondecyt 732/91) 

EFECTO DEL ACEITE DE PESCADO SOBRE LAS LIPOPROTEÍNAS 
DE BAJA DENSIDAD (LDL) EN HUMANOS. (Fish oils effecta 
on Hunan LDL). Miguel A., Feller E., Catalan L., 
Arteaga A*, y cols. Dep. Biologia Celular y Molecular, 
y 'Laboratório de Nutrición, Universidad Católica de 
Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile. 
Evidencias experinentales de los últinos anos, han 
demostrado que Ias lipoproteínas de baja densidad 
(LDL), son susceptibles de peroxidarse, aodificación 
que Ias hace aterogénicas: aumenta su incorporación a 
macrófagos, los que se transforan en células espumo­
sas, características de la lesión ateroesclerótica 
inicial; además se hacen quimiotácticas para aonocitos 
c i rculantes y c i totóx icas. En trabaj os prev ios en 
huaanos, hemos demostrado que la suplementación de la 
dieta con aceites de pescado enriquecidos en ácidos 
grasos poliinsaturados w3, se traduce en una incorpo­
ración de ellos a fosfolípidos plasnáticos y en una 
caída dosis dependiente de la capacidad antioxidante 
dei plasma. Potencialmente, ambos efectos podrían 
determinar una mayor susceptibilidad de las LDL a 
oxidarse in vivo, Para evaluar esto, se suplemento a 
sujetos con 2 o 4 g/día de w3, o con 8 g/día de w6. Se 
analizó el eventual cambio en antioxidantes hidro y 
liposolubles en plasma y lipoproteinas respectivamen-
te; la coaposición en ácidos grasos de las LDL; y 
peroxidación reflejada en derivatización de lisinas, 
por su electronegatividad. Los resultados obtenidos 
hasta el momento, muestran una marcada incorporación 
de w3, en especial de EPA, máxima ya con 2g/dia de w3. 
Después de 60 dias de suplementación, un 10% de los 
ácidos grasos de LDL corresponden a w3, inicialmente 
solo 4%. Esta incorporación de w3 no se acompana de 
evidencias de peroxidación en Ias LDL, estudiadas 
mediante análisis electroforético y medición de los 
niveles de antioxidantes. Los resultados sugieren que 
el enriquecimiento de Ias LDL en ácidos grasos w3 no 
se traduce en dano oxidativo y, en consecuencia, no 
modificaria su capacidad aterogénica. 
Financiado por Fondecyt 732/91 y PNUD CHI/88/017 

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.) Ro.ias.S. . Necochea.C. y Cols. Dep. de 
Biologia Celular y Molecular, Universidad Católica de 
Chile, casilla 114-D, Santiago, Chile, (Patrocínio: F. 
Leighton). 

La B-oxidación de ácidos grasos se lleva a cabo en 
aitocondrias y peroxisoaas. En mitocondrias la 
carnitina palmitoil transferasa I (CPT-I) regula la D-
oxidación de ácidos grasos de cadena larga a través de 
su inhibición por malonil-CoA. Sin embargo, no se 
conocen aún mecanismos regulatorios de la B-oxidación 
peroxisomal distintos de la disponibilidad de 
sustrato. En experimentos realizados en hepatocitos 
aislados, en presencia de TDGA, un inactivador, 
supuestaaente específico de la CPT-I, se encontro una 
marcada disninución de la oxidación mitocondrial de 
ácidos grasos de cadena larga y un auaento de la 
oxidación peroxisomal a partir de ácidos grasos de 
cadena mediana y larga. Al medir la actividad de Ias 
transferasas en peroxisomas y mitocondrias aisladas de 
hepatocitos incubados con TDGA,se encontro que 
aparentemente la COT se inhibe un 51% en presencia dei 
inhibidor. Para caracterizar la aparente interacción 
entre COT y TDGA se purifico la enzima a partir de una 
fracción sobrenadante de alta velocidad, de hígado de 
rata tratada con ciprofibrato; se sintetizo TDGA-CoA 
(sustrato activo) y se caracterizo su efecto sobre la 
COT. Se demostro que la inhibición de la COT es dei 
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 tanbién inhibiría la COT, 
peraiten proponer un papel regulador para la enzima, 
a nivel de la exportación al citosol de derivados 
acil-CoA de cadena mediana producidos por la B-
oxidación peroxisomal. (Financiado por Juvenile 
Diabetes Foundation Int. y FONDECYT 717/90). 
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CÂMBIOS EN PLASMALOGENOS POR LA ADMINISTRACION A RATAS 
DE ÁCIDOS GRASOS OMEGA-3 Y BEZAFIBRATO, DOS INDÜCTORES 
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 
Católica de Chile, CasUla 114-D, Santiago, Chile. 

El plasmalógeno de etanolamina (l-(alc-l-enil)-2 
acy1-sn-glicero-3-fosfoetanolamina) es un 
glicerofosfo-lipido con una cadena vinil éter en 
poaición srr-1. Parte de la biosintesis de los 
plasmalógenos es exclusivamente peroxisomal. Como las 
dietas ricas en ácidos grasos omega 3 y la 
administración de bezafibrato aumentan en ratas la 
actividad peroxisomal, se estúdio el contenido tisular 
de plasmalógenos. Y porque los ácidos grasos omega 3 
se acunulan preferencialmente en el plasmalógeno de 
fosfatidiletanolamina, se estúdio su composición. Se 
utilizó ratas alimentadas con 18X de aceite en la 
dieta y razones w-3/w-6=5 u w-3/w-6=0, con y sin 
bezafibrato. Se analizaron los fosfolípidos de 
cérebro, corazón, hfgado, rinón y glóbulo rojo, 
midiendo el dimetilacetal generado por metanolisis 
ácida de la cadena sn-1 vinil éter. En cérebro y 
glóbulo rojo se analizó la composición de ácidos 
grasos dei plasmalógeno de fosfatidiletanolamina, 
usando secuencialmente fosfolipasa C, TLC, metanolisis 
ácida y GLC. Los resultados nostraron aumento de 5 
veces en el contenido de plasmalógenos en glóbulos 
rojos de Ias ratas tratadas con w-3/w-6=5, con y sin 
bezafibrato. El bezafibrato per se produjo un aumento 
pequeno, pero significativo. Del resto de los tejidos, 
sólo en rinón se observo un aumento significativo. La 
respuesta selectiva podría relacionarse con las tasas 
de recambio de fosfolípidos tisulares. Estos estúdios 
apuntan a comprender el significado biológico de los 
plasmalógenos, no establecido hasta ahora, y los 
mecanismos de acción de los ácidos grasos omega 3. 
(Financiado por PNUD CHI/88/017 y FONDECYT 732/91) 

DETERMINACION DEL MOMENTO EN QUE REPLICA EL DNA NOR 
DESPUES DE TRATAMIENTOS CON 5-AZACITIDINA (5-AzA C) 
DURANTE SEGMENTOS RESTRINGIDOS DEL PERÍODO S. 
(Determination of the replication time of NOR DNA 
after 5-AzaC feeding during restricted segments of the 
S period). MERGUD1CH. D.i: Leyton. C.j; Gonzâlez-
Fernàndez, A. 'I ; De la Torre, C. ?_ y Sans, J. j. 

* Dpto. Biol. Cel y Gen. Fac. Med. U. de Chile. 
R Centro de Inv. Biol. C.S.I.C., Espana. 

Los cistrones ribosomaíes de plantas, poseen río 
arriba del promotor secuencias repetidas cuyo nivel de 
metilación condiciona su eficiência transcriptiva. En 
estúdios prévios hemos visto que tratamientos con 
5-AzaC durante todo el S, adelanta la nucleologénesis, 
proceso que corresponde al ensamblaje dei nuclêolo y 
que depende de la reiniciaciôn de la transcripeión de 
los cistrones ribosomaíes. 

En el presente trabajo, se estudia por una parte, 
como cambia el patron de metilación dei DNA después de 
5-AzaC y la cinética de síntesis de RNA. Y por otra, 
el momento en que replican los cistrones ribosomaíes 
durante el período S. En este último caso aplicamos 
un protocolo experimental en que se administra 5-AzaC 
en cinco segmentos discretos del per iodo S y se 
analiza la cinetica de reorganización nucleolar en la 
transición M-Gj . 

5-AzaC (10~**M) deprime la incorporación de grupos 
metilo a regiones ricas en GC. Aproximadamente el B2JÍ 
de los residuos de metilcitosina son demetilados. Este 
tratamiento incrementa l.B veces la incorporación de 
3 H Urd. 

La hipometilación de distintos segmentos dei DNA 
durante el período S, sugiere que los cistrones ribo­
somaíes replicarían en el 22 quinto dei período S. 

Tratamientos secuenciales con timidina 3H 
confirman que Ias zonas organizadoras de nucléolos de 
los cromosomas replican en S temprano. 
FONDECYT 89-812. Convênio U. de Chile C.S.I.C. Espana. 

INDLCCION DE SIALOGLICQPROTE: I W S DE SECRECIÓN EN 
GLÂNDULA PAROTIÜA DE RATON PGR TRATAMIENTO CRONUO CON 
ISOPROTERENOL (Induction o-F sialoglycoproteins in mouse 
parotid glands by chronic administration of isoprotere­
nol). M.C. BrAnos. M.J. Gonzalez y R.Q. Lopez Sal is. 
Dpto. Biol. Cel. y Gen., Fac. Medicina, U. de Chile. 

El tratamiento crônico diário con isoproterenol 
(I PR) produce crecimiento hipertróf ico, induce ión de 
una familia de 5 pol lpeptides secretaries (pps C-G) e 
incremento en el contenido de ácido siálico aparente­
mente secretable también, en las glândulas parótidas de 
ratõn. En el presente estúdio se busco establecer si 
los pps C-G son las sialoglicoprateinas de secreción. 
Con este -Fin, se preparo fracciones solubles (centrifu-
gación di-ferencial) de parótidas hipertrofiadas, Ias 
que fueron sometidas a separaciones electroforéticas en 
geles de poliacrilamida-SQS y tenidas sea iene i a1mente 
con PAS y Coomassie blue (Cb). 

Un grupo de 5 bandas fueron PAS positiva:; (Mr 69K, 
64K, 55K, 52K y 34K) y algunas de ellas (Mr 64K y 52K) 
comigraron con bandas Cb positivas correspondientes -a 
los pps C y E. Por fraccionamiento con sulfato de 
amorno (0-4aC) se obtuvo una fracción (0-30*/,) rica en 
los pps D-G y pobre en NAMA y otra (30- 50"/.) rica en 
NANA y carente de los pps C'-G. Esta última fracción 
mastró una marcada react i v i dad PAS en 1as bandas 
electroforéticas Mr 69K, 64K y 55K, distinguibles de 
los pps C-G. La desialilación de Ias putativas sialo­
gl icoproteí nas con neuraminidasa exógena suprimia la 
reactividad PAS y, en cambio, permitió la reactividad a 
Cb. La aparición e incremento progressivo de bandas PAS 
positivas Mr 69K, 64K, 55K y 52K y su desaparición en 
Ias 2 horas siguientes a la indueciõn de secreción pudo 
ser observada en rorogenizados totales. Nuestros 
estúdios sugieren que los pps C-G son escasamente 
siali lados y que IPR induce al rnenos 4 sialoglicopro-
ternas secretarias (Mr 69K, i-AY-,f 55K y 52K). 
Proyectos DTI 3208/9013 V FOTJDECVT 0793/89 

I N D U C C I O N DE E N Z I M A S P E R O X I S O M A L E S EN 
MACROFAGOS DE R A T O N EN C U L T I V O ( P e r o x i s o m a l 
e n z y m e i n d u c t i o n i n mouse m a c r o p h a g e s i n 
c u l t u r 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 i 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 : 0 - 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 de á c i d o s b i l i a r e s y 
p l a s m a l ó g e n o s , e t c . B i o g e n é t i c a m e n t e , I a s 
p r o t e í n a s p e r o x i s o m a i 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 1i 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 p o s t r a d u c c i o n a l m e n t e . 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 1 a b i o g e n e s i s 
p e r o x i soma 1. E n h e p a t o c i t o s d e r o e d o r e s , 1 o s 
pe 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 , como 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 e i ó n p e r o x i s o m a i e n c é l u 1 a s n o 
h e p á t i c a s . 

C o n e l o b j e t o d e e n c o n t r a r u n mode 1 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 i 
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 , hemos i n i c i a d o e l e s t ú d i o de 
1 a i n d u c e i ó n p e r o x i s o m a i 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 . Hemos u t i 1 i z a d o l a 11nea 
c e l u l a r de m a c r ó f a g o s m u r i n o s , J 7 7 4 - 3 , q u e s e 
h a c u l t i v a d o e n p r e s e n c i a d e C l o f " i b r a t o , u n a 
d r o g a h i p o 1 i p i demi a n t e de e f e c t o c o n o c i d o . 
Hemos d e t e c t a d o u n a u m e n t o p r e f e r e n c i a l d e 
I a s e n z i m a s p e r o x i s o m a l e s ( c a t a i 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 ) , d e p e n d i e n t e d e i t i empo d e 
i n c u b a c i ó n y d e l a c o n c e n t r a c i ô n d e l a d r o g a 
u t i 1 i z a d a . 

L o s r e s u 1 t a d o s o b t e n i d o s e v i d e n e i a n 1 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 e 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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LA CÉLULA 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. ; Dabiké, M. Laboratório 
Embriología, Facultad de Medicina, Universidad de 
Chile. Facultad de Ciências Biológicas, Universidad 
Católica. 

Adhesion, reconocimiento y câmbios de la forma celular 
son algunos de los câmbios involucrados en la migraciõn . 
Esto implica la presencia de receptores específicos a 
nivel de la superficie y de un citoesqueleto organizado. 
El objetivo de este estúdio preliminar es describir, 
durante la fase migratória de Ias células germinales 
primordiales (CGPs), detalles estructurales de la super­
ficie y cortex celular. 
Tres embriones humanos de 27, 30 y 33 dias de gestación 
recuperados desde embarazos tubarios después de 
salpingectomías, se trataron según técnicas convenciona-
les para Microscopía Electrónica de Transmisiõn. 
Las CGPs en migraciõn se reconocen por su gran tamano, 
forma redondeada u ovalada, núcleo vesiculoso y nucléo-
lo prominente. En el citoplasma se observa abundante 
glicógeno y gotas lipídicas. Su superficie celular pre­
sents un glicocalix de 30nm de grosor localizado aparen­
temente en el polo migratório. En Ias CGPs intimamente 
asociadas a células somáticas, este glicocalix está 
ausente. El cortex celular de un grosor de 90 a 
lOOnm, aparece constituído por un retículo que contiene 
microtúbulos y filamentos finos de dos diâmetros 
diferentes. 

Estos resultados son de importância en relación a los 
factores que controlan la adhesion y migraciõn de 
Ias CGPs hacia la cresta genital. 

Financiado por Proyecto DTI M3189-9013 

DEPRIVACION DE IL-3 EN CÉLULAS HEMAT0POYETICAS -IL-3 DE-
PENDIENTE ALTERA SU UNION A ESTROMA POR INICIO DE 
AP0PT0SIS. (Cell binding and apoptosis in hemopoietic 
cells). Minguell.J.J..Biologia 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-
feración, migraciõn y diferenciaciõn en la medula 
õsea. Puesto que la célula troncal, es factor de 
crecimiento (FC) dependiente, resulta importante estu­
diar si los FC afectan los procesos adhesivos. La depri-
vación de FC en particular es importante, puesto 
que durante el trasplante de medula, la célula troncal 
es manipulada en ausência de FC. Para estos estúdios 
se utilizan cocultivos de líneas celulares - factor 
dependiente de progenitores hematopoyéticos y de 
estroma. Células IL-3(+) exhibieron una adhesion 
de 52% sobre 20 hrs de cocultivo, en cambio en células 
IL-3Í-) la adhesion bajó a 34%. La readición de FC, 
dentro de las 10 primeras horas de deprivación, resulta 
en la recuperaciõn de la capacidad adhesiva. Este efec­
to sólo fue producido por IL-3 y IL-4. Células IL-
3(-í, a pesar de exhibir alta viabilidad (95%), expresa-
ron características moleculares y morfolõgicas propias 
de los procesos de muerte celular programada. Sobre 
6 hrs de deprivación de FC, el esquema electroforético 
de DNA (2% Agarosa) mostro fragmentaciõn con bandas 
de aprox. 200 pb. y la morfología a ME revelo abundante 
condensaciõn de cromatina y desapariciõn de microvello-
sidades. Estos parâmetros, propios de apoptosis no 
resultaron evidentes en células IL-3(-) a los que 
se les readicionõ el FC dentro de Ias 10 hrs de depriva-
ciõn. Estas observaciones sugieren que los câmbios 
adhesivos que ocurren en progenitores hematopoyéticos-
FC dependientes mantenidos en ausência temporal de 
FC, son consecuencia dei inicio de la expresiõn de 
un programa de muerte celular. 
Fondecyt 89-990. 

P R O T E Í N A S D E M E M B R A N A P E R O X I S O M A L H U M A N A . 
(Human peroxisomal membrane proteins.) 
Alvarez. Hidalgo. y_,_, Kawada. M.E. . 
Santos. M.J. Dpto. de Biologia Celular y 
Molecular, P. Universidad Católica de Chile, 
Santiago, Chile. 

Los p e r o x i s o m a s son o r g a n e l o s 
subcelulares esenciales. Sus proteínas son 
sintetizadas en ribosomas libres y son 
importadas postraduccionalmente al organelo. 
El conocimiento de las propiedades de la 
membrana peroxisomal es crucial para el 
entendi miento de las funciones del organelo 
y su biogenesis. En humanos, este 
conocimiento cobra mayor relevância, dado la 
existência de afecciones genéticas que 
afectan el ensamblaje del organelo. 

Hemos comenzado el estúdio de las 
proteínas de membrana peroxisomal humana, a 
partir de peroxisomas provenientes de 
biopsias quirúrgicas de higado humano, 
purificados en gradientes de densidad. Hemos 
obtenido membranas de peroxisomas, 
mitocondrias y microsomes, mediante distintos 
procedimientos. Las principales proteínas de 
la membrana peroxisomal humana tienen pesos 
moleculares aparentes de 139, 78, 68, 52, 44, 
40, 27, y 21 kDa. Las proteínas de 139, 78, 
68, 44 y 21 kDa, corresponded an a proteínas 
integrales de membrana. Hemos además 
producido anticuerpos policlonales que 
reconocen principalmente las proteínas de 68 
y 44 kDa (reconociendo además las proteínas 
de 139 y 21 kDa) y anticuerpos monoclonales 
que reconocen las proteínas de 139 y 68 kDa. 

Estos resultados aportan herramientas 
para la caracterización de estas proteínas en 
situaciones normales y patológicas. 
Financiado por Proyecto F O N D E C Y T 718/90. 

ESTÚDIO ESTRUCTURAL DE CROMATINA EN ESTADOS DE ACTIVA 
PROLIFERACION. (Chromat in s t r u c t u r a l s tudy in stages of 
a c t i v e p r o l i f e r a t i o n ) . G u t i e r r e z , S . , Montecino.M. Gam-
boa, S . , Puchi M., Imschenetzky , M. Depto. B i o l o g i a Mo­
l e c u l a r , Fac . C iênc ias B io l óg i cas y Recursos N a t u r a l e s , 
Un ive rs idad de Concepc ión. 

Uno de los aspectos más estud iados en e l proceso de 
remodelaciôn de la e s t r u c t u r a de la c romat ina , lo constj_ 
t uye la mod i f i cac iôn p o s t - t r a d u c c i o n a l de p ro te ínas c r o -
mosomales, en espec ia l la A D P - r i b o s i l a c i ó n . 

En un estado de a c t i v a p r o l i f e r a c i ó n como los prime -
ros c i c l o s de d i v i s i o n del d e s a r r o l l o embr ionár io dei 
e r i z o de mar Te t rapygus n i g e r , se ha d e s c r i t o una po l i 
A D P - r i b o s i l a c i õ n c i c l o c e l u l a r dependiente de v a r i a n t e s 
h i s t ó n i c a s t i p o Cs , que a lcanza su grado máximo a l i n i ­
c i o de fase S y e l minimo al i n i c i o de m i t o s i s . Además, 
se ha e s t a b l e c i d o una r e l a c i ó n d i r e c t a de es ta m o d i f i c a ­
c i ôn con la r e p l i c a c i ó n del ADN y la d i v i s i o n c e l u l a r de 
es tos embr iones. 

En e s t e t r a b a j o se v e r i f i c o l a impor tânc ia de la a c U 
v idad de p o l i A D P - r i b o s i l a c i ó n en la remodelaciôn de la 
e s t r u c t u r a c romat tn ica r e p l i c a t i v a . E l a n á l i s i s se 1 l e ­
vo a cabo mediante una d i g e s t i o n con nuc leasa mic rococa l 
de núc leos de embriones en fase r e p l i c a t i v a (S1) c o n t r o l 
e incubados con 3-aminobenzamida 20 mM, un i n h i b i d o r e s ­
p e c i f i c o de e s t a a c t i v i d a d i n v i v o . P o s t e r i o r m e n t e , Ias 
p a r t í c u l a s supranucleosomales y los f ragmentos de ADN 
que Ias conforman, f ue ron ana l i zadas por e l e c t r o f o r e s i s 
en ge les de agarosa y p o l i a c r i l a m i d a respec t i vamen te . 

Los r esu l t ados obten idos ind ican que la cromat ina r e ­
p l i c a t i v a , p resenta una conformación más r e l a j a d a que la 
observada en ooc i t os s i n f ecunda r , con m u l t i p l e s s i t i o s 
sens ib l es a la a c t i v i d a d de nuc leasa . Además la incuba-
c ión con 3-AB induce la obtenc ión de un pat ron de d i g e s ­
t i o n s i m i l a r al observado en c i g o t o s de 5 minutos pos t -
inseminac ión , en los cua les no se ha producido l a remode 
l ac i ón de los pronúc leos mascul ino y femenino. 

F inanc iado por P royec to DIc 203135 y 91-31-39-1, U n i v e r ­
s idad de Concepción. 


