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DOMINGO 8 DE OCTUBRE 2006

09:00 —13:30
11:00 — 13:00
13:00 — 15:00
15:00 - 16:30
16:30 —17:30
17:30 - 19:00

Entrega de Programas — Salén Ranco
Instalacion de Paneles: Sesion I N° 1 al N° 71 — Salones Lonquimay y Coiaripe

Presentaciones Técnicas

- Desarrollo de Nuevos Productos para Cultivos Celulares. Joseph Camire, HyClone Inc.

- Sistema Confocal Programable: Un Concepto de Futuro en la Microscopia Confocal Actual.
Robert Dunakin, Leica Microsystems.

- Aplicaciones del Analisis de Imagenes en Ciencias Biologicas. Enrique Leo Portiansky, Argenti-
na.

- Roche Applied Science: Nuevas Tecnologias para Mejores Resultados. Andrés Araya, Roche
Diagnostics Chile.

Almuerzo

Comunicaciones Libres I — Salén Araucania
Presidente: Martin Montecino
Secretario: Miguel Allende

Flujo ovoplismico en el zigoto del pez cebra (Ooplasmic flow in the zebrafish zygote). Juan Fernindez
y Fuentes, R. Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.

Los receptores Fcy potencian la degradacion de antigenos bacterianos en células dendriticas y la
activacion de linfocitos T. Andrés A. Herrada'+, Jaime A. Tobar', Francisco J. Contreras'? y Alexis M.
Kalergis'2. 'Departamento de Genética Molecular y Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia
Universidad Catolica de Chile. 2Departamento de Reumatologia, Facultad de Medicina. Pontificia Universidad
Catolica de Chile. *Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. 4 Instituto de
Quimica. Facultad de Ciencias Basicas y Matematicas. Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso.

Acetilacion de histonas en regiones de quiebre cromosomales (BCRs) de RUNX1. Marcela Stuardo.
Milka Martinez, Soraya Gutiérrez. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados en Sefializacion Celular
y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

Localizacion de los receptores para TGF-f3 en la membrana plasmatica y su endocitosis en mioblastos
C2C12. (Plasma membrane TGF-B receptors localization and its endocytosis in C2C12 myoblasts). Claudio
Cabello-Verrugio, Brandan, E. Laboratorio de Diferenciacion Celular y Patologia, FONDAP Biomedicina
JV Luco, Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

En neuronas hipocampales, N-metil-D-aspartato induce liberacion de calcio desde compartimentos
sensibles a ryanodina y promueve la generacion de especies reactivas de oxigeno mediada por NADPH
oxidasa. Pablo Muiioz-Carvajal'?, Humeres, A.!, Haeger, P., Nufiez, M.T.2 e Hidalgo, C.'. '\Centro FONDAP
de Estudios Moleculares de 1a Célula, Facultad de Medicina, Universidad de Chile,2Departmento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Evaluacién del rol del reticulo endopliasmico en la biogénesis de proteinas de membrana peroxiso-
mal, en fibroblastos humanos controles y mutantes de la biogénesis peroxisomal. Toro A., Koenig,
C. y Manuel J. Santos. Laboratorio de Bioquimica Celular y Genética, Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Cofaripe

Comunicaciones Libres II — Salon Araucania
Presidente: Alexis Kalergis
Secretario: Ludwig Amigo

Efecto deIL-4 en el homing delos linfocitos a mucosa intestinal. Raul Elgueta!, F. Vilches!, L. Vargas', M.R.
Bono!-23, M. Rosemblatt!-23. 1. Universidad de Chile. 2. MIFAB. 3. Fundacion Ciencia para la Vida.

Regulacion post-mitética de la expresion del factor de transcripcion 6seo Runx2. Implicancias en el
compromiso del linaje 6seo y control de la proliferacion celular. Mario Galindo!, Nadiya Teplyuk?,
Xiaoqing Yang? Daniel Young?, Jane Lian2 Janet Stein?, Gary Stein?, Andre van Wijnen2. 'Programa de
Biologia Celulary Molecular, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2Department of Cell Biology and Cancer Center, University of Massachusetts Medical School, Worcester,
Massachusetts, USA.

Analisis dela morfogénesis asimétrica del 6rgano parapineal de pez cebra en tres niveles de organizacion
(Multi-scale analysis of the asymmetric morphogenesis of the parapineal organ in zebrafish) Hartel S.,
Lemus C.G., Jara J., Cabrejos M.E., Miguel L. Concha. Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo,
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

ocQz—~=20FC

[~ ]



ocaz~20FC

(=}

v

19:00 - 19:30
19:30 - 20:30
20:30

22:00 —-23:30
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Localizacién basolateral del transportador de vitamina C SVCT2 en las células epiteliales de los
plexos coroideos. (Basolateral localization of vitamin C transporter SVCT2 in choroid plexus epithelial
cells). Viviana Ulloa*, Maria de los Angeles Garcia, Hernan Montecinos, Francisco Nualart. Departamento
de Biologia Celular, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad de Concepcion.

Participacion de la via PI-3 kinasa/ Akt en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Lorena
Mujica'2, Carola Otth!, Angara Zambrano', Ilona I. Concha!, Ricardo B. Maccioni'23. 'Instituto de Bio-
quimica, Universidad Austral de Chile, 2Millennium Institute for Advanced Studies in Cell Biology and
Biotechnology (CBB), 3Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Funcién de estrogenos sintetizados localmente en la diferenciacion de células progenitoras mesen-
quimaticas humanas (hMSC). Ana Maria Pino', J.M. Rodriguez!, S. Rios!, P. Astudillo', L. Leiva2, G.
Seitz}, M. Fernandez!' y J.P. Rodriguez'. 'Laboratorio de Biologia Celular, 2Laboratorio de Envejecimiento,
INTA, Universidad de Chile. *Hospital Sotero del Rio.

Inauguracién — Salén Araucania
Martin Montecino L., Presidente de la Sociedad
Homenaje Dra. Cecilia Hidalgo Tapia, Premio Nacional de Ciencias 2006.

CONFERENCIA CENTRO DE REGULACION CELULAR Y PATOLOGIA “Ji OAQUIN V. LUCO”
(CRCP) P. UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE

Salén Araucania

Presenta: Nibaldo C. Inestrosa .

DE PROGENITOR A NEURONA: EL CAMINO DE LA NEUROGENESIS EN EL HIPOCAMPO
ADULTO.

Alejandro F. Schinder. Fundacion Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina

Cena

Presentacion de Paneles - Sesion I (N° 1 al N° 71)

Salones Lonquimay y Coiaripe

Coordinadores: Ricardo Moreno, Raiil Herrera, Claudia Riedel,
Giancarlo de Ferrari y Manuel Estrada

(1) Caracterizacion de las células dendriticas en el lupus eritematoso sistémico (Dendritic cells and
lupus). Jennifer Alfaro!, Mario Rosemblatt'2 y Maria Rosa Bono'. 'Laboratorio de Inmunologia, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile, 2Fundacion Ciencia para la Vida y MIFAB.

(2) Fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) y el receptor de glucocorticoides modulan la respuesta inmune
innata mediada por el TLR2. Sergio Arancibia, Paulina Silva, Rodrigo Valenzuela, Galia Ramirez y
Marcela A. Hermoso. Lab. Inmunidad Innata, Programa Inmunologia, ICBM, Fac. Medicina, U. Chile,
Santiago, Chile.

(3) ST2, marcador periférico de respuesta inmune TH2 en colitis ulcerosa. Caroll Beltran'3, Sepulveda
S.E. !, Figueroa C.2, Quera R.234, Hermoso M.A.' ICBM, Programa Inmunologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile!. Dpto. Medicina Interna2, Gastroenterologia3 Hospital Clinico Universidad de Chile.
Servicio Gastroenterologia Clinica Las Condes*.

(4) Salmonellainterfiere conla funcién dela célula dendritica paraevadirlarespuestainmune adquirida
y causar infeccion sistémica. Susan M. Bueno!, Jaime A. Tobar!, Cristian Pereda, Flavio Salazar-Onfray3,
Guido Mora’ y Alexis M. Kalergis'. Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catélica de
Chile; Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile y Universidad Andrés Bello.

(5) Células inmuno-competentes TGFB1+ median la respuesta inmune contra Neisseria gonorrhoeae.
(TGFB1+ immuno-competent cells mediate immune response against Neisseria gonorrhoeae). Enzo Can-
dia, Acuna-Castillo C, Reyes-Cerpa S, Rodriguez F e Imarai M. Laboratorio de Inmunologia, Facultad de
Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.

(6) Linfocitos T CD4+ y CD8+ responden diferencialmente a sefiales de homing. Jaime De Calisto!,
MR Bono'2, JR Mora*, M Rosemblatt!23. 1 Universidad de Chile. 2 MIFAB. 3 Fundacion Ciencia para la
Vida. 4 Harvard Medical School.

(7) Expresiony activacién del receptor B1 de cininas en el leucocito neutréfilo humano. Ingrid Ehrenfeld,
Astroza, A, Pavicic MF, Matus CE, Nualart F*, Figueroa CD. Instituto de Histologia & Patologia, Universidad
Austral de Chile, Valdivia; Departamento de Biologia Celular*, Universidad de Concepcion.

(8) Generacion de células dendriticas tolerogénicas in vivo (Generation of tolerogenic dendritic cells
in vivo). Alejandra Gleisner!, Mario Rosemblatt'2, Maria Rosa Bono!, Alberto Fierro® 'Laboratorio de
Inmunologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, 2Fundacion Ciencia para la vida , MIFAB y
UNAB.3Unidad de Trasplantes, Clinica Las Condes, Santiago, Chile.
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(9) Expresion relativa de receptores Fcy activadores e inhibidores modulan la susceptibilidad de desar-
rollar Encéfalomielitis Autoinmune Experimental. Mirentxu Iruretagoyena', M. Gutiérrez2,S. Jacobelli?
y A. Kalergis'2 'Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas.
2Departamento de Reumatologia, Facultad de Medicina. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

(10) Linfocitos B modulan la transmigracion de linfocitos T a través de células endoteliales (B lympho-
cytes modulate T lymphocyte’s transmigration across endothelial cells). Jocelyn C. Neirat, Valeska Simon,
Lilian Reyes, Mario Rosemblatt!? y Maria Rosa Bono!. 'Laboratorio de Inmunologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile, 2 Fundacion Ciencia para la Vida. MIFAB y UNAB. Santiago, Chile.

(11) Polimorfismos de TLR-4 y NOD2/CARDI1S en pacientes chilenos con enfermedad inflamatoria
intestinal. Alexis Peralta®, Figueroa C.0), Castro P.?, Herrera L.®), Valenzuela J.09, Aguillén JC.@,
Quera R.(34, Hermoso M.A.@ 1 Departamento Gastroenterologia, Hospital Clinico U. Chile. 2 Programa
Inmunologia, ICBM, Facultad Medicina, U. Chile. 3 Programa Genética, ICBM, Facultad Medicina, U.
Chile. 4 Departamento Gastroenterologia, Clinica Las Condes. Santiago.

(12) Efectos intracelulares de 1T9302, péptido homologo al dominio funcional de IL-10, en células
dendriticas. Barbara Pesce, A Mendoza, G Tapia, L Videla, F Salazar-Onfray. Programa Disciplinario de
Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

(13) Efecto inhibitorio en la sintesis versus efecto inhibitorio en la secrecién de IL-2 en linfocitos T.
Maria Cecilia Rauch, Slebe, J.C. y Claude, A. Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile.

(14) Transicion epitelio-mesénquima en células epiteliales infectadas con Neisseria gonorrhoeae. (Epi-
thelial-mesenchymal transition in epithelial cells infected by Neisseria gonorrhoeae). Carolina Rodriguez-
Tirado, Martinez J, Valdés D, Maisey K. Laboratorio de Inmunologia, Facultad de Quimica y Biologia,
Universidad de Santiago de Chile.

(15) Regulacion diferencial de la expresion de canales de uniones en hendidura por citoquinas proin-
flamatorias en microglias primarias y células EOC20. 12Pablo J. Sdez, '?Kenji Shoji, 'Mauricio Retamal,
3Rommy von Bernhardi y '2Juan C. Saez. 'Nucleo Milenio Inmunologia e Inmunoterapia. Deptos. 2Ciencias
Fisiologicas y *Neurologia, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(16) Evaluacion de células dendriticas reguladoras en la induccién de linfocitos CD4*CD25*FOXP3* en
artritis murinainducida por colageno. Lorena Salazar, O Aravena, A Escobar, J Contreras, C Hernandez, JC
Aguillon. Programa Disciplinario de Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

(17) Identificacién y analisis de la expresion de genes relacionados con la patogenicidad y virulencia
del hongo Botrytis cinerea. (Identification and expression analysis of genes related to fungal pathogenic-
ity and virulence in Botrytis cinerea). E. Silva, Miiller, C., Felipe Shaerer y Valenzuela, P.D.T. Fundacion
Ciencia para La Vida, Instituto MIFAB y Universidad Andrés Bello.

(18) Expresion de receptores de quimioquinas en organos hematopoyeticos del pez cebra. Posible
rol en el desarrollo de linfocitos. Viviana Gallardo(1), Villablanca, E.(2) y Allende M.L.(1). (1) Nucleo
Milenio de Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile; (2) Hospital Vita-San
Raffaele, Milan, Italia.

(19) Mecanismos antiangiogénicos de calreticulina de Trypanosoma cruzi. Nandy C. Lépez, Laura
Paleari, Adriana Albini, Arturo Ferreira. Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Microbiana, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, Chile. Molecular Oncology Lab, Istituto Nazionale per la Ricerca sul
Cancro, Italy.

(20) Adenosina desaminasa unida a CD26 y a receptores de adenosina promueve co-estimulacién en
la interaccion entre las DC y las células T. Rodrigo Pacheco, Jos¢ M. Martinez-Navio, Maryléne Lejeu-
ne, Nuria Climent, Harold Oliva, José M. Gatell, Teresa Gallart, Josefa Mallol, Carmen Lluis, and Franco
R. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Biologia, Universidad de Barcelona.
Barcelona, Espafia.

(21) Identificacion y clonamiento del cDNA que codifica para el simporter Na+/I- (NIS) de la tiroides
del roedor Auliscomys boliviensis. Alejandro Arriagada', Navarro C', Molina A', Gompert B3, Valenzuela
Mz, Cabello G2, Carrasco N4, Riedel, C!. 'Universidad Andrés Bello. 2Universidad de Tarapacd. 3University
Collage London. *Albert Einstein Collage of Medicine NY.

(22) Identificacién y analisis de expresién de genes relacionados con el crecimiento micelial durante
la infeccion en Botrytis cinerea. (Identification, characterization and expression analysis of hyphal growth
genes during the infection process from Botrytis cinerea). Carolina Aguayo, Silva, E. y Valenzuela, P.D.T.
Fundacion Ciencia para La Vida e Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada.

(23) Distribucion de proteinas de fision mitocondrial en misculo esquelético. Paola Aedo, Verdnica
Eisner, Blanca Pérez, David Mears, Cecilia Hidalgo, Enrique Jaimovich. Instituto de Ciencias Biomédicas,
Centro de Estudios Moleculares de la Célula, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(24) Expresion y funcién de receptores Frizzled musculares en la union neuromuscular de vertebrados.
(Expression and function of muscle Frizzled receptors at the vertebrate NMJ). Evelyn Avilés, Marcela Low,
Felipe Montoya, Juan Pablo Henriquez. Departamento de Biologia Celular, Universidad de Concepcion.
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(25) Aumento en la sintesis de proteoglicanes en distrofia muscular: rol de los fibroblastos y respuesta
de células musculares a CTGF. (Increase of proteoglycans in muscular dystrophy: Role of fibroblasts and
response to CTGF in muscle cells). Daniel Cabrera y Brandan, E. Laboratorio de Diferenciacion Celular
y Patologia, FONDAP Biomedicina JV Luco, Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

(26) Requerimiento delos receptores Iy Il de TGF-p durantela diferenciacion muscular de células C,C,.
(Requirement of TGF-f receptors I and II during muscle differentiation in C,C cells). Rebeca Droguett y
Brandan, E., Fondap-Biomedicina, Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad Catélica de Chile.

(27) Expresion de DHPR cardiaco y esquelético en lineas musculares esqueléticas disgénicas. José
Miguel Eltit!, Westerman KA?2, Allen PD?, Jaimovich E!. Centro de Estudios Moleculares de la Célula,
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile' y Anesthesia Department, Brigham and Women’s
Hospital, Harvard Medical School2.

(28) Localizacion subcelular de 1a subunidad gp91rtx de NADPH oxidasa en musculo cardiaco. Matias
Escobar, Paulina Donoso. Escuela Tecnologia Médica y PBCM, Instituto de Ciencias Biomédicas. Facultad
de Medicina. Universidad de Chile.

(29) Glipican esta asociado a balsas lipidicas, regulando la inhibicién miogénica inducida por FGF-2.
(Glypican is associated to lipid rafts and regulates the myogenic inhibition induced by FGF-2 in myoblasts).
Jaime Gutiérrez, J.P. Henriquez y E. Brandan. Departamento de Biologia Celular y Molecular, Centro
de Regulacion Celular y Patologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

(30) Caracterizacion inmunocitoquimica de modelos de motoneuronas in vitro. Efectos de seiializacion
‘What. (Immunocytochemical characterization of motoneuron models in vitro. Wnt signalling effects). Claudio
Iribarren y Juan Pablo Henriquez. Departamento de Biologia Celular. Universidad de Concepcion.

(31) Expresion de HSP70 en miotubos de rata despolarizados con K*. Gonzalo Jorquera, Sotomayor
0., Juretic N., Jaimovich E., Riveros N. Centro de Estudios Moleculares de la Célula, Programa Biologia
Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(32) Hemicanales compuestos de panexinal constituyen una via de liberacion de ATP durante la
potenciacion de la contraccion muscular esquelética. Manuel Riquelme, Saez J.C. Depto. Fisiologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(33) Efecto de la deficiencia de NPC1 en la distribucién de SR-BI en células en cultivo. Cristian Ama-
dor, Veroénica Quifones, Felipe Barros®, Laura Liscum, Attilio Rigotti & Silvana Zanlungo. Departamento
de Gastroenterologia, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile.*Centro de Estudios
Cientificos CECS, Valdivia.

(34) Expresion diferencial de leptina y su efecto sobre marcadores de diferenciacion adipogénica en
células progenitoras mesenquimaticas humanas (hMSC) de donantes sanas y osteoporoticas. Pablo
Astudillo, Susana Rios, Ana Maria Pino y Juan Pablo Rodriguez Laboratorio de Biologia Celular, INTA,
Universidad de Chile.

(35) Participacion del TNF-o de transmembrana (mTNF-a) en la lipogénesis. Paula Figueroa, Acuia
MJ, De la Maza MP, Fernandez M. Laboratorio de Biologia Celular, INTA, Universidad de Chile.

(36) La proteina anti-apoptotica Bcl-2 es un gen blanco del factor nuclear de transcripcion PPARga-
mma. Carolina Bernal, Fuenzalida, K, Piderit, D., Cavallero, B, Loyola, G, Dominguez, C., Perez-Acle,
T., y Bronfman, M.. Centro de Regulacion Celular y Patologia (CRCP) and Millenniumn Institute for
Fundamental and Applied Biology, Center for Genomics and Bioinformatics, Departamento de Biologia
Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Catolica de Chile.

(37) Expresion, localizacion subcelular y actividad de PPARs o, By v en células troncales mesen-
quimaticas humanas (MSC) y células troncales neurales (NSC) generadas a partir de MSC. David
Contador!, Miguel Bronfman?, Paulette Conget' 'Facultad de Medicina, Clinica Alemana-Universidad del
Desarrollo. 2Departamento de Biologia Celular y Molecular. Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(38) Evaluacion de la ruta exocitica en fibroblastos humanos controles y mutantes de la biogénesis
peroxisomal. Implicancias en la biogénesis peroxisomal humana. Sebastian Sepilveda, Toro A. y
Santos MJ. Laboratorio de Bioquimica Celular y Genética, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

(39) Sitios de unién de nucleétidos presentes en el transportador de vitamina C SVCT2. (Nucleotide
binding sites in the vitamin C transporter SVCT?2 ). Carlos Aylwin, Ormazabal V., Zuiiiga F.A., Salas-Burgos
A., Haensgen H., Rivas C.I., Vera J.C. Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion.

(40) La endocitosis de SVCT2 es regulada por los niveles de acido ascérbico extracelular en el rifién
embrionario. (SVCT2 endocytosis is regulated by extracellular levels of ascorbic acid in the embryonic kidney).
Tamara Castro y Francisco Nualart. Departamento de Biologia Celular, Universidad de Concepcion.
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(41) Sitios de union a cationes divalentes en el transportador de vitamina C SVCT2 (Divalent cations
binding sites in the vitamin C transporter SVCT2). Henny Haensgen, Zuiiiga F.A., Ormazabal V., Aylwin
C., Vasquez O., Rivas C.I., y Vera J.C. Departamento de Fisiopatologia. Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad de Concepcion.

(42) HUGTrell, un putativo transportador de UDP-galactosa humano, responde al mecanismo UPR.
Maribel Donoso!, Francisca Reyes!, Maria Paz Marzolo?, Ariel Orellana'. 'Centro de Biotecnologia Vegetal,
Universidad Andrés Bello. 2 Departamento de Biologia Celulary Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
P. Universidad Catélica de Chile.

(43) Modificacion de la localizacion de SVCT2 en células troncales tumorales humanas cultivadas en
diferentes condiciones. (SVCT2 localization is modified in tumor stem cells cultured in different conditions).
Patricia Pastor*, Maria de los Angeles Garcia*, Karin Reinicke*, Fernando Pérez#, Agustin Martinez¥,
Vania Figueroa¥, Francisco Nualart*. Laboratorio de Neurobiologia, Departamento de Biologia Celular,
Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion, #Hospital Regional Concepcion, Chile y
&Centro de Neurociencia, Valparaiso.

(44) Efectos morfologicos de la sobreexpresion de ezrina en células derivadas de glandulas salivales
humanas. (Morphologic effect of Ezrin overexpression in cells derived from human salivary glands) Paola
Pérez!, Alliende C', Brito M!, Aguilera S2, Castro I', Molina C3, Leyton C!, Goldsmith C4, Baum B¢y
Gonzalez MJ' 'ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, 2Clinica INDISA-Universidad Andrés
Bello, *Universidad Mayor, “NIDCR, NIH, USA.

(45) Reconstitucion de acinos polarizados por cultivo tridimensional de células HSG. Modelo de estudio
de alteraciones en la polaridad presentes en glandulas salivales labiales de pacientes con Sindrome
de Sjogren. (Polarized acini reconstitution by three dimensional culture of HSG cells. Model of polarity
alterations of salivary acinar cells from Sjogren’s Syndrome patients). Ménica Brite!, Ewert P!, Pérez
P1, Castro I',Olea N, Alliende C', Aguilera S2, Leyton L!, Leyton C' y Gonzalez MJ' ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile!, Clinica INDISA-Universidad Andrés Bello.

(46) Expresion ylocalizacion de ocludinay ZO1 en células acinares salivales hipofuncionales. (Expression
and localization of Occluding and ZO1 in hypofunctional salivary acinar cells). Patricia Ewert!, Alliende
C!, Kwon Y-J, Molina C3, Velozo J!, Aguilera S2, Olea N!, Leyton C', Gonzalez S!, Gonzalez MJ'. 'Facultad
de Medicina-Universidad de Chile, 2Clinica Indisa-Universidad Andrés Bello y 3Universidad Mayor.

(47) Regulacion de la expresion de factores angiogénicos por progesterona en células de cancer de
mama ZR-75 y T47-D. Estefania Espinoza, Aranda-Jaque E. y Owen GI. Unidad de Reproduccion y
Desarrollo. Facultad de Ciencias Bioldgicas. Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(48) Mecanismos celulares dela reversién adiposa del estroma mamario por factores de origen tumoral.
(Cellular mechanisms of adipose reversion by tumoral factors). Javier Guerrero', N. Tobar!, L. Espinoza?,
J. Martinez'. 'Laboratorio de Biologia Celular, INTA, Universidad de Chile. 2Anatomia Patologica, Hospital
Luis Tisné.

(49) El receptor de EGF media los efectos de TGF-$31 sobre la malignidad de queratinocitos trans-
formados. (The epidermal growth factor receptor mediates the TGF-f1-induced malignity of transformed
keratinocytes). Nicole Farfan, Martinez, J. Laboratorio de Biologia Celular. Instituto de Nutricion y
Tecnologia de los Alimentos (INTA). Universidad de Chile.

(50) Relaciéon entre SpH-proteasa y catepsina L. (Relationship between SpH-protease and cathepsin
L). Marcelo Flores, Claudio Iribarren, Claudia Jafia, Violeta Morin, Marcia Puchi, Maria Imschenetzky.
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Concepcion.

(51) SpH-proteasa existe en células HeLa. (SpH-protease exists in HeLa cells). Jenaro Garcia—Huido-
bro, Marcia Puchi, Andrea Sanchez, Violeta Morin, Maria Imschenetzky. Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Universidad de Concepcion.

(52) Vasopresina (AVP) transactiva al receptor de EGF (EGFR) y estimula a genes de respuesta
temprana a través de PKC y B-arrestina 2 en células A-10. (Vasopressin up-regulates the transcriptional
activation of early genes by PKC and B-arrestin 2 dependent pathways in A-10 cells). Lida Fuentes, Cardenas
F., Reyes C., Gonzalez CB. Instituto de Fisiologia, Universidad Austral de Chile.

(53) Dominios de transmembrana del receptor V2 de vasopresina involucrados en oligomerizacion.
(Transmembrane domains of the V2 vasopressin receptor involved in oligomerization). Robin Gutiérrez,
Afazco, C.C., Sarmiento, J.M., Gonzalez, C.B. Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Austral de Chile, Valdivia.

(54) PKCo-dependent regulation of Caveolin-1 and Caveolin-2 protein levels in Ishikawa endometrial
adenocarcinoma cells. (Regulacion dependiente de PKCa de los niveles proteicos de Caveolina-1y Caveo-
lina-2 en células de adenocarcinoma endometrial Ishikawa). Jorge Gutiérrez-Pajares', Meza FM!, Owen
GI2, Leyton L', Quest AFG'. ' FONDAP Center for Molecular Studies of the Cell, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile and 2 P. Universidad Catélica de Chile.

(55) Procesamiento y destinacion del morfégeno Sonic Hedgehog (Shh) en células epiteliales polarizadas.
Mariana Labarca, Juan Carlos Valenzuela, Juan Larrain y Alfonso Gonzalez. Dpto. Inmunologia Clinica y
Reumatologia, Facultad de Medicina y Centro FONDAP Regulacion Celular y Patologia “Joaquin Luco”,
Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile y MIFAB.
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(56) Traficoy procesamiento del receptor 2 de apolipoproteina E (ApoER2) en modelos experimentales
de enfermedad de Niemann- Pick tipo C. Andrea Leiva, Loreto Cuitifio, Silvana Zanlungo*, Maria-Paz
Marzolo. FONDAP-CRCP, Fac. Ciencias Biologicas y *Departamento de Gastroenterologia. Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

(57) Autoanticuerpos contra proteinas P ribosomales interaccionan con una proteina de superficie
celular y son endocitados. Seledad Matus, Sergio Jacobelli, Loreto Massardo y Alfonso Gonzalez. Depar-
tamento de Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad de Medicina. Centro FONDAP de Regulacion
Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad
Catolica de Chile y MIFAB.

(58) Hepcidina regula el transporte transepitelial de hierro inhibiendo la expresion del transportador
DMT1. Natalia Mena, Pamela Valdés, Christian Arriagada, Andrés Esparzay Marco T. Nufiez. Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias y Centro de Dinamica Celular y Biotecnologia, Universidad de Chile.

(59) Endocitosis mediada por clatrina de ferritina de poroto de soya en células Caco-2. Carol San
Martin', Carolina Garri', Tomas Walter, Fernando Pizarro?, Elizabeth Theil* y Marco T. Nuifiez'. 'Depar-
tamento de Biologia, Facultad de Ciencias y Centro de Dinamica Celular y Biotecnologia, Universidad de
Chile. 2 Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Chile. 3Center for Biolron at
CHORYI, Children’s Hospital Oakland Research Institute, Oakland, California.

(60) Captaciéon de hierro unido a lactoferrina por células tipo epitelio intestinal Caco-2. Marcela
Fuentes y Arredondo M. Laboratorio de Micronutrientes, INTA, Universidad de Chile.

(61) Permeabilidad diferencial entre canales de uniones en hendidura y hemicanales formados por
la misma o diferentes conexinas. Juan Orellana, Diaz E.A., Saez J.C. Depto. Fisiologia, Facultad de
Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(62) La sobre-expresion de galectina-8 en células epiteliales MDCK promueve la migracion y prolif-
eracion. Claudia Oyanadel, Andrea Soza, Jorge Cancino y Alfonso Gonzalez Depto. Inmunologia Clinica
y Reumatologia, Facultad Medicina. Centro FONDAP Regulacién Celular y Patologia “Joaquin Luco”
(CRCP). Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

(63) E-cadherin facilitates caveolin-1-mediated down-regulation of survivin and inhibition of cell pro-
liferation (E-cadherina facilita la inhibicion en la expression de survivina y la proliferacion cellular mediada
por caveolina-1). Torres, VA, Tapia, JC, Lladser, A, Rodriguez, D, Leyton, L, Andrew Quest. FONDAP
Center for Molecular Studies of the Cell, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(64) Modulacion de la capacitacion espermatica por coactivacion de los receptores de dopamina D2R
y canabinoide CB1. Alfredo Ramirez!$, Maite Castro!, Laura Rami62 Mauricio Torres!, Montserrat Rivera2,
Teresa Rigau2, Joan-Enric Rodriguez-Gil2, Ilona I. Concha!. 'Instituto de Bioquimica, Universidad Austral
de Chile, 2Unitat Reproduccié Animal, Universitat Autonoma de Barcelona, Espafia.

(65) Construccion de trimeros del receptor P2X, e identificacion del sitio de unién a Cu*2. Dayan
Sanhueza, Cifuentes A., Arredondo C., Coddou C., Huidobro-Toro J.P., Bull P. Centro de Regulacion Ce-
lular y Patologia, Instituto MIFAB, Departamentos de Fisiologia y de Genética Molecular y Microbiologia,
Facultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(66) Nuevo papel del Na* como activador de la glicélisis. Astrid Schmied!?, Carolina Montenegro'? y
Felipe Barros!. 'Centro de Estudios Cientificos, CECS. 2Universidad Austral de Chile.

(67) Efecto sinérgico del factor de crecimiento tranformante tipo beta (TGFp) y acido lisofosfatidico
(LPA) sobre la expresion del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) en mioblastos C2C12.
(Synergic expression of CTGF in response to TGFf and LPA in C2C12 myoblasts). Lidia Ziiiiga y Brandan
E. Laboratorio de Diferenciacion Celulary Patologia. FONDAP Biomedicina JV Luco. Pontificia Universidad
Catolica de Chile. Santiago. Chile.

(68) El sensor redox de los hemicanales formados por la conexina 43 se localiza en el C- terminal de
la subunidad proteica. Kenji F. Shoji!, Mauricio A. Retamal', Kurt A. Schalper' y Juan C. Saez'. 'Depto.
Ciencias Fisiologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(69) Funcion, asociacion a membranas y ensamblaje del complejo adaptador epitelial AP1B en el
transporte polarizado de proteinas. Carolina Torrealba, Maria-Isabel Yuseff, Jorge Cancino y Alfonso
Gonzalez. Depto. Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad Medicina. Centro FONDAP Regulacion
Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad
Catolica de Chile y MIFAB.

(70) Trafico intracelular de las isoformas del receptor V2. (Intracellular traffic of V2 receptor isoforms).
César Trigo, Sarmiento, J.M., Afiazco, C.C., Gonzalez, C.B. Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

(71) Expresion aumentada de la y-glutamato cistein ligasa como parte de la estrategia de adaptacion
de largo término a la acumulacién de hierro en células SHSYSY. Pamela Valdés, Pabla Aguirre y Marco
T. Nuifiez. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias y Centro de Dinamica Celular y Biotecnologia,
Universidad de Chile.
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LUNES 9 DE OCTUBRE 2006

08:00 Instalacién de Paneles: Sesion II N° 72 al N° 142 — Salones Lonquimay y Coiiaripe

09:00 - 10:30 Comunicaciones Libres III — Salon Araucania
Presidente: Juan Carlos Vera
Secretario: Enrique Jaimovich
Cultivo y caracterizacién de células progenitoras de endotelio humano aisladas de sangre periférica.
(Characterization of human endothelial progenitor cell from periferical blood cultured in vitro). 'Nova,
E., 'Searle, A., 'Duran, D., ?Vera, J.C., ?Rivas, C., 'Lamperti, L. & 'Aguayo. Claudio. 'Departamento de
Bioquimica Clinica e Inmunologia, Facultad de Farmacia. 2Departamento de Fisiopatologia, Facultad de
Ciencias Biologicas. Universidad de Concepcion, Concepcion. (Patrocinio: Juan Carlos Vera).
Regulaciéon de Notch y sus ligandos en células dendriticas (Regulation of Notch and its ligands on
dendritic cells). Daniela Sauma!, Mario Rosemblatt'2, Maria Rosa Bono!. 'Laboratorio de Inmunologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 2Fundacion Ciencia para la Vida, MIFAB y Universidad Andrés
Bello.
Mecanismo de activacion de genes de respuesta temprana a acido salicilico, dependencia de NPR1 y
analisis de promotores en Arabidopsis thaliana. Francisca Blanco, Loreto Holuigue. Departamento de
Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de
Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.
Estudios funcionales de /if-2a. durante el desarrollo del pez cebra. Diego A. Rojas? y Reyes AE!2.
'Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Diego Portales. 2Millennium Nucleus in Developmental
Biology, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
Prevalent neurological disorders analyzed with high-throughput genetic techniques. Giancarlo V. De
Ferrari', Mar Matarin?, Mario Valdivia®, Andrew Singleton? & John Hardy?2. 'Depto. Bioquimica y Biologia
Molecular, Universidad de Concepcion, Concepcion — Chile, 2Laboratory of Neurogenetics (NIA-NIH,
Bethesda, USA), *Depto. Psiquiatria y Salud Mental, Universidad de Concepcion.
Fisién mitocondrial y sefiales de calcio en cultivos primarios de musculo esquelético sometidos a
estimulacion depolarizante. Verénica Eisner!, Szabadkai G2, Bianchi K2, Rizzuto R2 Jaimovich E'. 1,
Centro FONDAP Estudios Moleculares de la Célula, Universidad de Chile. 2, Departamento Medicina
Experimental y Diagnostica, Universidad de Ferrara.

10:30 - 11:30 Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Coiiaripe

11:30 - 13:30 TALLER SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE
Salén Araucania
“Conducta Etica en las Ciencias Biolégicas”
Moderadores: Manuel Santos y Martin Montecino
Manuel Santos, Departamento Biologia Celulary Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad
Catolica de Chile.
Martin Montecino, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcién. Presidente de la Sociedad de Biologia Celular de Chile
Tito Ureta, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

13:30 - 15:30 Almuerzo

15:30 - 16:30 Comunicaciones Libres IV — Salén Araucania

Presidente: Veronica Palma
Secretario: Soraya Gutiérrez

Elremodelamiento cromatinico y la transcripcion del gen de osteocalcina requiere el reclutamiento de
complejos SWI/SNF mediado por C/EBP . Fernando Cruzat, Matias Hepp, Soraya Bravo, Alejandro
Villagra, Loreto Carvallo, Juan Olate, Martin Montecino. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados en
Sefalizacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion,
Concepcion, Chile.

xSindecan-4, componente de la via WNT no-canénica, regula los movimientos de extensién y conver-
gencia en el embrién de Xenopus. (xSyndecan-4, a component of non-canonical Wnt pathway, regulates
the convergence and extension movements in Xenopus embryos). Rosana Muiioz, Esteban Contreras y
Juan Larrain. Millenium Nucleus in Development Biology. FONDAP Biomedicina, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, P. Universidad Catolica de Chile.

Aldehido deshidrogenasas en la generacion de células dendriticas in vitro. Carlos Cuevas. A. Aguirre, J.C.
Aguillon. Programa Disciplinario de Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.
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16:30 - 17:30
17:30 - 19:00
19:00 —20:30
20:30

22:00 -23:30
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Transporte y metabolismo astrocitario de glucosa en tiempo real: uso de nanosensores FRET. Carla X.
Bittner (1,2), Frommer W. (3) y Barros L.F. (1,4). (1) Centro de Estudios Cientificos (CECS; (2) Universidad
Austral de Chile; (3) Carnegie Institution, Stanford; (4) Universidad de Chile.

Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Cofiaripe

Comunicaciones Libres V — Salén Araucania
Presidente: Carlos B. Gonzalez
Secretaria: Lee Meisel

Calreticulina de Trypanosoma cruzi,una proteina chaperona, en larelacién hospedero-parasito. Arturo
Ferreira. Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Bacteriana, Programa Disciplinario de Inmunologia,
Facultad de Medicina Universidad de Chile.

Identificacion y caracterizacion de un factor de transcripcion de la familia bHLH en Eucalyptus glo-
bulus (Identification and characterization of a bHLH family transcription factor in Eucalyptus globulus).
Susana Rasmussen-Poblete, Valenzuela, P.D.T. y Krauskopf, E Universidad Andrés Bello, Fundacion
Ciencia Para la Vida.

Mecanismos potenciales involucrados en el control del ciclo celular embrionario de erizos de mar por
SpH-proteasa. (Potencial mechanisms involved in the control of embryonic cell cycles in sea urchins by
SpH-protease) 'Andrea Sanchez, 'Claudio Iribarren, 'Jenaro Garcia Huidobro, 2Carolina Concha C, 2Anne
Marie Geneviére, ' Violeta Morin, 'Marcia Puchi y '"Maria Imschenetzky. . Universidad de Concepcion Chile.
2Université Pierre et Marie Curie, Francia.

Interaccion de proteinas sinapticas durante la formacion de la zona activa. Viviana Torres, Dresbach
T.#*, Galaz J, Garner C*. Facultad Ciencias de la Salud, U. Antofagasta. “Anatomy and Cell Biology, U.
Heildelberg, Germany, *U. de Stanford, USA.

Requerimientos moleculares para la expresion de superficie celular del receptor V2 de vasopresina.
(Molecular requirements for the surface expression of the V2 vasopressin receptor). Carolina C. Aiiazco,
Gutiérrez, R.E, Brenet, M., Sarmiento J.M., Gonzalez, C.B. Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile.

Expresion del transportador intestinal de Fe heminico HCP1 en la linea celular tipo epitelio intestinal
Caco-2. Solange Le Blanc, Pizarro F, Arredondo M. Laboratorio de Micronutrientes. INTA. Universidad
de Chile.

FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGIA CELULAR
Salén Araucania

Premio Mejores Tesis de Pre y Postgrado 2006

Presiden: Federico Leighton — Martin Montecino

PREGRADO: Leandro Carreiio Marquez, Licenciatura en Bioquimica,
Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catdlica de Chile.
La vida media de interaccion TCR/pMHC modula la activacion del linfocito T
en respuesta a patogenos bacterianos.
(Director de Tesis: Dr. Alexis Kalergis).

DOCTORADO: José Miguel Eltit Ortega, Doctorado en Bioquimica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.
Vias transduccionales activadas por despolarizacion en cultivos primarios de
musculo esquelético: participacion del receptor para dihidropirinas.
(Directores de Tesis: Dres. Enrique Jaimovich y Jorge Hidalgo).

Cena

Presentacion de Paneles - Sesion ITI (N° 72 al N° 142)

Salones Lonquimay y Coiaripe

Coordinadores: Andrew Quest, Miguel L. Concha, Alejandro Yanez,
Paulina Bull y Paulette Conget.

(72) Dominant negative of Disabled-2 constitutively activates canonical Wnt signaling (El dominante
negativo de Disabled-2 activa constitutivamente la via de sefializacion Wnt). Jéssica Scheu, Enrique Brandan,
Maria Paz Marzolo y Nibaldo C. Inestrosa. Centro de Regulacion Celular y Patologia “Joaquin V. Luco”
(CRCP) y MIFAB, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Catolica de Chile.

(73) Caracterizacion de la actividad gamma-secretasa endosomal que genera un fragmento intracelular
del receptor p75. (Characterization of endosomal y-secretase complex that generates a soluble fragment
of p75 neurotrophin receptor). Edgarde Allende, Lisbona MF, Escudero CA, Urra MS, y Bronfman FC.
Centro FONDAP de Regulacion Celular y Patologia Joaquin V Luco. Departamento de Fisiologia, Pontificia
Universidad Catolica de Chile.
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(74) Transportadores de monocarboxilatos en el cerebro del pez cartilaginoso. Analisis filogenético
de la hipotesis de acoplamiento metabélico glia-neurona. (Localization of monocarboxylate transport-
ers in the shark brain. Phylogenetic analysis of the glia-neurons metabolic coupling hypothesis). Carolina
Balmaceda-Aguilera*, C; Manuel Cifuentes”, Francisco Nualart*. Departamento de Biologia Celular.
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad de Concepcion y “Laboratorio de Fisiologia Animal, Facultad
de Ciencias, Universidad de Méalaga, Espana.

(75) Endocitosis y determinantes moleculares del receptor de neurotrofinas P75 en modelos neuronales.
Fernanda Lisbona, Escudero C, y Bronfman FC. Centro de Regulacion Celular y Patologia (FONDAP),
Departamento de Fisiologia, Pontificia Universidad Catolica de Chile, Chile.

(76) Hierroy especies reactivas del oxigeno (ROS) en la diferenciacion de neuroblastomas humanos por
acido retinoico. Daniel Bérquez!, Ricardo Delgado?, Pablo Mufioz! y Marco Tulio Nufiez'. ':Laboratorio
del Hierro y Biologia del Envejecimiento y 2:Laboratorio de Fisiologia Celular, Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

(77) Overexpression of NMIDARs containing the NR2B subunit induces structural plasticity in
vitro. Fernando Bustos!', Fernando Sepulveda?, Luis Aguayo? and Brigitte van Zundert!. 'Department of
Physiopathology, 2Department of Physiology, Faculty of Biological sciences, University of Concepcion,
Concepcion, Chile.

(78) Uso de vectores lentivirales para estudiar la funcion de REST/NRSF en neuronas hipocampales.
José Canovas, Pablo Moya, J. Cristobal Maass, Rodrigo Montefusco, Mario Herrera-Marshitz , Paola Mo-
rales, Diego Bustamante, Pedro Zamorano* y Manuel Kukuljan. ICBM, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile, y *Universidad de Antofagasta.

(79) Participacién de astrocitos en la inhibicion del transporte de glucosa neuronal mediado por 4cido
ascérbico. Maite A. Castro!, Ilona I. Concha' y Francisco Nualart2. 'Instituto de Bioquimica, Universidad
Austral de Chile, 2Departamento de Biologia Celular, Universidad de Concepcion, Chile.

(80) La configuracion sinaptica de neuronas de hipocampo es modificada por quelantes de metales
de transicion (Synaptic configuration of hippocampal neurons is modified by transition metal chelators).
Patricio Castro*, Waldron, J.¥, Fuentealba J.§, Aguayo L.G.8 y Opazo C¥. ¥Laboratorio de Neurobiometales,
fLaboratorio de Neurofisiologia, Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
de Concepcion, Chile.

(81) Wnt Ligands modulate the synaptic transmission in hippocampal CA3-CA1 circuit. Waldo
Cerpa!, Molina, C2., Bonansco, C2, Inestrosa, N. C!. !Centro Fondap CRCP, MIFAB, Facultad de Ciencias
Biologicas, P. Universidad Catdlica de Chile. 2Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad de Valparaiso, Chile.

(82) Regulacion de la interaccion entre la proteina asociada a microtibulos 1B (MAP1B) y la enzima
tubulina tirosin ligasa (TTL). Erick Contreras-Vallejos', Sebastian Rojas', Elias Utreras!, Eva-Maria
Jiménez-Mateos?, Lorena Saragoni3, Ricardo B- Maccioni?, Didier Job*, Jesus Avila? y Christian Gonzalez-
Billault! (1) Laboratorio de Neurociencias, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile (2) Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, CSIC-UAM, Madrid, Espaa (3) Laboratorio de Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile (4) CEA-INSERM, Grenoble, Francia.

(83) Estudio de 1a composicion y localizacion de las proteinas sindpticas glutamatérgicas y gabaérgicas
en el animal hipotiroideo. 'Claudia Cortés, 'Morales E., 2Naranjo D y 'Riedel C. 'Universidad Andrés
Bello. 2Universidad de Valparaiso.

(84) Participacién de la via endocitica activada por BDNF/TrkB en sinapsis excitadoras después de
tratamiento con antidepresivos. Romina Falcon'?, Bronfman, FC.2, Orrego, F.!, Wyneken, U.! 'Laboratorio
Neurociencias, Universidad de los Andes, 2Centro FONDAP Regulacion Celular y Patolégica Joaquin Luco;
Depto. Fisiologia, Pontificia Universidad Catolica.

(85) Distribucién de la isoforma GLUT6 en regiones cerebrales involucradas en el sensing de glucosa.
(Distribution of GLUT6 in brain regions involved in glucose sensing) *Fernando Martinez, Francisco
Nualart y Maria de los Angeles Garcia. Departamento de Biologia Celular. Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad de Concepcion.

(86) Colocalizacion de glucoquinasa y GLUT2 en células gliales hipotalamicas (Glucokinase and
GLUT?2 colocalization in hypothalamic glial cells). Carola Milldn, Fernando Martinez, Christian Cortés,
Isabel Lizama, Francisco Nualart, Karin Reinicke y Maria de los Angeles Garcia. Departamento de Biologia
Celular. Universidad de Concepcion.

(87) The neuronal glycoprotein Thy-1 induces migration of astrocytes. (La glicoproteina neuronal Thy-1
induce migracion de astrocitos). Nicolas Muiioz, Muiioz D, Quest AFG, Budrrige K and Leyton L. FONDAP,
Center for Molecular Studies of the Cell. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(88) Estudio de la regulacién en la expresion de neuroliginas por via de sefializacion Wnt. 'Elizabeth
Escobar, 'Felipe Niiiez, >Patricio Castro, 'Paulina Bahamonde, 2Carlos Opazoy 'Giancarlo V. De Ferrari. 'Dept.
Bioquimica y Biologia Molecular y 2Fisiologia, Fac. Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

°© wnmEZcr-



»nHZc e

o

XII

PROGRAMA DE LA XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

(89) La hipotiroxinemia materna afecta la citoarquitectura neuronal del hipocampo. !Cecilia Opazo,
1Valdés C., 'Trarrazaval J., 'Jadue C., 'Riedel C. Universidad Andrés Bello.

(90) PPARY, un receptor nuclear involucrado en procesos no genémicos en células PC12 diferenciadas
y neuronas. Ariadna Pacheco, Martinez, G., Piderit, D., Lopez F., Bronfman M. Centro de Regulacion
Celular y Patologia (CRCP) and Mileniumn Institute for Fundamental and Applied Biology, Departamento
de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Catélica de Chile.

(91) El trifico de receptores GABA; y su localizacion sindptica en neuronas hipocampales. Omar
Ramirez§, Steffen Hartel* y Andrés Couve§. §Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. *Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

(92) Proteinas de andamio en cilios olfatorios de rata: Posibles organizadores de los constituyentes
de la quimiotransduccién. Maria Verdnica Saavedra', U Thomas?, ED Gundelfinger?, J Bacigalupo' U
Wyneken?. 1. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 2. Neurochemistry
Department, Leibniz Institute for Neurobiology, Germany 3. Laboratorio Neurociencias, Facultad de Me-
dicina, Universidad de Los Andes.

(93) La sobreexpresiéon del transportador de vitamina C SVCT2 y su localizacién en la membrana
plasmatica induce un fenotipo diferenciado en células neuronales. (SVCT2 overexpression induces
neuronal cells differentiation). Katterine Salazar*, Jose Sarmiento#, Maria de los Angeles Garcia*, Carlos
Gonzalez*, Francisco Nualart*. *Laboratorio de Neurobiologia, Departamento de Biologia Celular, Facultad
de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion y “Departamento de Fisiologia, Universidad Austral
de Chile, Valdivia.

(94) Expresion y funcion de SVCT2 en la glia radial, el precursor neurogénico y gliogénico cerebral
(SVCT2 expression and function in radial glia, the neurogenic and gliogenic brain stem cell). Carmen
Silva-Alvarez*, Francisco Nualart. Departamento Biologia Celular, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion.

(95) Plasticidad neural de células troncales mesenquiméaticas humanas (hMSC): transdiferenciacion
y contaminacion con progenitores neurales (NPC). Rodrigo Somoza, Paulette Conget, Francisco Javier
Rubio. Instituto de Ciencias, Facultad de Medicina Clinica Alemana-Universidad del Desarrollo.

(96) Funciones especificas de los productos del gen dig en la sinapsis neuromuscular de la larva de
Drosophila. Francisco Urra, Romina Barria, **Ulrich Thomas, *Vivian Budnik, Ricardo Delgado ***y
Jimena Sierralta. Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile y CENI. * Department of Neu-
robiology, UMASS Medical School, EUA. ** Leibniz Institute for Neuroscience, Magdeburg, Alemania.
*** Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

(97) Los hemicanales y canales de uniones en hendidura de astrocitos corticales son regulados en forma
opuesta por alta concentracion de glucosa. Natalia Vega, Pablo J. Sdez, M. Victoria Velarde y Juan C.
Saez. Departamento de Ciencias Fisioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile.

(98) La movilidad de Marlin-1 depende del citoesqueleto y participa en el transporte del receptor
GABA;. René Vidal, i§, Ramirez, O. §, y Couve, A.§. § Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. I Escuela de Graduados, Facultad de Ciencias, Universidad
Austral de Chile.

(99) Caracterizacion de la proteina Marlin-2. Roger Koenig-Robert§i y Andrés Couve§. § Programa
de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. } Escuela de Bioquimica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

(100) PPARY protects neurons from the ROS dependent toxicity of f-amyloid. Ivan Alfaro, Cerpa W.,
Bronfman M. and Inestrosa NC. Centro de Regulacion Celular y Patologia “Joaquin V. Luco” (CRCP) y
MIFAB, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(101) Andlisis de secuencia y estructura del gen LRP6 en individuos con enfermedad de Alzheimer
esporadica. Rodrigo Arriagada', Miguel Avila', Fabienne Wavrant de-Vrieze?, Parastoo Momeni?, John
Hardy? y Giancarlo V. De Ferrari'. 'Depto. Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologi-
cas, Universidad de Concepcion, Concepcion-Chile y 2Laboratory of Neurogenetics, NIA-NIH (Bethesda,
USA).

(102) Lainhibicién del médulo de transduccion de sefial c-ABL/P73 previene la apoptosis, la fosforilacion
de la proteina tau y el daiio a la memoria espacial inducida por fibras A. Gonzalo 1. Cancino, Yévenes,
L.F., Hernandez, D.E., Castro, P.U. y A.R. Alvarez. Laboratorio de Sefalizacién Celular, Departamento de
Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(103) Rol citoprotector de HO1 y Bcl2 frente a stress oxidativo producido por hierro en células de
Neuroblastoma. Carolina Carriel y Arredondo M. Laboratorio de Micronutrientes, INTA, Universidad
de Chile.

(104) Frizzled-1 media el efecto protector del ligando WNT-3A (Frizzled-1 mediates the protective effect
ofthe Wnt-3a ligand). Marcelo Chacén e Inestrosa NC. Centro de Regulacion Celular y Patologia “Joaquin
V. Luco” (CRCP), MIFAB, Fac. Ciencias Biologicas, P. Universidad Catolica de Chile.
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(105) Interaction of the amyloid-3-peptide with the synaptic protein neuroligin. Margarita Dinamarca’,
Taylor, P2, Inestrosa, N.C.! ' CRCP Center and MIFAB, Faculty of Biological Sciences, Catholic University
of Chile, and 2University of California, San Diego, USA.

(106) Papel de la via c-Abl/p73 en neurodegeneracién en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C
(NPC). Andrés Klein'*, Gonzalo I. Cancino*, Julio Amigo*, Oscar Lazo*, Francisca Bronfman#, Alejandra
Alvarez* y Silvana Zanlungo®. § Departamento de Gastroenterologia, * Departamento de Biologia Celular y
Molecular, #Departamento de Fisiologia. Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(107) Mecanismos de muerte celular en células ciliadas expuestas a cobre. Francisco Olivari, Hernandez,
P., Allende, M.L. Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

(108) Metal-dependant uptake of clioquinol in N2A cells (La captacion de clioquinol en células N2A
es dependiente de metales) Carlos Opazo'?, Bellingham S.A.'2, Volitakis 1.!, Camakaris J.2, Masters
C.L.!, Cherny R.A.! & Bush A.L.! 'Oxidation Disorders Laboratory, The Mental Health Research Institute,
Department of Pathology, The University of Melbourne, Australia; 2Department of Genetics, The Univer-
sity of Melbourne, Australia; 3Laboratory of Neurobiometals, Department of Physiology, University of
Concepcion, Chile.

(109) Procianidina B2 protege a las células HepG2 del estrés oxidativo inducido por peroéxido de hi-
drogeno. Claudio Rosas, Vasquez L., Strobel P., Leighton F., Laboratorio de Nutricion Molecular, Facultad
de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(110) Galectina-8 promueve sobrevida y proteccién en neuronas. Evelyn Pardo'2, Andrea Soza!, Juan
Godoy?, Nibaldo Inestrosa?, Alfonso Gonzalez'2. 'Depto. Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad
Medicina. 2Centro FONDAP Regulacion Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias
Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

(111) Reelina protege de la neurodegeneracion inducida por fibras Ap en cultivos de neuronas hipo-
campales. Jaminton Ramirez', Marzolo M.P.23, Alvarez A.R.!. 'Laboratorio de Sefializacién Celular,
2Laboratorio de Histologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catodlica de Chile.
3Centro FONDAP de Regulacion Celular y Patologia Dr. Joaquin V. Luco.

(112) Esfingolipidos en la muerte del cardiomiocito. Francisco Moraga, Quest AFG, Lavandero S. Centro
FONDAP Estudios Moleculares de la Célula, Universidad de Chile.

(113) La muerte del fibroblasto y miofibroblasto cardiaco por angiotensina II depende de la expresién
del receptor AT,. Cristian Soto, Miguel Copaja, Juan Pablo Muiioz, Sergio Lavandero, Guillermo Diaz-
Araya. Centro FONDAP CEMC, Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

(114) Expresion circadiana de genes reloj en adrenal de rata in vivo. Lorena Abarzia, Paola Vasquez,
Jocelyn Garcia, Claudia Torres-Farfan, Hans Richter. Instituto de Histologia y Patologia, Facultad de
Medicina, Universidad Austral de Chile.

(115) Estudio de sensibilidad a hipoxia quimica de microvasculatura, células espermatogénicas y
células de Sertoli de testiculo de rata. Maritza B. Alliende', Jorge G. Farias?, Juan G. Reyes'. Instituto
de Quimica, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso!, Instituto de Estudios de la Salud, Universidad
Arturo Prat, Iquique?.

(116) Transporte de vitamina C en celulas de Sertoli: evidencia funcional de transportadores facilita-
tivos de hexosas (GLUTS) y cotransportadores sodio-ascorbato (SVCTS). Constanza Angulo!, Maite
Castro', Rodrigo Maldonado!, Dominique Segretain3, Alejandro Yanez', Juan Carlos Slebe', Juan Carlos Vera,
Ilona I. Concha!. 'Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile, 2Departamento de Fisiopatologia,
Universidad de Concepcion, *Histologie-Embryologie, Universidad de Paris.

(117) Efecto de un agente derivado de alfa-fetoproteina (AFP) sobre la proliferacion de células MCF7
estimuladas con estradiol y/o EGF. Elmer R Antileo, Maria J Epuian, Ana M Pino, Walter D Sierralta. Labo-
ratorio de Investigacion en Estructura, INTA-Universidad de Chile, Avda Macul 5540, Santiago, Chile.

(118) Progesterona promueve el potencial angiogénico de lineas celulares de cincer de mama a través
del aumento de factor tisular. Evelyn Aranda-Jaque y Owen GI. Unidad Reproduccion y Desarrollo.
Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(119) Laminina-1 estimula la adhesion y proliferacion de las espermatogonias de rata en cultivo, esta
interaccién ocurre via la integrina o.681. Eva Bustamante, Ricardo D. Moreno. Unidad de Reproduccion
y Desarrollo, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(120) Glucosa Induce apoptosis y especies reactivas de oxigeno en espermatocitos de rata en cultivo.
Ximena Bustamante-Marin y Moreno R.D. Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Ciencias
Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile y Millennium Nucleus in Developmental Biology.

(121) Caracterizacion y localizacion de calreticulina en quistes hidatidicos y protoescélices de E.
granulosus (Calreticulin characterization and localization in E. granulosus hydatid cysts and protoscoleces)
Cabezon C, Gonzalo Cabrera, Galanti N. Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.
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(122) Daiio oxidativo, RAD 9 y fertilidad/infertilidad de quistes hidatidicos (Oxidative damage, RAD 9
and fertility/infertility of hydatid cysts) Gonzalo Cabrera, Cabrejos ME, Cabezon C, Galanti N. Programa
de Biologia Celular y Molecular, I.C.B.M., Fac. de Medicina, U. de Chile.

(123) Transporte de glucosa astrocitario como detector de coincidencias: sefializacién por Na+y Ca*.
12Anitsi Loaiza, 'Porras OH., 'Ruminot I., 'Barros LF. 'Centro de Estudios Cientificos CECS. 2Universidad
Austral de Chile.

(124) El péptido natriurético cerebral (BNP) producido por las membranas fetales puede contribuir a
la mantencién de la quiescencia miometrial del embarazo en humanos. Ana Maria Delpiano, Vidal RJ,
Cuello MA, Poblete JAy Carvajal JA. Laboratorio de Medicina Materno-Fetal, Departamento de Obstetricia
y Ginecologia, Pontificia Universidad Catolica de Chile. (Patrocinio: Gareth Owen).

(125) Efecto de la glucosa elevada sobre la expresion y actividad de oxido nitrico sintasas (NOS) en
endotelio microvascular. Francisco Gonzalez, Eller G., Boric M.P. y Velarde V. Departamento de Fisiologia,
FCB, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

(126) Insulina aumenta la unién de Sp1 al promotor de SLC7A1 en endotelio fetal humano. (Insulin
increases the binding of Sp1 to the promoter of SLC7A/ in human fetal endothelium). Marcelo Gonzélez
Farias, M., Muioz, G., Cea, L., Valencia, N., Vecchiola, A., Casanello, P., Sobrevia, L. Laboratorio de Fi-
siologia Celular y Molecular (CMPL) y Laboratorio de Investigaciones en Perinatologia (PRL), Centro de
Investigaciones Médicas (CIM), Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile. Santiago,
Chile.

(127) Diseiio, sintesis y evaluaciéon biologica de moléculas con potencial actividad para el tratamiento
de las cataratas. Patricio Huenchuiiir G.!, Eduardo Silva S2., Ana Maria Edwards M..2, Tomas Pérez-Acle3,
Maria Inés Becker C.4, Lorena Cantuarias B.!, Freddy Rivera M.!, Carlos Lagos A.'3, Francisco Vargas B.,?
Patricio Flores M.2 & Denis Fuentealba P.2 'Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica. 2Laboratorio
de Quimica Bioldgica, Facultad de Quimica. 3Centro de Genémica y Bioinformatica, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile. ‘Biosonda S.A.

(128) 2-Metoxiestradiol aumenta apoptosis mediada por TRAIL en células de cancer de ovario y no en
células de ovario normal. Sumie Kato, Sadarangani A., Brafies J., Owen G. y Cuello M. Departamento de
Obstetricia y Ginecologia, Facultad de Medicina y Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

(129) Regulacion de factores de riesgo en el cancer endometrial por metabolitos del estradiol. Soledad
Lange, Sadarangani A., Kato.S , Cuello M. & Owen G.I. Unidad de Reproduccion y Desarrollo, Departa-
mento de Obstetricia y Ginecologia, CIM, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(130) Regulacién de conexina 43 por hormonas esteroideas en lineas celulares de cancer de endometrio
y ovario. Barbara Oliva, S. Kato, G. Owen, C. Saez, J. Brafies y M. Cuello. Departamento de Obstetricia y
Ginecologia, Facultad de Medicinay Unidad de Reproducciony Desarrollo, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(131) hCG-induced chloride efflux mediates depolarization in primary cultures of human granulosa
cells. Pablo Olivero'?3, B. Hernandez'3, O. Castro?, L. Devoto?, A. Stutzin'.'Laboratorio de Fisiopatologia
Molecular, ICBM and CEMC; 2Laboratorio de Endocrinologia Clinico-Molecular de la Reproduccion,
CEMC, Universidad de Chile; and 3Laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Celular, CIBR, Escuela de
Medicina, Universidad de Valparaiso.

(132) Identificacion de posibles marcadores de la accion de 2-metoxiestradiol en el tracto reproductor
femenino. Marisol Quezada, P. Orihuela, M. Cuello y G.I. Owen Facultad de Ciencias Biolégicas y CIM,
Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile. MIFAB.

(133) Expresion de BAFF y el receptor BAFF-R en tumores sélidos humanos. Rodrigo Naves, Maria F.
Rozas, Jorge Vergara, Bernardo Morales, Lilian Reyes. Instituto de Ciencias, Facultad de Medicina Clinica
Alemana-Universidad del Desarrollo y Anatomia Patolégica, Hospital DIPRECA.

(134) Mecanismos de accién de los agentes pro-apoptéticos, 2ME y TRAIL, en cancer endometrial. Anil
Sadarangani', Sumie Kato'?, Soledad Lange!, Mauricio Cuello? & Gareth I. Owen'. 'Facultad de Ciencias
Biologicas, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile.

(135) La expresion de MT1-MMP y la activacion de pro-MMP2 son reguladas por TNF-a, EGFR
y coldgeno tipo I en fibroblastos gingivales humanos. (MT1-MMP expression and pro-MMP-2 activa-
tion are regulated by TNF-o, EGFR and type-I collagen in human gingival fibroblasts). Patricio Smith',
Guerrero J2, Caceres M2, Martinez J2. Facultad de Odontologia' y Laboratorio de Biologia Celular, INTA2,
Universidad de Chile.

(136) Efecto de glutation en la expresion de deshidroascorbato reductasas en células de cincer
prostatico. (Effect of glutathione depletion on the expression of deshydroascorbate reductases in prostate
cancer cells). Carlos Soliz-Soto, Quilodran J., Sotomayor K., Barra V., Rivas C.I., Vera J.C. Departamento
de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

(137) Antagonismo del receptor nuclear FXR mediante gugulipido aumenta el colesterol plasmatico,
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reducela expresion hepatica del receptor de HDLSR-Bl y acelerala aterosclerosis en ratones deficientes
en ApoE. Juan Tichauer, Quezada, N., Kuzmicic, J., Amigo, L., Quifiones, V., Rigotti, A. Departamento
de Gastroenterologia, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catélica, Santiago, Chile.

(138) Expresion diferencial de isoformas de glicogeno sintasa en rifién de rata diabética de largo
plazo (Differential expression of glycogen synthase isoform in long term diabetic rat kidney). Francisco
Westermeier, Diego Morales, Joaquin Vivar, Juan Carlos Slebe y Alejandro J. Yafiez. Universidad Austral
de Chile.

(139) Inhibiciéon de absorcion intestinal de colesterol por Ezetimibe previene la colelitiasis en ratones
susceptibles CS7BL/6 (Inhibition of intestinal cholesterol absorption by Ezetimibe prevents cholesterol
gallstone formation in ¢57bl/6 susceptible mice) Silvia Zuiiiga, Molina H., Azocar L., Amigo L., Arrese M.,
Nervi F., Marzolo M.P., Miquel J.F. Departamento de Gastroenterologia, Facultad de Medicina y Depto. de
Biologia Celular-Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

(140) Efecto antilipolitico del receptor sensor de calcio cursa via PI-3 quinasa en adipocitos humanos.
Mariana Cifuentes y Rojas C. INTA, Universidad de Chile.

(141) Condensado de humo de cigarrillo (CHC) estimula la producciéon de uroquinasa (uPA) a través
de las vias ERK y JNK en fibroblastos gingivales humanos. (Cigarette smoke condensate (CSC) stimu-
lates urokinase production through the ERK and JNK pathways in human gingival fibroblasts) Redrige
Gonzalez', Arancibia R!, Caceres M, Guerrero J!, Martinez J', Smith PC2 Laboratorio de Biologia Celular,
INTA' y Facultad de Odontologia?, Universidad de Chile.

(142) El receptor PY2; se asocia balsas lipidicas de manera variable segiin su actividad. Marcela
Bravo-Zehnder, Andrés Norambuena, Sonia Buvinic, Alfonso Gonzalez y Juan Pablo Huidobro-Toro.
1Departamento de Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad Medicina. 2Centro FONDAP de Regu-
lacién Celular y Patologia “Joaquin Luco” CRCP, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad
Catolica de Chile, y MIFAB. Santiago, Chile.
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MARTES 10 DE OCTUBRE 2006

08:00

09:00 — 10:30
10:30 - 11:30
11:30 - 13:30
13:30 - 15:00
15:00 — 16:00

Instalacion de Paneles: Sesion IIT N° 143 al N° 212 — Salones Lonquimay y Coiiaripe

Comunicaciones Libres VI — Salon Araucania
Presidente: Juan Fernandez
Secretario: Mireya Fernandez

Apoptosis en Trypanosoma cruzi como blanco quimioterapéutico contra la enfermedad de Chagas
(Apoptosis in 7. cruzi as a chemotherapeutic target against Chagas disease). ?Verénica Jiménez; '*Pare-
des, R.; *Sosa, M.A. y 'Galanti, N. 'ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile; 2Departamento de
Ciencias Basicas, UST; 3Escuela de Veterinaria, UNAB; ‘IHEM, Facultad de Ciencias Médicas, UNCuyo,
Argentina.

Cambios de regulacion transcripcional y evolucion del desarrollo. Sylvain Marcellini y Part Simpson.
Departamento de Zoologia, Universidad de Cambridge, UK.

Analisis de los genes proneurales involucrados en la formacién de la linea lateral del pez cebra. Andrés
Sarrazin, Eduardo Villablanca, Viviana Nufiez, Pablo Sandoval & Miguel L. Allende. Nucleo Milenio de
Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Mecanismo sensor de glucosa cerebral. Distribucion y funcion de MCT1, MCT2 y MCT4 en el area del
nucleo arqueado. (Brain glucose sensing mechanism. MCT1, MCT2 and MCT4 distribution and function
in arcuate nucleus area). Christian Cortés*, Karin Reinicke, Maria de los Angeles Garcia. Departamento
de Biologia Celular, Universidad de Concepcion.

Testosterona induce muerte celular por desregulacion de las sefiales de Ca?* mediadas por receptor
para IP; tipo 1. Isaac Garcia y Manuel Estrada. Programa de Fisiologia y Biofisica, FONDAP, ICBM,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Caracterizacion de un gen de expansina asociado al ablandamiento de la papaya cultivada en Chile.
Carlos Gaete-Eastman®, Cristian Balbontin, Raul Herrera & M. Alejandra Moya-Leon. Laboratorio de
Fisiologia Vegetal, Instituto Biologia Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca, Chile.

Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Coifiaripe

SIMPOSIO CENTRO DE REGULACION CELULAR Y PATOLOGIA “JOAQUIN V. LUCO”, P.
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE

Salon Araucania

Moderador: Nibaldo C. Inestrosa

Cytoskeletal Signaling and Neuronal Polarization.
Alfredo Caceres, S. Quiroga, F. Bollati and C. Conde. Instituto Mercedes y Martin Ferreyra (INIMEC-
CONICET) and Department Biological Chemistry (CIQUIBIC-CONICET), Cordoba, Argentina.

WNT y Dishevelled regulan el desarrollo dendritico a través de la activacion de Rac y JNK. Silvana
Rosso'. Department of Anatomy and Developmental Biology, University College London, University Street,
London, United Kingdom. 'Direccion actual: CIQUIBIC-CONICET, Departamento de Quimica Bioldgica,
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina.

El rol de la protéina asociada a microtiibulos 1B en migracién neuronal.

Christian Gonzalez-Billault', Erick Contreras-Vallejos', Sebastian Rojas', Nancy Farfan!, Vicente Valenzuela',
Elias Utreras!, Eva Maria Jiménez-Mateos!2and Jesus Avila2. (1) Laboratorio de Neurociencias, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile. (2) Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Madrid, Espaiia.

Dendritic mRNA transport: cis-elements, trans-factors and motor proteins.
Stefan Kindler; Institute for Human Genetics, University Hospital Hamburg-Eppendorf, Butenfeld 42,
D-22529 Hamburg, Germany.

Almuerzo

Comunicaciones Libres VII — Salon Araucania
Presidente: Silvana Zanlungo
Secretario: Alicia Minitti

xSindecan-1 participa en el establecimiento del eje dorsoventral en el embrién de Xenopus modulando
la via de seiializacion por BMP4. (xSyndecan-1 participates in the establishment of dorsoventral axis in
Xenopus embryos modulating signaling by BMP4). Gonzalo H. Olivares, Carrasco, H., Aroca, F., Lar-
rain, J. Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad Catolica de Chile, Centro de Regulacion Celular y
Patologia-Fondap, Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo.
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Dinamica de la proteina presinaptica ERC en conos de crecimiento axonal. Pedro Zamorano, Leal S,
Garner C. Universidad de Antofagasta. Stanford University.

Regulaciéon de la maquinaria de la fision mitocondrial por ceramida en el cardiomiocito. Valentina
Parra-Ortiz, Eisner V, Chiong M, Lavandero S. Centro FONDAP de Estudios Moleculares de la Célula,
Universidad de Chile, Chile.

Expresion y funcion del transportador de Na*/ascorbato SVCT2 en células musculares. (Expression
and function of the Na*/ascorbate transporter SVCT2 in skeletal muscle cells). Marcela Low, Francisco
Nualart, Juan Pablo Henriquez. Departamento de Biologia Celular, Universidad de Concepcion.

Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Cofaripe

Conferencia “Dr. Luis Izquierdo Fernindez”

Salén Araucania

Presenta: Martin Montecino L.

SpH-PROTEASA: PASADO, PRESENTE y FUTURO (SpH—protease: Past, Present and Future)
Maria Imschenetzky. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Concepcion.

Reunién de Socios — Termas de Huife

Cena

Presentacion de Paneles - Sesiéon III (N° 143 al N° 212)

Salones Lonquimay y Cofaripe

Coordinadores: Ariel Reyes, Carlos Opazo, Alejandra Alvarez,
Maria Paz Marzolo e Ilona Concha.

(143) Participacion de PKC, MAPK y Sp1 en la regulacion transcripcional de slc29al en endotelio de
vena umbilical humana de diabetes gestacional. (PKC, MAPK and Sp! involvement in the transcriptional
regulation of SLC2941 in human umbilical vein endothelium from gestational diabetes). Marcelo Farias,
Gonzalez, M., Puebla C., Vecchiola, A., Sobrevia, L. Laboratorio de Fisiologia Celular y Molecular (CMPL)
y Laboratorio de Investigaciones en Perinatologia (PRL), Centro de Investigaciones Médicas (CIM), Escuela
de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(144) La via ERK 1/2 participa en la inhibicién de la diferenciacién de las células progenitoras de
los adipositos humanos provocada por angiotensina II. Maria José Acuiia, Cifuentes, M., y Rojas C.
INTA, Universidad de Chile.

(145) La unio6n del ligando modula la asociacion a matriz nuclear del receptor de 10.,25-dihidroxivita-
mina D3. GloriaArriagada, Juan Olate, Maria Victoria Hinrichs, Martin Montecino. Anillo de Investigacion
de Estudios Avanzados en Sefalizacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Concepcidn.

(146) Bradicinina 1-5 interfiere en la unién de [*H]-LDBK al receptor B1 de cininas y fosforila Erk1/2
en fibroblastos 3T3. Angel Astroza*, Ehrenfeld P., Gonzalez C.B*., Figueroa C.D*. Institutos de Histologia
y Patologia y Fisiologia®, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

(147) Seiiales de Ca?* en fibra musculares adultas inducidas por testosterona. Mariana Casas, Estrada
M, Cardenas C., Figueroa R., Jaimovich, E. Centro de Estudios Moleculares de la Célula, ICBM, Univer-
sidad de Chile.

(148) Regulacion de la enzima metionina sulféxido reductasa A (MsrA) por el factor transcripcional
FOXO3A. Romina Cataldo y Aldunate R. Laboratorio de Nutricion Molecular. Facultad de Ciencias
Biologicas. Universidad Catolica de Chile.

(149) La toxina LT de Clostridium sordelliiinduce aumentos de calcio y activacion delas MAPK ERK1/2
en células musculares esqueléticas en cultivo. 'Reinaldo Figueroa, !Cardenas C., 2Molgo J., Juretic N.,
1Jaimovich E. 'Centro de Estudios Moleculares de la Célula, Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad
de Chile, Chile, 2Laboratoire de Neurobiologie Cellulaire et Moléculaire, CNRS, France.

(150) Vias de seiializaciéon involucradas en la activaciéon de PPARgamma en células PC12. Karen
Fuenzalida, Pefa, K., Piderit, C., Urrutia, C. y Bronfman, M. Centro de Regulacion Celular y Patologia
(CRCP) y Milennium Institute for Fundamental and Applied Biology, Center for Genomics and Bioinfor-
matics, Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad
Catolica de Chile.

(151) Cuantificaciéon del contenido de PIP, mediante FRET en células musculares esqueléticas después
de la estimulacion eléctrica. Alejandra Garcia, Marioly Miiller, José M Eltit, Steffen Hartel y Enrique
Jaimovich. Centro FONDAP de Estudios Moleculares de la Célula, ICBM, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile, Santiago, Chile.
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(152) El aumento en la capacidad buffer para Ca?* en el citosol y niicleo inhibe la induccién de Elk-1
activada por testosterona en cardiomiocitos. Ricardo Hartley y Manuel Estrada. Programa de Fisiologia
y Biofisica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(153) Regulacion transcripcional del promotor P1 del gen RUNX2: participacion de los factores de
transcripcion RUNX2 y C/EBPf y del coactivador p300. Berta Henriquez, Fernando Cruzat, Matias
Hepp, Juan Olate, Soraya Gutiérrez y Martin Montecino. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados en
Sefializacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

(154) Analisis funcional de sitios de union para la proteina Runx presentes en regiones intronicas del
gen RUNXI1. Marcela Hinojosa y Soraya Gutiérrez. Anillo de investigacion de Estudios Avanzados en
Sefializacion Celular y Regulacion Génica. Universidad de Concepcion, Facultad de Ciencias Biologicas.

(155) Interaccion entre el receptor clasico de progesterona y caveolina-1 (The classical progesterone
receptor interacts with caveoline-1) Eveling Inostroza, Martinez S., Pasten P, Montecino M., Olate J y
Hinrichs MV. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados en Sefalizacion Celular y Regulacion Génica.
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

(156) Regulacion de la diferenciacion mioblastica por acetilacion de histonas y complejos remodeladores
de cromatina SWI/SNF. Pamela Izaurieta, Alejandro Villagra, Fernando Cruzat, Martin Montecino. Anillo
de Investigacion de Estudios Avanzados en Sefalizacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

(157) Participacion de la via PI-3K en la translocacion de los trasportadores facilitativos de hexosas
en células HEK293. Evelyn Jaral, Maite Castro', Angara Zambrano?, Constanza Angulo', Ilona I. Concha’;
Instituto de Bioquimica, 2Instituto de Microbiologia, Universidad Austral de Chile.

(158) Translocacion del complejo transcripcional SIX1/EYA1 por estimulacion eléctrica en células
musculares esqueléticas. Javiera Leon, Alejandra Espinosa y Enrique Jaimovich. Centro de Estudios
Moleculares de la Célula; ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de Chile, Santiago, Chile

(159) Deteccion del factor de transcripcion c-Fos para evaluar activacion neuronal inducida por glucosa
en hipotalamo. (Detection of c-Fos transcription factor to evaluate glucose induced neuronal activation in
hypothalamus) 'Isabel Lizama, > Carola Millan, > Viviana Ulloa, 2Maria de los Angeles Garcia. 'Facultad de
Ciencias Naturales y Oceanograficas. 2Departamento de Biologia Celular. Universidad de Concepcion.

(160) (La estimulacion de receptores B, y B, de cininas inicia la formacién de tubos vasculares en
cultivos tridimensionales de esferoides de células endoteliales. Silva P, Pavicic F, Astroza A, Ehrenfeld
P, Vidal MA, Stark, HJ', Figueroa CD, Miguel Concha-Murray. Instituto de Histologia y Patologia, Uni-
versidad Austral de Chile, Valdivia, Chile. 'DKFZ, Heidelberg, Alemania.

(161) Asociacion de complejos remodeladores de cromatina dependiente de ATP SWI/SNF en los BCRs
de RUNXI1. Milka Martinez, Marcela Stuardo, Soraya Gutiérrez. Anillo de Investigaciéon de Estudios
Avanzados en Sefializacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad
de Concepcion.

(162) Down-regulation of caveolin-1 observed upon treatment of NIH3T3 cells with tetradecanoyl
phorbol acetate involves PKCoa. (La disminucion de caveolina-1 en células NIH3T3 tratadas con acetato
de forbol tetradecanoilico involucra a PKCa). Freddy M. Meza, Gutiérrez-Pajares JL, Leyton L, Quest
AFG. FONDAP Center for Molecular Studies of the Cell, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(163) La via reguladora del metabolismo y longevidad DAF-2/DAF-16 modula la expresion de la
enzima Metionina Sulfoxido reductasa A (MSRA) en C. elegans. Rebeca Aldunate!, Luis Vazquez',
Alicia N. Minniti2. 'Laboratorio de Nutricion Molecular. Facultad de Ciencias Bioldgicas. P. Universidad
Catolica de Chile. 2Centro de Regulacion Celular y Patologia Joaquin V. Luco (CRCP), P. Universidad
Catolica de Chile.

(164) Modelamiento molecular del complejo entre FE65 y el dominio citoplasmatico de la proteina
precursoradel amiloide (AICD): Implicancia enlaregulacion de su actividad transcripcional. Sebastidn
Miranda, Daniel Borquez, Gerald Zapata-Torres y Claudio Olea-Azar*. *Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile; **Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile. (Patrocinio: Marco Tulio Nuifiez).

(165) Sensibilizacion al platinol y disminucién en la reparacion del ADN en células de carcinoma
prostatico PC-3 y LNCaP que expresan un mutante c-jun. 'Eduardo Parra Villegas , 2Arnaldo Vilaxa
Olcay. 'Programa de Farmacologia Molecular & Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile. 2Departamento de Biologia, Universidad de Tarapaca.

(166) Ric-8 de ovocito de Xenopus laevis es un GEF que regula positivamente la via Gas-adenilil
ciclasa. (Ric-8 is a GEF, which positively regulates the Gas-adenylyl cyclase pathway). Antonieta Ramirez
de Arellano, Torrejon, M., Pastén, P., Martinez, S., Montecino, M., Hinrichs, M.V. y Olate, J. Anillo de
Investigacion de Estudios Avanzados en Sefializacion celular y Regulacion Génica. Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad de Concepcion.
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(167) Caveolin-1 reduces cyclooxygenase-2 (COX-2) expression via transcriptional mechanism involv-
ing the -catenin-Tcf/Lef pathway. (Caveolina-1 reduce la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) por
un mecanismo transcripcional a través de la via de B-catenina-Tcf/Lef). Diego Rodriguez, Tapia JC, Torres
VA, Leyton L and Quest AFG. FONDAP Center for Molecular Studies of the Cell, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

(168) Papel del calcio en la regulacion del volumen del cardiomiocito frente a estrés hiposmotico. Diego
Rojas-Rivera, Diaz-Elizondo J, Parra V, Contreras A, Chiong M, Lavandero S. Centro FONDAP Estudios
Moleculares de la Célula, Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

(169) Participaciéon del AMPc intracelular en la modulacion de la sensibilidad a etanol del receptor de
glicina. Ximena Romo'?, Yévenes, G. E.!, Aguayo, L.G.". 1. Laboratorio de Neurofisiologia, Departamento
de Fisiologia, Universidad de Concepcion. 2. Facultad de Medicina, Universidad Catdlica de la Santisima
Concepcidn.

(170) Papel de p38V4¥K en el efecto de lipoproteinas de baja densidad oxidada sobre la sintesis de oxido
nitrico y formacion de especies reactivas del oxigeno en células endoteliales humanas. (Rol of p38MAPk
in the low density lipoprotein oxidized effects on nitric oxide synthase activity and reactive oxygen species
formation in human endothelial cell). 'Andrea Searle, 'Aguayo, C.; 'Guzman, C., 'Salomon, C., 2Castillo,
J.L. 'Durén, D., 3Vera, J.C., *Rivas, C. & 'Lamperti. L. 'Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia,
Facultad de Farmacia. 2Departamento de Especialidades Médicas, Facultad de Medicina. 3Departamento
de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad de Concepcion, Concepcion. (Patrocinio:
Juan Carlos Vera).

(171) Protein kinase CK2 increases ciclooxygenase-2 (COX-2) expression via a transcriptional mecha-
nism involving the B-CATENIN-TCF/LEF pathway (La proteina kinasa CK2 aumenta la expresion de
la ciclooxigenasa-2 (COX-2) via un mecanismo transcripcional que involucra la ruta 3-catenina-Tcf/Lef).
Julio Tapia, Rodriguez DA, Torres VA, Leyton L, & Quest AFG. FONDAP Center for Molecular Studies
of the Cell, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(172) La GTPasa RAC1 modula las capacidades migratorias de células mamarias humanas a través
dela generacion de ROS intracelulares. (Rac 1 modulates migratory capacity of human mammary cells by
generation of intracellular ROS) Nicolds Tobar, Caceres M Martinez, J. Laboratorio de Biologia Celular.
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA). Universidad de Chile.

(173) La lectina de mamifero GAL-8 gatilla sefializacién via MAPK, PI3K y RAC-1 en mononucleares
de sangre periférica. Lucas Vicuiia, Alfonso Gonzéalez y Andrea Soza. Depto. Inmunologia Clinica y
Reumatologia, Facultad Medicina. Centro FONDAP Regulacion Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP).
Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

(174) Deteccién de inicios de transcripcion alternativos en oncogenes de cincer de mama. Maria
Loreto Bravo y Owen, G.I. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad Catolica de Chile.
FONDECYT 1060495.

(175) Generacion y caracterizacion de mutantes para Trpc6. César Canales®?, Paola Krall@», Katherina
Walz®. (a) Centro de Estudios Cientificos, CECS, Valdivia. (b) Universidad Austral de Chile.

(176) Generacion de un raton transgénico para Rail. Paulina Carmona©, Jéssica Molina®, Areli
Cardenas®, Katherina Walz®. (a) Centro de Estudios Cientificos, CECS, Valdivia. (b) Universidad Austral
de Chile.

(177) Analisis de la funcién de hGBF-1 y hBIG mediante silenciamiento por siRNA y construccion de
proteinas quiméricas. Alejandro San Martin, Rosas, J., Rauch, M.C. y Claude, A. Instituto de Bioquimica,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

(178) Diseiio de herramientas para el estudio de la funcion de microRNAs in vivo. Katherine Saud,
Andrés Berndt, Elvis Acevedo y Manuel Kukuljan. ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(179) Estudios de la expresion y funcién de las proteinas CK1y-2 y Wnt3a en el desarrollo del pez cebra
(Danio rerio). Celeste Aguirre, Amelina Albornoz, y Marcelo Antonelli. Programa de Biologia Celular y
Molecular, ICBM, Facultad de Medicina de 1a Universidad de Chile y Millennium Nucleus in Developmental
Biology. (Patrocinio: Ricardo Moreno).

(180) El recambio de proteinas citoesqueleticas durante los movimientos citoplasmaticos del zigoto del
pez cebra podria involucrar nucleacion de actina. (Turnover of cytoskeletal proteins during cytoplasmic
movements in the zebrafish zygote may involve actin nucleation). Rodrigo I. Alvarez y Juan Fernandez.
Laboratorio de Biologia Celular del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

(181) Rol de Sonic Hedgehog (Shh) en la proliferacion de células troncales del cerebro medio dorsal
(tectum) en vertebrados. Francisco Araya', Pablo Lois!, Carmen Gloria Feijoo?, Rolf Karlstrom? y
Veronica Palma!. 'Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile,
2Universidad Andrés Bello, 3University of Massachusetts, EEUU.

(182) Expresion y distribucion de FBPasa en testiculo de rata en desarrollo postnatal (Expression and dis-
tribution of FBPase in postnatal developing rat testis). Romina Bertinat, Zahady Velasquez, Alejandro J. Yafiez
y Juan Carlos Slebe. Laboratorio de Enzimologia, Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile.
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(183) La inhibicién de las caspasas inhibe la apoptosis, pero no la diferenciacién durante la esperma-
togénesis de la rata. (Caspase inhibition prevents apoptosis but not differentiation during rat spermatogen-
esis). Verénica A Codelia, Pablo Cisternas y Ricardo D. Moreno Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile y Millennium Nucleus in Developmental Biology (MNDB).

(184) Identificacion de nuevos genes involucrados en el establecimiento del patron dorsoventral del
embrion de Xenopus mediante SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (Identification of novel genes
involved in dorsoventral patterning of Xenopus embryos by SAGE). Fernando Faunes', Malig,R .2, Melo,F2.,
Larrain,J'. 1. CRCP-FONDAP. Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo. 2. Laboratorio de Bioinformatica
Molecular. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad Catolica de Chile.

(185) Estudio de expresion y funcién de las isoformas 61 y 82 de la proteina quinasa CK1 en el desar-
rollo embrionario del pez cebra (Dario rerio). Claudia Foerster, Amelina Albornoz, y Marcelo Antonelli.
Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y
Millennium Nucleus in Developmental Biology. (Patrocinio: Ricardo Moreno).

(186) Regeneracion de células ciliadas de la linea lateral del pez cebra. Pedro Hernandez, Francisco
Olivari, Andrés Sarrazin y Miguel L. Allende. Nucleo Milenio de Biologia del Desarrollo, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

(187) Orientacion de las divisiones de células troncales germinales en la espermatogénesis de la rata.
Raiil Lagos y Ricardo D. Moreno. Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catélica de Chile, y Nucleo Milenio de Biologia del Desarrollo.

(188) Identificacion de zonas regulatorias del gen dig que determinan su procesamiento a la forma
neuronal o epitelial en Drosophila. Pablo Majoo y Jimena Sierralta. Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(189) Perfil transcripcional de genes regulados por la via de sefializacion Shh/Gli en pez cebra (Danio
rerio). Luis Millal, Villegas R.!, Karlstrom R.2, Burgess S.3, Allende M.L.! y Palma V.! Laboratorio de
Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 2Department of Biology, University
of Massachusetts. *NHGRI/NIH.

(190) Analisis funcional del marcador de progenitores neurales SOX2, y su relacién con los genes
proneurales y neurogénicos en los procesos de diferenciacion y regeneracion de la linea lateral del pez
cebra. Viviana Nuiiez, Andrés Sarrazin, Pedro Hernandez, Pablo Sandoval & Miguel L. Allende. Nucleo
Milenio de Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

(191) Participacion del gen CG32556 en el establecimiento de polaridad celular planar en Drosophila.
Patricio Olguin, Natalia Mena y Alvaro Glavic. MNDB, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

(192) Analisis molecular y morfogenético de la gastrulacion en peces teledsteos anuales del género
Cynolebias (Molecular and morphogenetic analysis of gastrulation in annual fish) Luisa Pereiro, Loosli F.!,
Wittbrodt J.!, Concha M.L. Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. ! EMBL, Heidelberg, Alemania.

(193) Expresion y falta de funcién de kif-I1¢ en el desarrollo del pez cebra. Daniela Pérez-Munizaga?,
Pinto R3y Reyes AE'2 'Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Diego Portales. 2Millennium Nucleus
in Developmental Biology. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 3Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular, Facultad Ciencias de la Salud, UNAB.

(194) La histona variante macroH2A y su papel en el desarrollo temprano del pez cebra. Rodrigo
Pinto!; Reyes, A2, Molina, A'; Alvarez, M!; Vera, MI'. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Fa-
cultad Ciencias de la Salud, UNAB; MIFAB!; Laboratorio de Biologia del Desarrollo, Facultad Ciencias
de la Salud, UDP2.

(195) Identificacion y andlisis de la expresion de genes involucrados en el crecimiento y desarrollo
muscular del congrio colorado (Genypterus chilensis). Alejandro Ramirez, Poblete E., Alvarez M.,
Vera M.I. y Molina A. Laboratorio de Biotecnologia Molecular, Dpto. Cs. Biol. Universidad Andrés Bello;
MIFAB.

(196) Sonic Hedgehog (Shh) regula el comportamiento de precursores celulares neurales (NPCs)
modulando la actividad del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Gisela Reinchisi!.,
Cerda, G'., Mendoza Naranjo, A2, Palma, V!. 'Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo, Facultad de
Ciencias y 2Laboratorio de Inmunologia Antitumoral, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

(197) PDGEF es necesario tanto en induccién como en migracion de las células de la cresta neural en X.
laevis. 'Valdivia, L., 'Francisco Romero-Oliva y ?“Mayor, R. MNDB, 'Universidad de Chile y 2University
College London.

(198) Identificacion de genes regulados por REST/NRSF durante el desarrollo temprano de Xenopus.
Lorena Santa Maria, Eduardo Gamboa, Andro Montoya, Patricio Olguin y Manuel Kukuljan. ICBM,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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(199) Contribucion de dominios especificos del factor de trascripcion Runx2 en la expresion de genes
oseos. Giorgia Ugarte, Gloria Arriagada, Roberto Paredes, Soraya Gutiérrez y Martin Montecino. Anillo
de Investigacion de Estudios Avanzados en Sefializacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad de Concepcion.

(200) Regulacion de la expresion de genes del metabolismo de la vitamina C en respuesta al vaciamiento
de glutation en un modelo de epitelio intestinal. (Regulation of genes involved in vitamin C metabolism
by glutathione depletion in an intestinal epithelial model) Marcelo Villagran, Barra V., Hechenleitner
M., Maldonado M., Rivas C.I. y Vera J.C. Laboratorio de Antioxidantes. Departamento de Fisiopatologia.
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad de Concepcion. Concepcion. Chile.

(201) Alteracion en la regulaciéon de la expresion del factor de transcripcion éseo Runx2 durante el
ciclo celular en células de osteosarcoma. Karina Villegas!, Inga San Martin', Mario Galindo!, Daniel
Young?, Jane Lian, Janet Stein2, Gary Stein2, Andre van Wijnen?2. 'Programa de Biologia Celular y Molecular,
Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 2Department of Cell Biology
and Cancer Center, University of Massachusetts Medical School, Worcester, Massachusetts, USA.

(202) Identificacion de una subunidad o cloroplastica de la proteina quinasa CK2 en Arabidopsis
thaliana. Daniela Fuentes, Paula Salinas, Loreto Holuigue. Departamento de Genética Molecular y Mi-
crobiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

(203) Estudios de la expresion versus la acumulacién de la proteina codificada por un gen maestro que
participa en la respuesta a estrés abiotico en Eucalyptus globulus. (Studies of the expression versus the
accumulation of the protein coded for a master gene that participates in abiotic stress response in Eucalyptus
globulus). Cecilia Gamboa, Valenzuela, P.D.T.y Krauskopf, E. Fundacion Ciencia para la Vida, Instituto
MIFAB y Universidad Andrés Bello.

(204) Anilisis de mutantes en genes de respuesta temprana a acido salicilico en Arabidopsis thaliana.
David Leiva, Javier Tapia, Loreto Holuigue. Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

(205) Expresion de RNAs pequeiios nucleolares C/D en Arabidopsis. (Expression of small nucleolar RNAs
C/D in Arabidopsis) Ingrid Letelier!?, Loreto Holuigue? y Manuel Echeverria'. 'Laboratoire Génome et
Développement des Plantes, UMR-5096-CNRS/UPVD/IRD, Université de Perpignan Via Domitia, Francia.
2Departamento Genética Molecular y Microbiologia, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Chile.

(206) Identificacién de un gen tipo CBF (C-Repeat Binding Factor) en respuesta a estrés abiotico en
Citrus limon. (Identification of a CBF gene involved in response to abiotic stress in Citrus limon). Ménica
Paz, Valenzuela, P. D. T. Arce, P. y Krauskopf, E. Fundacion Ciencia para la Vida, Instituto MIFAB, Pontificia
Universidad Catolica de Chile y Universidad Andrés Bello.

(207) Pectato liasa (PL) y poligalacturonasa (PG) en frutilla chilena nativa: comparacion genémica
y de expresion con frutilla comercial. Figueroa, C.R., Paula Pimentel, Moya-Leon, M.A., Caligari, P.,
y Herrera, R. Lab. Fisiologia Vegetal, IBVB, Universidad de Talca. CIBS.

(208) Intercambio de promotores de la familia PIN para revelar si factores de la célula o de las mismas
proteinas determinan sus ubicaciones polares. Ricardo Tejos, Lee Meisel. Nucleo Milenio en Biologia
Celular de Plantas (PCB) y Centro de Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello.

(209) Busqueda de mutantes en trifico vesicular en la planta modelo Arabidopsis thaliana (Traffick-
ing mutant screening in Arabidopis thaliana). Andrés Tittarelli y Silva, H. Ntcleo Milenio en Biologia
Celular Vegetal (PCB) y Centro de Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello. Av. Republica 217,
837-0146 Santiago.

(210) Incorporacion de nucleétidos azicar en Arabidopsis thaliana. Rafael Torres, Lorena Marchant,
Francisca Reyes y Ariel Orellana. Centro de Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello.

(211) Cambios en la expresion de adaptinas gamma del putativo AP-1 de Arabidopsis thaliana, genera
fenotipos defectuosos en el desarrollo y crecimiento de los ejes que establecen la polaridad vegetal.
Daniela C. Urbina y Lee A. Meisel. Nucleo Milenio en Biologia Celular de Plantas (PCB) y Centro de
Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello. Av. Republica 217, Santiago.

(212) Estudio de la funcionalidad del factor de transcripcién inducido por frio, CBF, de Prunus
persica. Rodrigo Caroca, Andrea Morales, Andrés Tittarelli, Herman Silva, Lee Meisel. Nicleo Milenio
en Biologia Celular de Plantas (PCB) y Centro de Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello. Av.
Republica 217, Santiago.
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09:00 — 11:00
11:00 — 12:00
12:00 - 13:00
13:00 — 15:00

Comunicaciones Libres VIII — Salon Araucania
Presidente: Jimena Sierralta
Secretario: Andrés Couve

Topologiay dinimica mitocondrial en espermatocitos paquitenoy espermatidas de rata. Pablo J. Tapia,
R.D.Moreno, J.G. Reyes. Instituto de Quimica, Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso y Departamento
de Fisiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

KIAAO0888 de Xenopus tropicalis es esencial en el desarrollo embrionario temprano. Marcela Tor-
rején(1), Gupta R, Noble S y Reinsch S(2). (1) Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Fac,
Cs. Biologicas, Universidad de Concepcion. (2) NASA-Ames Research Center. Moffett Field, CA, US.
(Patrocinio: Juan Olate).

Funciones neuronales del gen supresor de tumores dlg de Drosophila melanogaster. Carolina Mendoza,
Valeria Albornoz y Jimena Sierralta. ICBM, Facultad de Medicina, U. de Chile y CENI.

In vitro and in vivo ubiquitin polimerization induced by Cu?*(Cu?* induce la polimerizacion de la ubig-
uitina in vitro e in vivo). Carles Opazo’, Greenough M., Lim C.M., Robb E.L., James S., Luza S., Volitakis
1., Cherny R.A., Camakaris J. & Bush A. 1. fLaboratorio de Neurobiometales, Departamento de Fisiologia,
Universidad de Concepcion, Chile; Oxidation Disorders Laboratory, Mental Health Research Institute of
Victoria and Department of Pathology, The University of Melbourne, Australia.

Fosforilaciéon y trafico de megalina: posible papel de GSK3p. Pamela Farfin, Maria Isabel Yuseffy Maria
Paz Marzolo. Departamento de Biologia Celular y Molecular y Centro de Regulacion Celular y Patologia
FONDAP (CRCP), Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Localizacion de factor tisular en caveolas, reduce el potencial invasivo y coagulante de células de
cancer de mama. Soledad Henriquez, Calderén C, Quest Ay Owen G.I. Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catolica de Chile. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La fosfodiesterasa-4D3 (PDE4D3) en un nuevo mecanismo de regulacion del receptor de EGF. Antonia
Silva, Andrés Norambuena, Alfonso Gonzalez. Depto. Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad
Medicina. Centro FONDAP Regulacion Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias
Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

La activacion de NADPH oxidasa media el efecto precondicionante de la taquicardia. Gina Sdnchez,
Cecilia Hidalgo, Paulina Donoso. Instituto de Ciencias Biomédicas y Centro de Estudios Moleculares de la
Célula, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Coifiaripe

Comunicaciones Libres IX — Salén Araucania
Presidente: Felipe Barros
Secretario: Manuel Kukuljan

Relevancia de las caspasas durante el desarrollo pre-implantacional de ratén. Dolores Busso y Ricardo
D. Moreno. Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad
Catolica de Chile, Santiago. Ntcleo Milenio en Biologia del Desarrollo.

Determinacion de aminoacidos del receptor P2X, involucrados en la modulacién por Cu*?y por Zn*.
Paulina Bull, Sanhueza D., Coddou C., Huidobro-Toro J.P. Centro de Regulacion Celular y Patologia, Insti-
tuto MIFAB, Departamentos de Fisiologia y de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Localizacién subcelular del receptor clasico de progesterona de ovocitos de Xenopus laevis expresado
en células COS-7. Silvana Martinez, Pasten P., Inostroza E., Montecino M., Hinrichs M. V., Olate J. Anillo
de Investigacion de Estudios Avanzados en Sefializacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

Papel de NADPH oxidasa en la regulacién de las sefiales de calcio mediadas por insulina en myotubos

de musculo esquelético. Alejandra Espinosa, Hidalgo C y Jaimovich E. Centro de Estudios Moleculares
de la Célula, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Almuerzo



15:00 - 16:30
16:30 —17:30
17:30 - 18:30
19:00
21:00
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Comunicaciones Libres X — Salon Araucania
Presidente: Francisca Bronfman
Secretario: Lisette Leyton

Analisis de la actividad proapoptética, reguladora del ciclo celular y de la adhesién celular del gen
DAXUDI. Alvare Glavic. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y
Millennium Nucleus in Developmental Biology.

El FGF-1 aumenta la permeabilidad celular mediada por hemicanales formados por la conexina43:
papel del C-terminal de la conexina y del calcio intracelular. Kurt A. Schalper', Mauricio A. Retamal',
Kenji Shoji', Agustin D. Martinez? y Juan C. Séez'. 'Depto. Ciencias Fisiologicas, Pontificia Universidad
Catolica de Chile. 2Instituto de Neurociencias, Universidad de Valparaiso.

o VB3 inhibits morphological and electrophysiological differentiation of CAD neuronal cells. (o V33
inhibe la diferenciacion morfoldgica y electrofisiologica de células neuronales CAD). Rodrigo Herrera-
Molina, Quest AFG, Aylwin ML# and Leyton L. FONDAP Center for Molecular Studies of the Cell. #Center
for Studies of Neuroscience Integrate. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La fosfatasa PP4 y la quinasa JNK-1 se activan conjuntamente en lineas celulares de carcinoma
prostatico PC-3 y LNCaP, activadas con varios estimulos. !Eduardo Parra Villegas , 2Arnaldo Vilaxa
Olcay. 'Programa de Farmacologia Molecular & Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile. 2Departamento de Biologia, Universidad de Tarapaca.

Proteina morfogenética 6sea 2 (BMP-2) induce reorganizacion del citoesqueleto de actina y migracion
celular mediante mecanismos que involucran Cdc42 y PI3-kinasa. Nelson Osses'2, C. Gamell', F. Ventura'.
"Unitat de Bioquimica, Departament de Ciéncies Fisiologiques II, Universitat de Barcelona, Espafia. 2Instituto
de Quimica, Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, Chile.

Biologia de sistemas y genémica funcional para entender los mecanismos moleculares de la respuesta a
nitrogeno en Arabidopsis thaliana. (Systems biology and functional genomics to understand the molecular
mechanisms ofthe nitrogen response in Arabidopsis thaliana) Redrige Gutiérrez. Departamento de Genética
Molecular y Microbiologia. P. Universidad Catolica de Chile. (Patrocinio: Eliseo O. Campos).

Café — Presentacion Empresas — Visita Paneles: Salones Lonquimay y Cofiaripe

CONFERENCIA NUCLEO MILENIO DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO

Salén Araucania

Presenta: Miguel Allende

BIOLOGIA DEL DESARROLLO: EN LA ENCRUCIJADA ENTRE LA GENETICA Y LA
BIOLOGIA DE SISTEMAS

Alfonso Martinez-Arias. Department of Genetics, University of Cambridge, London, England

Entrega del Premios — Salén Araucania

HyClone - Genexpress: Mejores Trabajos Estudiantes
Nikon - Ivens: Mejores Imagenes en Biologia Celular
Cena
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Conferencia Centro de Regulacion Celular y Patalogia “Joaquin V. Luco”
(CRCP) P. Universidad Catdlica de Chile

DE PROGENITOR ANEURONA: EL CAMINO DE LANEUROGENESIS EN EL HIPOCAMPO ADULTO. Alejandro
E Schinder. Fundacion Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina

El giro dentado del hipocampo es una estructura cerebral peculiar, ya que puede generar neuronas durante toda la vida del
individuo. Dichas neuronas derivan de células progenitoras indiferenciadas de la zona subgranular cuya proliferacion y
diferenciacion puede ser modulada por estimulos fisiolégicos, comportamentales y ambientales. Utilizando el hipocampo
de raton adulto como modelo y el marcado retroviral in vivo, hemos descrito recientemente la precisa secuencia de eventos
de maduracion estructural y funcional que una célula progenitora atraviesa hasta convertirse en neurona madura integrada a
los circuitos existentes. Durante ese proceso, que requiere entre 4 y 6 semanas, la neurona migra y aumenta el tamario y la
complejidad de sus estructuras dendriticas y axonales. Esto va acompafiado de un aumento en su excitabilidad, aparicién
temprana de aferentes GABA¢érgicos y tardia de glutamatérgicos. Esta sinaptogénesis secuencial sugiere un rol diferencial
de ambos neurotransmisores en el desarrollo neuronal, lo cual es objeto de estudio en nuestro laboratorio. Una vez que se
han integrado completamente, las neuronas maduras nacidas en el hipocampo adulto son practicamente indistinguibles ya
que reciben aferentes glutamatérgicos y GABA¢érgicos de caracteristicas muy similares a los de neuronas nacidas durante
el desarrollo perinatal. Sin embargo, sutiles diferencias en su excitabilidad sugieren que su actividad eléctrica (spiking)
seria mayor a la de neuronas generadas en el desarrollo y, por lo tanto, participarian del procesamiento de informaciéon de
una manera diferente.

Financiado por Fundacion Antorchas, Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica, National Institutes of
Health (FIRCA-NIH) y Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

Conferencia “Dr. Luis Izquierdo Ferniandez”

SpH-PROTEASA: PASADO, PRESENTE y FUTURO (SpH-protease: Past, Present and Future) Imschenetzky M.
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Concepcion.

Nuestro laboratorio se ha centrado en los cambios que experimenta la cromatina post-fecundacion, en invertebrados marinos.
En este contexto hemos caracterizado hace una década una cistein-proteasa que degrada selectivamente las histonas espe-
rmaticas (SpH) sin afectar las histonas de origen materno (variantes CS), sobre esta base hemos nominado a esta proteasa
como SpH-proteasa. Tanto la localizacion celular de esta proteasa como los experimentos de inhibicién y modulacion de su
actividad proteolitica son consistentes con el rol fundamental que le hemos propuesto en la remodelacion de la cromatina
espermatica que sigue a la fecundacion. Luego hemos determinado que esta enzima participa en el control de la division
celular embrionaria. Hemos definido ademas que SpH-proteasa se localiza en el huso durante la mitosis y persiste asociada
a cromatina hasta etapas tardias durante el desarrollo embrionario, exhibiendo un patrén de segregacion embrionaria in-
especifico. Mas recientemente, hemos clonado el gen que codifica para esta proteasa y descubierto que posee homologia
con la familia de catepsina L. No obstante, a diferencia de catepsinas lizosomales, SpH-proteasa es nuclear, actiia entre pH
7.0 y 8.0 y se asocia al uso mit6tico tanto en embriones de invertebrados como en células humanas en cultivo. El desafio
futuro en este escenario es investigar el rol potencial de esta proteasa en la division celular de células humanas.

Grants: FONDECYT 1050100, PICS—CNRS France /CONICYT Chile

Conferencia Nucleo Milenio de Biologia del Desarrollo

LA BIOLOGIA DEL DESARROLLO EN LA ENCRUCIJADA DE LA GENETICA Y LA BIOLOGIA DE SISTEMAS.
Alfonso Martinez Arias. Departamento de Genetica, Universidad de Cambridge, Cambridge CB2 3EH, Gran Bretaria.

El siglo XX ha sido testigo de una gran revolucion en nuestro entendimiento de la base molecular de la vida y la genética
ha jugado n papel central en estos desarrollos. Los avances técnicos de la biologia molecular conjugados con elementos
conceptuales como “programa genético”, “vias de sefializacion” o “codigos epigenéticos” han propiciado el desarrollo una
importante plataforma intelectual y experimental para entender el fenomeno vital. En estos desarrollos la mosca Drosophila
melanogaster 'y el gusano Caenorhabditis elegans han jugado un papel central justificado a posteriori por la universalidad
de los conocimientos que han aportado. Actualmente sabemos que existe un kit molecular universal que dirige e interpreta
programas genéticos que resultan en la elaboracion de tejidos y 6rganos y promueven su ensamblaje en organizaciones
de orden superior como son los organismos. La genética y la biologia molecular a gran escala han abierto un interesante
abanico de posibilidades para la Biologia. La Biologia del Desarrollo es uno de estos casos: tenemos los elementos y, en
muchos casos, conocemos algunas de sus conexiones, pero esto no es suficiente para entender las propiedades emergentes
que definen los procesos de generacion de organismos. Las palabras Biologia de Sistemas aparecen frecuentemente en
el lenguaje actual como la receta para las soluciones de problemas complejos y no hay pocos problemas mas complejos
que el ensamblaje de un organismo a partir de sus componentes. Y es asi que la Biologia del Desarrollo se encuentra en la
encrucijada de ver que aporta la Biologia de Sistemas a las técnicas tradicionales, como la Genética, que tanto han aportado
en los tltimos afios. En la charla abordare este dilema enfocando con una perspectiva historica la situacion actual de la
Biologia del desarrollo y mirando al futuro. Arguiré que la eleccién de preguntas importantes sera critica en el desarrollo
de la Biologia y especulare sobre las preguntas que considero importantes y las formas de abordarlas.
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Simposio Centro de Regulacion Celular y Patalogia “Joaquin V. Luco”,
P. Universidad Catoélica de Chile

CYTOSKELETAL SIGNALING AND NEURONAL
POLARIZATION. A. Caceres, S. Quiroga, F. Bollati
and C. Conde. Instituto Mercedes y Martin Ferreyra (IN-
IMEC-CONICET) and Department Biological Chemistry
(CIQUIBIC-CONICET), Cordoba, ARGENTINA.

The neuron is a prime example of a highly polarized cell,
tipically extending a single, thin, long axon, which propagates
signals, and several shorter and thicker dendrites, which are
designed to receive them. Information transfer from a neuron
to its target occurs at the synapse, which is composed of
specialized pre- and postsynaptic elements. Thus, the ability
of neurons to polarize is crucial for complex biological
activities, and therefore, the mechanisms that govern
neuronal polarization are fundamental to our understanding
of neuronal development, plasticity, and neurodegenerative
diseases. Proteins that are crucial for neuronal polarity
determination have been studied extensively through the
culturing of pyramidal neurons from the rodent hippocampus;
in this system cellular asymmetry develops in the absence of
extracellular spatial cues. Proteins that are crucial for neuronal
polarity determination have been studied extensively
through the culturing of pyramidal neurons from the rodent
hippocampus; in this system cellular asymmetry develops
in the absence of extracellular spatial cues. Initially there is
no discernable polarity, as neurons elaborate lamellipodia
(stage 1), and then short neurites (stage 2). Later on, one
of these neurites forms the axon by extending a large and
highly dynamic growth cone with labile actin cytoskeleton
(stage 3) leaving the rest of the neurites to form dendrites
(stage 4), and setting the stage for synaptogenesis (stage 5).
The involvement of enhanced actin-based motility has been
further supported by the finding that Rho-GTPases family
proteins, and particularly Cdc42 and Rac, key players in
regulating the actin cytoskeleton have drastic effects on the
initial establishment of neuronal polarity.

Microtubules and Microtubule-Associated Proteins (MAPs)
are also involved in establishing axonal identity. This idea
was initially demonstrated by our observations showing
that nascent axons had more stable microtubules and that
Tau and MAPI1B are required for axon outgrowth. More
recently, CRMP-2 was found to selectively accumulate in
the growth cones of nascent axons and stimulate microtubule
assembly, with its overexpression leading to extension of
supernumerary axons, and its suppression to blockade of
axon formation. Microtubules may also have a crucial role
in neuronal polarization by signaling to the actin cytoskel-
eton. Forexample, Tiam1, a guanosine nucleotide-exchange
factor for Rac, provides a potential link. Thus, Tiam 1 and
CRMP2 have similar intracellular distribution and function,
as indicated by their overexpression and reduction-of-func-
tion phenotypes. Interestingly, Tiaml behaves as a MAP
possibly by binding to tubulin and the MAP1B light chain,
LCI. Very recent observations have also identified Tctex-1,
a dynein light chain, as another potential important linker
between microtubules and microfilaments. Tctex-1 is highly
enriched in growth cones of prospective axons, being required
for both neurite initiation and axon specification; surpris-
ingly, Tctex-1 axogenic activity seems to be independent
of dynein function, but involves Rac activation and actin
depolymerization. Tctex-1 is part of a protein complex
containing PAR3-PAR6-aPKC-Tiam1-APC and therefore
it may have a role in regulating the activity of components
of this module.

WNT YDISHEVELLED REGULAN EL DESARROLLO

DENDRITICO A TRAVES DE LA ACTIVACION DE
RAC Y JNK. Silvana Rosso'. Department of Anatomy
and Developmental Biology, University College London,
University Street, London, United Kingdom. !Direccion
actual: CIQUIBIC-CONICET, Departamento de Quimica
Biologica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cordoba, Cordoba, Argentina.

El desarrollo del sistema nervioso central (SNC) requiere
de una adecuada formacion de circuitos neuronales y
conexiones nerviosas que permiten integrar multiples
estimulos sinapticos. La diferenciacion y el desarrollo de
las arborizaciones dendriticas cumplen un rol critico para
el establecimiento y mantenimiento de las conexiones
neuronales. Diversos factores, intra y extracelulares han sido
identificados como moduladores del desarrollo dendritico.
Las proteinas WNT, las cuales estan involucradas en
diversas funciones celulares, como gobernar el destino
celular durante estadios de embriogenesis, participar de
los procesos de proliferacion, migracion, polaridad y
muerte celular, actian como factores criticos durante el
desarrollo neuronal. En este trabajo, mostramos el rol de
Wnt7b y Dishevelled (DVL, primer efector intracelular
de las sefiales WNT) durante el desarrollo dendritogénico.
Especificamente, Wnt7b y DVL, los cuales son expresados
en hipocampo, estimulan el desarrollo dendritogénico,
incrementando significativamente la longitud y complejidad
de las arborizaciones dendriticas en neuronas piramidales en
cultivo. Este efecto es bloqueado por Sfrpl, un antagonista
de la familia de proteinas WNT. Consistentemente con estos
resultados, neuronas obtenidas de ratones DVL-1 knockout
muestran una marcada disminucion en la complejidad y
desarrollo de las arborizaciones dendriticas.

Por otra parte, la familia de las pequefias proteinas Rho-
GTPasas tales como Rac, Rho y Cdc42, son ampliamente
conocidas como reguladores del citoesqueleto neuronal.
Interesantemente, Wnt7b y DVL estimulan la actividad de
Racy Jun-N-terminal quinasa (JNK) en neuronas en cultivo.
Laexpresion de la dominante negativa de Rac o lainhibicion
de la cascada de JNK bloquean el efecto inducido por Wnt'y
DVLsobreel desarrollo dendritico. Estas evidencias muestran
unanueva funcion de las proteinas WNT como moduladores
del desarrollo neuronal y permiten definir a DVL como un
factor intermediario en la sefial de transduccion entre factores
extracelulares (como las proteinas WNT) y moduladores del
citoesqueleto neuronal (como las RhoGTPasas) durante el
desarrollo dendritogénico.
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EL ROL DE LA PROTEINA ASOCIADA A MICRO-
TUBULOS 1B EN MIGRACION NEURONAL. Christian
Gonzalez-Billaultl, Erick Contreras-Vallejos', Sebastian Ro-
Jjas!, Nancy Farfan!, Vicente Valenzuela', Elias Utreras’, Eva
Maria Jiménez-Mateos'? and Jesus Avila’.(1)Laboratorio
de Neurociencias, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile. (2) Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa,
Madprid, Espaiia.

Durante el proceso de migracion neuronal las células modi-
fican su morfologia. Estos cambios morfologicos requieren
que el citoesqueleto neuronal sea modificado. Actualmente
se sabe que diferentes proteinas asociadas a microtibulos
(MAPs) o proteinas de union a actina (ABPs) son necesarias
para modular la migraciéon neuronal. Dentro de las prime-
ras encontramos a LIS1, DCX y MAP1B, mientras en las
segundas a filamina. Es por eso que en los ultimos afos
hemos puesto nuestra atencion en el papel de las MAPs en
migracion neuronal. Aqui describiremos como unamolécula
extracelular que regula lamigracion neuronal (Reelina) puede
modular la funcion de la proteina asociada a microtiibulos
1B (MAPI1B). La Reelina puede modular la fosforilacion de
MAPIB tanto in vitro como in vivo. La perdida de funcion
de MAPIB reproduce algunos aspectos morfologicos de
animales mutantes en Reelina. Finalmente, la migracion de
neuronas en animales mutantes para MAP1B en ensayos de
birth-dating se ve inhibida.

Adicionalmente, describiremos una nueva interaccion entre
dos proteinas asociadas a microtubulos, MAP1B y LISI.
Estainteraccion puede ser regulada por modificaciones post-
traduccionales en MAP1B, y proponemos que la unién de
MAPI1B puede regular la formacion de un complejo multi-
proteico involucrado en la modulacion del movimiento del
cuerpo celular durante la migracion neuronal. Este complejo
incluye a proteinas MAPs como LIS1, motores celulares
como dineina y proteinas asociadas (NudEL, pl50sued),
Como la Reelina puede regular la funcion de MAPIB, su
interaccion con LIS1 y las consecuencias fisiologicas de
esta interaccion seran discutidas.

Financiado por FUNDACION ANDES C14060/12 y FON-
DECYT 1060040

DENDRITIC MRNA TRANSPORT: CIS-ELEMENTS,
TRANS-FACTORS AND MOTOR PROTEINS. Stefan
Kindler, Institute for Human Genetics, University Hospital
Hamburg-Eppendorf, Butenfeld 42, D-22529 Hamburg,
Germany.

In neurons, the diverse protein composition of distinct cel-
lular regions demands elaborate sorting mechanisms. In
addition to intrinsic protein targeting signals, cytoplasmic
localization and local translation of mRNAs contributes to
differential protein sorting. In contrast to most neuronal
mRNAs, which are restricted to somata, transcripts encod-
ing the microtubule-associated proteins 2 (MAP2) are found
in dendrites. Along dendritic shafts, MAP2-mRNAs form
granules that appear to serve as transport units. A cis-acting
dendritic targeting element (DTE) in the 3’-untranslated
region of MAP2-transcripts mediates dendritic localization
in neurons. Two 90 and 65 kDa MAP2-RNA trans-acting
proteins, MARTA1 and MARTA2, specifically interact
with the MAP2-DTE. In neurons, MARTA1 preferentially
resides in the nucleus, whereas MARTA?2 is a nucleocyto-
plasmic protein that is mainly present in the somatodendritic
cytoplasm where resides in granular structures. In primary
neurons, overexpression of a truncated MARTA?2 isoform
that contains only the RNA-binding domains exerts a strong
dominant-negative effect as it completely disrupts dendritic
targeting of endogenous MAP2 mRNAs. In contrast, ext-
rasomatic trafficking of MAP2 transcripts is not affected
by overexpression of two other RNA-binding proteins.
Furthermore, truncated MARTA2 does not noticeably alter
the concentration and subcellular distribution of the entire
pool ofpolyadenylated mRNAs. Finally, dominant-negative
kinesin I, but not dynamitin, disrupts extrasomatic traffick-
ing of MAP2 mRNA granules. Thus, in neurons kinesin |
and MARTAZ2 appear to act in concert to specifically target
MAP2 mRNAs into dendrites.

Supported by the Deutsche Forschungsgemeinschaft (Ki
488/2-6)
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Taller Sociedad de Biologia Celular de Chile

TALLER: CONDUCTA ETICA EN LAS CIENCIAS BIOLOGICAS. Martin Montecino”, Manuel Santos? y Tito
Ureta®. WFacultad de Ciencias Biolégicas Universidad de Concepcion, Presidente de la Sociedad de Biologia Celular
de Chile. @Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Comité de Etica y Bioética de la
Soc{edad de Biologia de Chiley Comité de Bioética de CONICYT. ®Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Comité
de Etica y Bioética, Sociedad de Biologia de Chile.

Los cientificos como todos los seres humanos estamos expuestos en forma permanente a decisiones éticas, que no solo
determinan nuestro comportamiento social sino profesional como hombres y mujeres de ciencia. La ética (del griego
“ethos”= conducta o comportamiento) corresponde al conjunto de normas morales que rigen la conducta humana (Moral:
del latin “moris”= costumbre). Disciplinariamente, la Etica es aquella parte de la Filosofia que trata de 1a moral y de las
obligaciones del hombre. Los actos humanos son esencialmente libres. Ello implica conocer lo que se hace, por qué se hace
y en las circunstancias que se hace. En 1970, un bioquimico norteamericano y PhD en Biologia Molecular, Van Rensellar
Potter realiza una reflexion moral sobre las ciencias bioldgicas, dando origen a la Bioética, entendida como la aplicacion
de la ética a las ciencias de la vida. Los topicos especificos que aborda la bioética a nivel de la Biologia, son la investiga-
cion en seres humanos, la utilizacion de animales de experimentacion; la utilizacion de microorganismos y los animales
y plantas y particularmente la Ecologia.

En su clasico libro: “Bioethics: bridge to the future”, Potter visualiza un peligro de supervivencia de todo el ecosistema por la
ruptura entre el saber cientifico y el saber humanistico y que la solucion para ello es el establecimiento de un puente entre la
cultura cientifica y la humanista. Este puente es la Bioética, cuyo objetivo primario es enseflar a como usar el conocimiento
en el campo cientifico-tecnologico. Para la resolucion de problemas, la Bioética dispone de varios modelos entre los que
destacan: los modelos Principialista, Utilitarista, Deontologico, Casuistico, Personalista, Sociobiologista. La bioética no
puede prescindir de una concepcion del hombre, es decir de una antropologia de base en cuanto sera la base del modelo
ético que se utilizara. En nuestro pais, los modelos mas utilizados corresponden al principialista y el personalista.

Si bien la investigacion con seres humanos posee un marco referencial bioético bastante amplio, los aspectos bioéticos
involucrados en la utilizacién de animales de experimentacion en la investigacion cientifica es mas reciente y mas cir-
cunscrita. Los primeros cientificos que abordaron los problemas bioéticos del uso de los animales de experimentacion
fueron los Dres. William Rusell (zo6logo) y Rex Burch (microbi6logo), que en 1959, establecieron las famosas TRES R
de la investigacion animal. Las TRES R se refieren a 1) R de reemplazar, es decir, sustituir parcial o totalmente el uso de
animales; 2) R de refinar, es decir, disminuir la incidencia y severidad de los procedimientos utilizados en los animales y
3) R de reducir, es decir, minimizar el niimero de animales por experimento. )

Un aspecto particular que trata la Etica deontologica se refiere a los codigos de comportamiento ético. El Codigo de Etica
de la Sociedad de Biologia de Chile, corresponde al primer codigo de Etica que regula la actividad de los cientificos
chilenos. Es por ello que resulta relevante conocer y discutir los contenidos y alcances de dicho codigo, de modo que se
mantenga actualizado y sea incorporado como elemento oficial en las Sociedades Cientificas que operan como afiliadas a
la Sociedad de Biologia de Chile (http://www.biologiachile.cl/sbch/com_etica.html).

Este taller abordara conceptos de Bioética y su enseflanza, asi como los aspectos bioéticos generales de la experimentacion
con seres humanos y animales. En la discusion, también se consideraran los elementos fundamentales que debieran estar
presentes en un codigo de ética oficial para la Sociedad de Biologia Celular de Chile. Y finalmente, se presentan los nuevos
requerimientos bioéticos de la investigacion financiada por FONDECYT.
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COMUNICACIONES LIBRES I

LOS RECEPTORES FCy POTENCIAN LA DEGRADA-
CION DE ANTIGENOS BACTERIANOS EN CELULAS
DENDRITICAS YLAACTIVACION DE LINFOCITOS T.
Andrés A. Herrada'+*, Jaime A. Tobar!, Francisco J. Con-
treras'? y Alexis M. Kalergis'? ! Departamento de Genética
Moleculary Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Pontificia Universidad Catolica de Chile.?Departamento de
Reumatologia, Facultad de Medicina. Pontificia Universidad
Catolica de Chile. *Departamento de Biologia, Facultad
de Ciencias. Universidad de Chile. * Instituto de Quimica.
Facultad de Ciencias Basicas y Matematicas. Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso.

La induccion de una respuesta inmune anti-bacteriana de-
pende de la funcion de la célula dendritica (DC) de activar
linfocitos T especificos contra el patdgeno. Debido a esto,
ciertos microorganismos han desarrollado mecanismos de
interferencia con la funcién de la DC. En nuestro laboratorio
hemos observado que la bacteria Salmonella Typhimurium
es un patdogeno que utiliza esta estrategia, sobreviviendo
al interior de la DC por inhibicion de la fusion fagosoma-
lisosoma, inhibiendo asi la presentacion de sus antigenos
a linfocitos T in vitro e in vivo. Sin embargo, resultados
preliminares indican que Salmonella es degradada por la
DC y sus antigenos presentados a linfocitos T cuando es
internalizada mediante receptores FcyR en la superficie de la
DC. Elingreso via FcyR re-dirige a las bacterias hacia laruta
de degradacion lisosomal y re-establece la presentacion de
sus antigenos en moléculas de MHC. En vista de que existen
dos tipos de receptores Fcy en la DC, el receptor activador
FcyRIIl y el inhibidor FcyRIIb, evaluamos la importancia
de éstos en la degradacion de Salmonella, utilizando anti-
cuerpos bloqueadores para cada uno de estos. Experimentos
in vitro sugieren que FcyIIIR en la DC seria el responsable
de la degradacion de Salmonella opsonizada y la posterior
activacion de linfocitos T especificos. Actualmente estamos
evaluando si este mecanismo depende de la actividad PI-
3K, ya que datos preliminares sugieren que su inhibicion
permite a la bacteria opsonizada sobrevivir al interior de la
DC, inhibiendo la activacion de linfocitos T. Asi, es proba-
ble que la inhibicion de PI-3K o de sus efectores seria un
posible mecanismo molecular de Salmonella para interferir
con la funcion de la DC y de evasion de la respuesta inmune
anti-bacteriana.

Financiado por FONDECYT 1030557, FONDECYT
1050979 y Nucleo Milenio en Inmunologia e inmunote-
rapia

FLUJO OVOPLASMICO EN EL ZIGOTO DEL PEZ
CEBRA (Ooplasmic flow in the zebrafish zygote).
Ferndndez, J y Fuentes, R. Departamento de Biologia.
Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.

El embrion del pez cebra se origina del blastodisco, dominio
de citoplasma que se forma en el hemisferio animal del zigoto
como resultado de la gradual acumulacién de ovoplasma.
Este consiste de organelos y ribonucleoproteinas separadas
de los globulos de vitelo, redistribuidas y canalizadas hacia
el polo animal mediante un proceso llamado segregacion
ovoplasmica. Fue de interés explorar sobre las caracteristicas
de este proceso y sus relaciones con la dindmica del citoes-
queleto. Para esto se estudio el movimiento de vesiculas,
organelos marcados y micro esferas fluorescentes mediante
video microscopia de tiempo extendido (“time lapse™) y la
opcion “track points” de Metamorph. El traslado de ovoplas-
ma al polo animal genera dos corrientes o flujos: periférico
o ectoplasmico e interno o endoplasmico. El flujo lento
(~2-10 um/min) ocurre durante la interfase temprana y el
rapido (~10-30 pm/min) durante la interfase tardia El flujo
lento es bloqueado por Colcemida y forma canales cortos
(“short streamers”), mientras el flujo rapido es bloqueado por
Citochalasina B y forma canales largos (“long streamers”).
Ambos flujos exhiben intermitencia y bidireccionalidad.
De estos datos se concluye que el flujo lento depende de
microtibulosy el rapido de microfilamentos. La intermitencia
y bidireccionalidad de los objetos en movimiento, por otro
lado, podrian reflejar la manera como una red de actina y
microtibulos se desplaza durante la segregacion ovoplasmica
(Proyecto FONDECYT 1030879).

ACETILACION DE HISTONAS EN REGIONES DE
QUIEBRE CROMOSOMALES (BCRS) DE RUNXI Mar-
cela Stuardo, Milka Martinez, Soraya Gutiérrez. Anillo de
Investigacion de Estudios Avanzados en Senalizacion Celular
v Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Concepcion

Una de las translocaciones cromosdmicas mas frecuentes en
leucemia mieloide aguda (AML) es la translocacion t(8;21)
queinvolucraalos genes RUNX1yETO. Lasregiones donde
se produce el quiebre cromosomal (BCRs) en estos genes
estanlocalizadas enlosintrones Sy 1, respectivamente. Hasta
la fecha, no se han encontrado secuencias de homologia
o recombinogénicas que expliquen la formacion de esta
translocacion. Por consiguiente, planteamos como hipdtesis
que la conformacién de cromatina presente en las regiones
BCRs de los genes RUNX1 y ETO es determinante para la
formacion de t(8;21). Con el fin de analizar la estructura
de la cromatina en estas regiones, utilizamos la linea celular
del tipo mieloide HL-60 que expresa normalmente ambas
proteinas, pero no presenta la translocacion y la linea celular
HeLa que no expresa Runx1 ni Eto. Utilizando la técnica
Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) y deteccion con
marcaje final indirecto (slot blot), hemos determinado la
presencia de histonas H3 y H4 acetiladas, asi como también
de la histona H1, en los BCRs de RUNX1. Nuestros resul-
tados demuestran que los BCR2 y 3 presentan una consi-
derable acetilacion de histonas H3 y H4, asi como también
una disminucion en la asociacion de la histona H1. Estos
analisis sugieren que existe una alteracion en la estructura
nucleosomal de estas regiones
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LOCALIZACION DE LOS RECEPTORES PARA TGF-J
ENLAMEMBRANAPLASMATICAYSUENDOCITOSIS
EN MIOBLASTOS C2C12. (Plasma membrane TGF—f3
receptors localization and its endocytosis in C2C12 myo-
blasts). Cabello-Verrugio, C., Brandan, E. Laboratorio de
Diferenciacion Celular y Patologia, FONDAP Biomedicina
JV Luco, Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile

Un mecanismo regulador de la sefializacion de TGF—§ es la
endocitosis de sus receptores transductores (TBR), proceso
dependiente de su localizacion en la membrana plasmatica.
Cuando TPR estan en balsas lipidicas (raft) ocurre endocitosis
caveolar e inhibicion de la sefializacion de TGF—f, mientras
que su ubicacion en microdominios non-raft lleva a endoci-
tosis via vesiculas cubiertas por clatrina (VCC) favoreciendo
su seflalizacion. En este trabajo se evalu6 la localizacion y
endocitosis de TBR en mioblastos C2C12. Resultados obte-
nidos mediante ensayos de fraccionamiento de extractos en
gradientes de sacarosa, sugieren que TBR estan localizados
en microdominios non-rafi. Al inhibir endocitosis via VCC,
se observo una disminucion en la actividad del reportero para
TGF— p3TP-lux., sin alterarse la fosforilacion de Smad-2
6 -3 en respuesta a TGF—f. Sin embargo, bajo las mismas
condiciones de inhibicion de endocitosis via VCC, se ob-
servo menor acumulacion nuclear de Smad-4 en respuesta a
TGF—. Los resultados indican que TPR estan localizados en
microdominios non-raft, y al inhibir su endocitosis via VCC,
la sefializacion de TGF—f disminuye por un mecanismo que
altera la acumulacion nuclear de Smad-4, la actividad de un
reportero dependiente de TGF-f3 pero no la fosforilacion de
Smad-2/3. (Financiado por FONDAP, MIFAB, MDA, HHMI
International Scholar).

EN NEURONAS HIPOCAMPALES, N-METIL-D-AS-
PARTATO INDUCE LIBERACION DE CALCIO DESDE
COMPARTIMENTOS SENSIBLES A RYANODINA Y
PROMUEVELAGENERACION DE ESPECIES REACTI-
VAS DE OXIGENO MEDIADA POR NADPH OXIDASA.

Muiioz-Carvajal, P.!2, Humeres, A.', Haeger, P, Nuiiez, M. T.

2 & Hidalgo, C."!Centro Fondap de Estudios Moleculares de
la Célula, Fac.de Medicina, U. de Chile, Depto. de Biologia,

Fac. de Ciencias, U. de Chile.

En hipocampo, la plasticidad sinaptica se manifiesta como
cambios en las conexiones sinapticas y se considera como el
mecanismo celular de memoria y aprendizaje. En neuronas
hipocampales, la estimulacion eléctrica o farmacolégica del
receptor de glutamato del tipo sensible a N-metil-D-aspartato
(R-NMDA) produce aumentos transitorios de la concentracion
del calcio libre (Ca?*) y de especies reactivas de oxigeno (ROS),
que son criticos para la plasticidad sinaptica. El aumento inicial
de Ca?* por entrada a través de R-NMDA es luego amplificado
por liberacion de Ca?* inducida por Ca2* desde compartimen-
tos sensibles a ryanodina, lo que activa la via MAPK/ERK.
Se ha demostrado que la enzima NADPH oxidasa (NOX)
produce ROS cuando se estimulan los R-NMDA, y que los
ROS condicionan la instauracion de plasticidad sinptica. En
este trabajo, analizamos sefiales de Ca?*, produccion de ROS
dependiente de NOX y activacion (fosforilacion) de ERK tras
estimular R-NMDA. Para ello, utilizamos cultivos primarios
de neuronas de hipocampo y las sondas fluorescentes Fluo-3
AM vy diclorodihidrofluoresceina para detectar sefiales de Ca2*
y produccion de ROS, respectivamente; utilizamos, ademas, un
anticuerpo que reconoce fosfo-ERK. Encontramos que 50 uM
deNMDA indujo sefiales de calcio sensibles aryanodina, generd
ROS por estimulacion de NOX, y estimul¢ la fosforilacion de
ERK. Determinamos, ademas, que existe una estrecha relacion
entre la generacion de ROS y de sefiales de calcio, y que estas
son fundamentales para la activacion de la via MAPK/ERK en
respuesta a la activacion de R-NMDA.

Financiado por FONDAP CEMC 15010006, MECESUP
UCHO001, and ICM P99-031F.

EVALUACION DEL ROL DEL RETICULO ENDOPLAS-
MICO EN LA BIOGENESIS DE PROTEINAS DE MEM-
BRANA PEROXISOMAL, EN FIBROBLASTOS HUMA-
NOS CONTROLES Y MUTANTES DE LA BIOGENESIS
PEROXISOMAL. Toro A., Koenig, C.y Santos MJ. Lab. de
Bioquimica Celular y Genética, Fac. de Cs. Biologicas, P. U.
Catdlica de Chile. (FONDECYT 1040792)

El modelo aceptado para la biogénesis peroxisomal (BP),
establece que todo peroxisoma se origina a partir de uno
preexistente, excluyendo una participacion del reticulo en-
doplasmico (RE). En el presente trabajo, reportamos que la
incorporacion de los genes silvestres, en dos lineas humanas
sin peroxisomas, restablece la BP. La localizacion subcelular
de los genes (PEX3-GFP y PEX16-GFP) fue estudiada a
tiempos cortos de expresion. En el caso del mutante en PEX3
(fibroblastos-MR), trasuna hora de microinyectar el plasmido
pPEX3-GFP, encontramos esta proteina en una estructura
perinuclear, que colocalizé parcialmente con el RE. Por otro
lado, en la linea mutante en PEX16 (fibroblastos-GM6231),
luego de 5 hrs. post-transfeccion, la proteina PEX16-GFP fue
encontrada en una estructura que colocalizo con el RE. A las
15 hrs. post-transfeccion, estas células muestran la aparicion
de estructuras puntiformes, algunas de las cuales contenian
PMPs. Cuando se transfectd la construccion PEX16-GFP
en fibroblastos-MR, la sefial obtenida colocalizd con el RE,
independiente del tiempo de expresion. No obstante, al trans-
fectar el gen PEX3-GFP en fibroblastos-GM6231, la sefial
obtenida fue s6lo mitocondrial. Estos resultados sugieren
un rol importante del RE en la BP, ademas de entregar datos
sobre la posible temporalidad de accion de las proteinas
PEX3 y PEX16.
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COMUNICACIONES LIBRES I

EFECTO DE IL-4 EN EL HOMING DE LOS LINFOCI-
TOSAMUCOSAINTESTINAL. R. Elgueta', F. Vilches', L.
Vargas', M. R. Bono'23, M. Rosemblatt'23. 1. Universidad de
Chile. 2. MIFAB. 3. Fundacion Ciencia para la Vida.

Las células dendriticas (DC) de 6rganos linfoides asociados
a mucosa gastrica, son elementos centrales en la induccion
de los receptores de homing a mucosa intestinal o047 y
CCRO en Linfocitos T (LT), confiriéndoles asi, la capacidad
de migrar a la mucosa intestinal.

En este estudio demostramos que LT activados con DC
de linfonodo mesentérico (MLN) en presencia de 1L-4
muestran una mayor expresion de CCR9, comparados a LT
activados en ausencia de esta citoquina. Este efecto depende
de la accién de IL-4 sobre las DC, ya que la activacion de
LT por DC de ratones knockout para el receptor de 1L-4
(KO IL-4R) en presencia o ausencia de IL-4 no induce la
expresion de CCRY. Por otra parte el acido retinoico (RA)
ha sido también implicado en el homing de LT a mucosa
intestinal. Por lo tanto, investigamos la relacion entre IL-4 y
la enzima involucrada en la sintesis de RA (RALDH2) en el
fenomeno de homing. Nuestros resultados muestran que IL-4
incrementa la expresion del RNA mensajero de RALDH2
en DC de MLN, no asi en DC de PLN, sugiriendo que la
induccion del potencial de homing a mucosa intestinal de
los LT es regulado por IL-4 a través de la produccion de
RA por las DC.

(FONDECYT 1060834, 1060253).

REGULACION POST-MITOTICA DE LA EXPRESION
DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION OSEO RUNX2.
IMPLICANCIAS EN EL COMPROMISO DEL LINAJE
OSEO Y CONTROL DE LA PROLIFERACION CELU-
LAR. Mario Galindo', Nadiya Teplyuk’, Xiaoging Yang?,
Daniel Young?, Jane Lian?, Janet Stein®, Gary Stein?, Andre
van Wijnen®. 1Programa de Biologia Celular y Molecular,
Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. 2Department of Cell Biology and
Cancer Center, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, Massachusetts, USA.

En mamiferos, el desarrollo del sistema 6seo requiere la
expresion y funcion del factor de transcripcion Runx?2.
Runx2 se expresa a nivel basal en células osteoprogenito-
ras durante la etapa de expansion proliferativa. Durante la
mitosis decrecen los niveles de proteina para Runx2, aun
que este factor se mantiene unido a los cromosomas y por
esta via es heredado por las células hijas. En trabajos previos
hemos postulado que el aumento de la expresion de Runx2
promueve la salida del ciclo celular en fase G1 y la difer-
enciacion osea en una etapa post-proliferativa. La hipotesis
del compromiso de linaje 6seo y control de la proliferacion
celular por Runx2 en G1 fue sometida a prueba utilizando
cultivos de pre-osteoblastos deficientes en Runx2 (Runx2-
siRNA)y sincronizados en mitosis. Nuestros datos muestran
que los niveles de proteina y RNAm para Runx2, medidos
por western blot y qPCR, aumentan post-mitoticamente en
G1. La consecuencia funcional en la disminucion forzada
(Runx2-siRNA) de Runx2 durante G1 se ve reflejada en la
alteracion de los perfiles de expresion transcripcional para
genes blanco de Runx2, entre los que se incluyen genes
implicados en el control del ciclo celular y la diferenciacion
osea. Estos datos sugieren que en pre-osteoblastos la regu-
lacion de Runx2 en fase G1 del ciclo celular no solo refleja
supotencial anti-proliferativo, sino también su participacion
en la mantencion del compromiso de linaje dseo.

Financiamiento: Fondecyt 1040772 y Fundacion Andes
C-13960/10

ANALISIS DELAMORFOGENESISASIMETRICADEL
ORGANO PARAPINEAL DE PEZ CEBRA EN TRES
NIVELES DE ORGANIZACION (Multi-scale analysis of
the asymmetric morphogenesis of the parapineal organ in
zebrafish) Hirtel S., Lemus C.G., Jara J., Cabrejos M.E.,
Concha M.L. Programa de Anatomia y Biologia del De-
sarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, U. de Chile.

La migracion asimétrica del 6rgano parapineal desencadena
amplias asimetrias morfo-funcionales en el cerebro embri-
onario de pez cebra (Danio rerio). Embriones de peces que
expresan la proteina fluorescente verde en el drgano parapineal
permiten por primera vez analizar la morfogénesis asimétrica
en tres niveles de organizacion: (i) en nivel supra-celular (p.e.
organizacion topologica y formacion de patrones celulares),
(i) en nivel celular (p.e. cambios morfologicos), y (iii) en
nivel sub-celular (p.e. formacion de procesos celulares). La
morfogénesis asimétrica del organo parapineal consta de tres
fases principales: (a) las células precursoras parapineales se
compactan en una estructura ovoidal (6rgano parapineal)
donde los ejes principales celulares confluyen hacia el interior
formando angulos perpendiculares conrespectoal eje principal
del 6rgano parapineal; (b) las células parapineales desarrollan
una creciente actividad y motilidad celular formando blebs y
filopodios orientados hacia la direccion de la naciente/emer-
gente migracion; y finalmente (c) el érgano parapineal se
delamina del complejo pineal, migrando hacia la habénula
izquierda. La comparacion con mutantes del desarrollo con
defectos en la morfogénesis asimétrica del 6rgano parapineal
permite determinar que los distintos niveles de organizacion
estan controlados de mecanismos genéticos independientes.

Financiamiento: PBCT ACT47, ICM P04-068-F, FONDE-
CYT 1060890.

LOCALIZACION BASOLATERAL DEL TRANSPOR-
TADOR DE VITAMINA C SVCT2 EN LAS CELULAS
EPITELIALES DE LOS PLEXOS COROIDEOS. (Basola-
teral localization of vitamin C transporter SVCT?2 in choroid
plexus epithelial cells). Viviana Ulloa*, Maria de los Angeles
Garcia, Herndan Montecinos, Francisco Nualart. Depto. de
Biol. Celular, Fac.de Cs. Biologicas. U. de Concepcion.

Los plexos coroideos se encuentran en los ventriculos cer-
ebrales formando la barrera sangre-liquido cefalorraquideo
(LCR) y estan compuestos por un epitelio polarizado: la
membrana apical contacta al LCR y la membrana basolateral
a la sangre. La vitamina C es concentrada desde la sangre al
cerebro mediante los plexos coroideos. La forma reducida de
lavitamina (4cido ascorbico, AA) es incorporada por transpor-
tadores SVCTsy la forma oxidada (DHA) por transportadores
GLUTs. Estandarizamos un novedoso modelo para el estudio
delos plexos coroideos, utilizando explantes intactos aislados
de raton. El andlisis por inmunofluorescencia y microscopia
confocal confirma la localizacion basolateral de GLUT]I, la
localizacion apical del transportador de monocarboxilatos
MCT1 ylalocalizacion de ZO-1 (marcador de tight junctions)
en la membrana lateral de las células epiteliales de los plexos
coroideos. Al analizar la distribucion de SVCT2 logramos
definir por primera vez la localizacion basolateral de este
transportador en los plexos coroideos. Nuestros datos inmu-
nocitoquimicos se correlacionan con los estudios cinéticos que
demuestran la incorporacion de AA en los plexos coroideos.
Finalmente, laexpresionde GLUT1y SVCT2 fue confirmada
mediante RT-PCR y Western blot. Nuestros datos explicarian
la primera etapa en el complejo proceso desarrollado para
concentrar vitamina C en el cerebro.

FONDECYT 1050095. *Becaria CONICYT.
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PARTICIPACION DE LA VIA PI-3 KINASA/Akt EN LA
PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHE-
IMER. Lorena Mujica'?, Carola Otth', Angara Zambrano',
Ilona I. Concha’, Ricardo B. Maccioni'?3  llInstituto de
Bioquimica, Universidad Austral de Chile, 2 Millennium
Institute for Advanced Studies in Cell Biology and Biotech-
nology (CBB), 3 Facultad de Ciencias, U.de Chile.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden cerebral
degenerativo que se caracteriza histoldgicamente por la acu-
mulacion de depositos extracelulares de péptido B-amiloide
(AP), que se compactan para formar las placas seniles (PS)
denominados placas seniles y por la acumulacion de ovil-
los neurofibrilares (ONF) intracelulares. Ademas, presenta
una pérdida de sinapsis y neuronas en regiones del cerebro
relacionados en los procesos de aprendizaje y memoria, lo
que conlleva a la perdida de las funciones cognitivas.
LaEAesundesorden multifactorial, en la cual se ha postulado
que intervienen varios factores entre los cuales se pueden
destacar a las lesiones histologicas, placas seniles y ovil-
los neurofibrilares junto con el estrés oxidativo, respuesta
inflamatorias y aumento intracelular de calcio. Todos estos
factores conllevan al inicio de esta enfermedad a una neu-
rodegeneracion y en su etapa final desencadena una muerte
celular de ciertas poblaciones neuronales.

Sin embargo, las sefiales de transduccion que conllevan a la
patogénesis de la EA no se han esclarecido en su totalidad.
Nuestro trabajo de investigacion se enfoca principalmente en
evaluar el sistema antiapoptotico através de la fosfatidilinosi-
tol- 3 quinasa (PI3K) y la quinasa serina-treonina Akt/PKB
como un posible sistema que relacione al péptido 3-amiloide,
los ovillos neurofibilares y la muerte neuronal.

(FONDECYT 1050198, Millennium Institute CBB, DID-
UACh2004-60, MECESUP AUS 0006)

FUNCION DE ESTROGENOS SINTETIZADOS LO-
CALMENTE ENLADIFERENCIACION DE CELULAS
PROGENITORAS MESENQ UIMATICAS HUMANAS
(HMSC). A. M. Pino', J. M. Rodriguez!, S. Rios!, P.
Astudillo!, L. Leiva®, G. Seitz}, M. Fernandez' y J. P. Ro-
driguez!. 1Laboratorio de Biologia Celular, 2 Laboratorio
de Envejecimiento, INTA, Universidad de Chile. 3 Hospital
Sotero del Rio

Los estrogenos juegan un rol fundamental en el hueso y
su accion afectaria la razon adipocito/osteoblasto en la
médula 6sea (MO). Las hMSCs en la MO se diferencian
a osteoblastos y adipocitos, entre otros. La aromatasa
citocromo P450 en hMSCs sintetiza estrogenos desde
esteroides C19. En este trabajo estudiamos el efecto de la
generacion intracelular de estrogenos sobre la diferenciacion
adipogénica (AD)y osteogénica (OS)dehMSCs; laactividad
aromatasa durante la diferenciacion OS y AD temprana, y
el efecto de leptina y 1,25(OH)2D3 sobre la actividad aro-
matasa. Se aislaron y cultivaron hMSCs obtenidas de MO
de mujeres postmenopausicas. Los resultados mostraron
que condiciones favorables para la actividad de aromatasa
inhiben la AD y estimulan la OS. Observamos patrones de
actividad aromatasa diferentes en condiciones OS y AD. La
OS se caracterizo6 por un incremento agudo de la actividad
aromatasa a las 24 h, mientras que en AD el aumento fue
menos pronunciado, pero extendido en el tiempo. Leptina
y vitamina D aumentaron la actividad de aromatasa solo
durante la diferenciacion OS. La activacion de aromatasa no
se correlaciono con el nivel de la proteina, y la actividad se
anuld en presencia de un inhibidor de la via de las MAPK.
Concluimos que un aumento temprano de la concentracion
local de estrogenos en las hMSCs afectan su compromiso
de diferenciacion ya sea limitando la diferenciacion AD,
facilitando la OS o ambas.

FONDECYT # 1050930
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CULTIVO Y CARACTERIZACION DE CELULAS PRO-
GENITORAS DE ENDOTELIO HUMANO AISLADAS
DE SANGRE PERIFERICA. (Characterization of human
endothelial progenitor cell from periferical blood cultured in
vitro). 'Nova, E., 'Searle, A., 'Duran, D., *Vera, J.C., *Rivas,
C., ‘Lamperti, L. & 'Aguayo, C. ' Departamento de Bioquimica
Clinica e Inmunologia, Facultad de Farmacia. 2DepTO.
de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas. U. de
Concepcion, Concepcion. (Patrocinio: Juan Carlos Vera).

Laintegridad estructural y funcional del endotelio es de vital
importancia para mantener hemostasia vascular. Células pro-
genitoras de endotelio (EPCs) juegan un papel fundamental,
ya que pueden diferenciarse a células endoteliales maduras
funcionalmente competentes para reparar vasos dafiado
frente a una injuria vascular. Basados en estos antecedentes,
el objetivo de este trabajo fue cultivar y caracterizar EPC
aisladas desde sangre periférica humana. Las EPC fueron
cultivadas a partir de células mononucleares fraccionadas con
Histopaque-1077 y luego cultivada in vitro en presencia de
un medio de cultivo basal de endotelio, suplementado con
factores de crecimiento. Las células fueron identificadas
por criterios morfolégicos, la expresion de eNOS, LOX-
1, KDR, PAI-1 y CD133 y su capacidad de general oxido
nitrico (NO) en respuesta a acetilcolina. Las EPC presentan
forma hexagonal y una disposicion en forma de “empe-
drado”, caracteristico de células endoteliales. Las células
mononucleares y las EPC luego de 3 dias cultivo expresan
CD133, un marcador de células madres. Sin embargo, tras
2 semanas de cultivo la expresion de CD133 disminuye.
Las EPC expresan marcadores de endotelio (eNOS, KDR,
PAI-1 y LOX-1), sintetizan NO y responden a acetilcolina,
aumentando la sintesis de NO. Estos resultados muestras
que las células progenitoras de endotelio pueden ser culti-
vadas in vitro y se diferencian a células endoteliales adultas
funcionales competentes.

Financiamiento: Proyecto Direccion de Investigacion
Universidad de Concepcion. DIU 205.072.032-1.0, DIUC
205.072.031-1.0.

REGULACION DE NOTCH Y SUS LIGANDOS EN
CELULAS DENDRITICAS (Regulation of Notch
and its Ligands on Dendritic Cells). Daniela Sauma’,
Mario Rosemblatt! 2, Maria Rosa Bono!. 'Laboratorio de
Inmunologia, Facultad de Ciencias, U. de Chile. 2Fundacion
Ciencia par la Vida, MIFAB y U. Andrés Bello.

Las células dendriticas (DCs) juegan un papel importante en la
polarizacién Th1/Th2 delarespuestainmune. Recientemente
se ha vinculado a Notch y sus ligandos, Jagged y Delta en
esta polarizacion. En este trabajo analizamos la expresion de
Notch y sus ligandos en DCs generadas a partir de medula
osea de raton, activadas con diferentes estimulos. Nuestros
resultados indican una expresion diferencial de Jagged y
Delta dependiendo si las DCs son activadas con estimulos
Thl o Th2. Por otra parte, DCs generadas en presencia de
IL-4, una citoquina inductora de respuestas Th2, presentan
una mayor expresion de la mayoria de los ligandos de Notch
comparado con DCs generadas en ausenciade IL-4. Ademas,
estas DCs presentan una reduccion en la expresion de Hes-1,
unblanco de Notch, sugiriendo que la via Notch esta inactiva
en estas DCs. Basados en la evidencia que los linfocitos B
(LB) modulan el fenotipo de las DCs, evaluamos su efecto
sobre la expresion de Jagged y Delta. Encontramos que DCs
co-cultivadas con LB aumentan la expresion de los ligandos
de Notch. Estos datos sugieren que la expresion Notch y sus
ligandos en las DCs se encuentra regulada por patogenos,
citoquinas y otras células del sistema inmune.

MECANISMO DE ACTIVACION DE GENES DE RE-
SPUESTA TEMPRANA A ACIDO SALICILICO, DE-
PENDENCIADE NPR1 YANALISIS DE PROMOTORES
EN ARABIDOPSIS THALIANA. FErancisca Blanco
Loreto Holuigue. Departamento de Genética Molecular y
Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
U. Catolica de Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

El acido salicilico (SA) tiene un rol central en la activacion
de genes de defensa a estrés en plantas, los que de acuerdo
a su cinética de activacion pueden clasificarse como de re-
spuesta temprana o tardia. Evidencias previas sugieren que
existiriaunrequerimiento diferencial del co-activador NPR1
y distintos elementos reguladores en cis, para la activacion
de genes de respuesta temprana a SA.

Utilizando las técnicas de analisis de transcriptoma en
respuesta a SA, identificamos 231 genes cuya expresion
aumenta luego de 2,5 h de tratamiento. Los patrones de induc-
cion y la dependencia del coactivador NPR1, fueron confir-
mados mediante hibridaciones tipo northern, para aquellos
genes con mayor valor de induccion y funcion relacionada
a defensa. También se evaluo el efecto sobre la estabilidad
de estos transcritos en tratamientos con SA e inhibidores de
la transcripcion y asi inferir de los mecanismos que actiian
sobre la activacion de genes seleccionados. Analisis in silico
de las secuencias promotoras de estos genes permitieron
identificar distintos elementos reguladores putativos en
promotores dependientes e independientes de NPR1. El
estudio del mecanismo de activacion mediado por SA, es un
importante paso en la comprension del complejo papel de
esta molécula en la resistencia a estrés en plantas.

ESTUDIOS FUNCIONALES DEHIF-20. DURANTE EL
DESARROLLO DEL PEZ CEBRA. Rojas DA? y Reyes
AE"2 I-Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Diego
Portales, Av. Ejército 141, piso 4, Santiago. >-Millennium
Nucleus in Developmental Biology, Facultad de Ciencias,
U. de Chile.

Los organismos eucariontes han seleccionado mecanismos
para mantener la homeostasis de O, con el fin de aumentar
su absorcion y distribucion. El gen maestro que regula la
respuesta a cambios en la tensién de oxigeno es hypoxia-
inducible factor (HIF). HIF pertenece a la familia de factores
de transcripcion bHLH-PAS formando un dimero activo
o/f. En condiciones de normoxia la sub-unidad o de HIF
es degradada constitutivamente, en cambio, la falta de O, la
estabiliza, dimerizando en el nlicleo y activando especificos.
En nuestro laboratorio hemos clonado 4if-20., una variante
de la sub-unidad g.que codifica una proteina de 832 aminoa-
cidos. El patrén de expresion de hif-20, muestra expresion
en diferentes regiones del embrion, principalmente en vasos
sanguineos longitudinales (aorta dorsal) y transversales
(vasos intersegmentales). Experimentos de falta de funcion
por microinyeccion de morpholinos muestra que Ahif-2a
participaria en la formacion de vasos sanguineos durante
el desarrollo embrionario del pez cebra. Especificamente
hemos encontrado que la falta de funcion de Aif-2a, produce
alteracion en la expresion de genes marcadores (myoD, ntl,
dlx3, snailb), asi como marcadores especificos de vasos
sanguineos (flk1, flt4), observandose diferentes fenotipos de-
pendiendo de la dosis de morpholino. Actualmente, estamos
determinando qué genes se encuentran regulados por Hif-2a
en las distintas etapas del desarrollo del pez cebra.

Financiado por FONDECYT 1060494.
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PREVALENT NEUROLOGICAL DISORDERS ANA-
LYZED WITH HIGH-THROUGHPUT GENETIC
TECHNIQUES Giancarlo V. De Ferrari', Mar Matarin?,
Mario Valdivia’, Andrew Singleton? & John Hardy?. ! Depto.
Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Conce-
pcion, Concepcion — Chile, 2Laboratory of Neurogenetics
(NIA-NIH, Bethesda, USA), *Depto. Psiquiatria y Salud
Mental, Universidad de Concepcion.

Autism is a complex neurological disorder characterized by
ahigh degree of impairment in behavioral domains including
social interaction, verbal and non verbal communication and
imaginative play. Twin and family studies have provided
compelling evidence for a strong genetic component among
autistic individuals. Multiple genome-wide screens have
found evidence for linkage to autism in several chromosomes.
Likewise, cytogenetic abnormalities related to the autistic
phenotype have been reported in chromosomal regions
overlapping known loci of significant linkage. Here we
have begun to explore a sample of Chilean autistic children
for cytogenetical abnormalities with the aid of Illumina’s
Infinium-II Sentrix BeadChips microarrays containing >
300.000 single nucleotide polymorphisms (SNPs), which
are increasingly used for whole-genome genotyping. Our
results reveal several cytogenetical abnormalities in autistic
children including small duplications in chromosomes 2
and 10, a deletion in chromosome 9 and a triplication in
chromosome 12, thus supporting the polygenic nature of
this neurodevelopmental disorder.

Funded by FONDECYT 1050097

FISIONMITOCONDRIALY, SENALES DE CALCIOEN
CULTIVOSPRIMARIOSDEMUSCULOESQUELETICO
SOMETIDOS A ESTIMULACION DEPOLARIZANTE
Eisner V., Szabadkai G? Bianchi K?, Rizzuto R?, Jaimovich
E!. 1, Centro FONDAP Estudios Moleculares de la
Célula, Universidad de Chile. 2, Departamento Medicina
Experimental y Diagnostica, Universidad de Ferrara.

Las mitocondrias constituyen una red interconectada en
permanente balance de procesos de fision y fusion. Hemos
demostrado en cultivos de miotubos esqueléticos, que
estimulos depolarizantes inducen dos sefiales de calcio: una
sefal rapida (acoplamiento excitacion contraccion) y una
seflal lenta (expresion génica). En este trabajo, evaluamos
los componentes de calcio mitocondrial de ambas sefiales y
su dependencia con el balance de fision — fusion.

Nuestros resultados demuestran que hay dos sefiales de cal-
cio asociadas al compartimiento mitocondrial de miotubos
esqueléticos estimulados eléctricamente (400 pulsos, 45
Hz), evaluados mediante co-tincion con Rhod-2 y Fluo3.
Las sefiales mitocondriales siguieron a las citosélicas con
cinética levemente retardada.

Cuando sobrexpresmos la proteina moduladora de la fision
mitocondrial, Drp-1 (wt) y cotransfectamos los cultivos con
mitGFP, analizamos la morfologia mitocondrial mediante
reconstitucion tridimensional, sin encontrar alteraciones.
La estimulacion con carbacol (Cch, 50 uM), fragmento la
red de mitocondrias. Utilizando aequorinas destinadas a
las mitocondrias (mtAeq), la sefial de calcio en respuesta a
500 uM Cch, en presencia de atropina (100 uM), fue mas
lenta'y de menor amplitud en las células que sobrexpresaban
Drp-1 (wt).

Concluimos que existe un componente mitocondrial lento
en respuesta a estimulacion eléctrica y que la dinamica de
mitocondrias determinaria dichas sefales.

FONDAP 15010006
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EL REMODELAMIENTO CROMATINICO Y LA
TRANSCRIPCION DEL GEN DE OSTEOCALCINA
REQUIERE EL RECLUTAMIENTO DE COMPLEJOS
SWI/SNF MEDIADO POR C/EBP fi. Fernando Cruzat,
Matias Hepp, Soraya Bravo, Alejandro Villagra, Loreto
Carvallo, Juan Olate, Martin Montecino. Anillo de
Investigacion de Estudios Avanzados en Serializacion Celular
y Regulacion Génica, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile.

La activacion tejido especifica del gen Osteocalcina (OC)
esta asociada con cambios en la estructura cromatinica de
su region promotora. Dos sitios hipersensibles a nucleasas
abarcan elementos regulatorios dentro del gen de OC que
controlan tanto la transcripcion tejido-especifica basal como el
aumento de esta transcripcion mediado por Vitamina D3. En
células eucariontes los eventos de remodelacion cromatinica
pueden ser mediados por complejos del tipo SWI/SNF, los
que alteran la estructura cromatinica en forma dependiente
de ATP. Hemos generado lineas celulares que expresan de
manera inducible complejos SWI/SNF deficientes en su
actividad ATPasa y por lo tanto inactivos. Mediante ensayos
de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP), Re-ChIP y
transfecciones transitorias en células osteoblasticas, se dem-
uestra que estos complejos inactivos son capaces de unirse
al promotor de OC y que su reclutamiento es mediado por
el factor de transcripcion C/EBP 8. Este junto con el factor
Runx2 forman un complejo estable que facilita la union de la
holoenzima RNA polimerasa Il y promueve la transcripcion
del gende OC. En conjunto, nuestros resultados indican que la
transcripcion tejido-especifica del gen de OC requiere eventos
de remodelacion de cromatina dependientes de SWI/SNF en
células osteoblasticas.

xSINDECAN-4, COMPONENTE DE LA VIA WNT
NO-CANONICA, REGULA LOS MOVIMIENTOS DE
EXTENSIONYCONVERGENCIAENELEMBRIONDE
XENOPUS. (xSyndecan-4, a component of non-canonical Wnt
pathway, regulates the convergence and extension movements
in Xenopus embryos). Rosana Muiioz, Esteban Contreras y
Juan Larrain. Millenium Nucleus in Development Biology.
FONDAP Biomedicina, Facultad de Ciencias Biologicas, P.
Universidad Catdlica de Chile.

La gastrulacion en Xenopus involucrauna serie de movimien-
tos morfogenéticos criticos para la formacion del embriony el
correcto ordenamiento de las tres capas germinales. Durante
éste proceso, conocido como “Extension y Convergencia”
(EC), las células polarizadas del mesodermo dorsal se inter-
calan en direccion mediolateral permitiendo la elongacion
del eje antero-posterior del embrion. En nuestro laboratorio
hemos caracterizado xSindecan-4 (xSin4) y demostrado
su participacion en defectos de EC. La via de senalizacion
Wnt no-canonica es requerida para los movimientos de EC.
Hemos examinado si xSin4 cumple algiin papel en esta via,
para lo cual se realizaron ensayos de cooperatividad entre los
morfolinos para xFz7 y xSin4, observando que estan involu-
crados en la regulacion de los movimientos de EC. Hemos
analizado la posible interaccion funcional de xSin4 con Rho
y Rac, efectores de la Via de Polaridad Celular en el Plano.
Con ensayos de inmunofluorescencia hemos demostrado que
xSin4 se une y transloca a xDsh a lamembrana plasmatica de
una manera dependiente de fibronectina. Hemos propuesto
un modelo donde xSin4 y fibronectina cooperan con xFz7 en
una activacion especifica de la via Wnt no-candnica.

Financiamiento: FONDECYT 1030481.

ALDEHIDODESHIDROGENASASENLAGENERACION
DE CELULAS DENDRITICAS IN VITRO. C Cuevas, A
Aguirre, JC Aguillon. Prog. Disciplinario de Inmunologia,
ICBM, Fac.d de Medicina. U. de Chile.

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras
de antigeno profesionales capaces de modular la respuesta
inmune. /n vitro las DCs humanas son producidas a partir
de monocitos cultivados en presencia de GM-CSF e
interleuquina 4 por 7 dias. En DCs murinas se ha descrito la
presenciade aldehido deshidrogenasas (ALDH), que producen
acido retinoico, el cual estaria involucrado en procesos de
diferenciacion celular e induccion de “homing” en linfocitos
T, por lo que representa una via interesante de describir
en DCs humanas, dado su potencial inmunomodulatorio.
OBIJETIVO: Investigar si la diferenciacion de monocitos a
DCs ocurre a través de la via de acido retinoico. METODOS:
Se utilizé un inhibidor especifico, dietilamin benzaldehido
(DEAB), agregado el dia 0 de cultivo celular y se analizo
la diferenciacion de precursores, mediante la expresion
de marcadores de superficie, a través de citometria de
fluyjo. RESULTADOS: Al dia 7 de cultivo se observd una
disminucién en el marcador de linaje CD11c en un 50%, en
relacion a las DCs no tratadas: CD86 redujo su expresion
en un 40%. CD14 se mantuvo constante en células tratadas,
a diferencia de las no tratadas. CONCLUSION: En DCs
humanas el acido retinoico representaria una via clave en la
diferenciacion de monocitos a DCs, pudiendo influir en la
funcionalidad de las DCs.

Finaciamiento: Fondecyt-Chile 1040860, Milenio P04/030-F
y Mecesup UCHO115.

TRANSPORTE Y METABOLISMO ASTROCITARIO
DE GLUCOSA EN TIEMPO REAL: USO DE NANO-
SENSORES FRET _Bittner C.X. Y, Frommer W. & y
Barros L.F. 0% (1) Centro de Estudios Cientificos (CECS;
(2) U. Austral de Chile; (3) Carnegie Institution, Stanford;
(4) U. de Chile.

La glucosa es el principal sustrato energético del cerebro.
Resultados de varios laboratorios, incluyendo el nuestro,
sugieren que la glicolisis cerebral ocurre preferentemente en
los astrocitos, fendmeno precedido por la captacion del aziucar
a través de los transportadores de la familia GLUT (Barros
et al., GLIA, 2006). Con el objetivo de entender como los
astrocitos responden a las demandas energéticas neuronales,
estamos desarrollando métodos de medicion en tiempo real
de transporte y metabolismo de glucosa en célula unica. En
este trabajo presentaremos los primeros resultados del uso de
nanosensores de hexosas basados en FRET en astrocitos en
cultivo. Lacalibracion del sensor FLIPglu600pA 11 (Deutschle
etal., Protein Science, 2005) en astrocitos corticales de raton
arrojo Kpsde 1,3+ 0,4 mMy 2,4+ 0,4 mM para glucosa y
galactosa, respectivamente. Habiendo comprobado que la
galactosa no es metabolizada en astrocitos y con la ayuda
de modelamiento numérico pudimos obtener los pardmetros
cinéticos del transporte de galactosa. Adicionalmente, pudimos
observar intercambio acelerado de galactosa con glucosa, y
sorpresivamente, entre galactosa y el sustrato de GLUT “no
transportable” ETDG. Para medir metabolismo en astrocitos
individuales, hemos cuantificado la desaparicion de la glu-
cosa luego de la adicién de Citocalasina B, un inhibidor de
los GLUTs. En 10 astrocitos la tasa de consumo promedio
de glucosa fue de 10,9 uM/seg, con un rango de 6.2 a 17.2
uM/seg . En conclusion, por vez primera es posible determi-
nar simultaneamente la tasa de transporte y metabolismo de
glucosa en la misma célula. Estas técnicas estan siendo usadas
para evaluar el efecto de glutamato sobre el metabolismo
energético cerebral.



22 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

COMUNICACIONES LIBRES V

CALRETICULINA DE TRYPANOSOMA CRUZI,
UNA PROTEINA CHAPERONA, EN LA RELACION
HOSPEDERO-PARASITO Arturo Ferreira Laboratorio
de Inmunologia de La Agresion Bacteriana, Programa

Disciplinario de Inmunologia, Facultad de Medicina Uni-
versidad de Chile

La enfermedad de Chagas, presente en 20 millones de indi-
viduos en Latino-América, es producida por Trypanosoma
cruzi. Ennuestro Laboratorio hemos clonado, secuenciadoy
expresado el gen de calreticulina de este protozoo (TcCRT).
Lamolécularecombinante, al unirse a la porcion colagenosa
de Clq, primer componente del complemento humano, inhibe
la ruta clasica del sistema. A pesar de poseer la secuencia
KDEL, de retencion en el reticulo endoplasmico, se expresa
en la superficie parasitaria, donde se une a C1q. Producto de
esta union, no solo se inactiva el sistema del complemento,
sino que se favorece la infectividad del parasito.

En otro ambito, TcCRT interviene en procesos claves de la
neoangiogénesis al inhibir la proliferacion y migracion de
células endoteliales y también lamorfogénesis capilarin vitro.
Estos hechos explican, al menos en parte, resultados in vivo,
en que TcCRT inhibe el desarrollo capilar en la membrana
corioalantoidea de huevos embrionados.

Enssintesis, TcCRT modula aspectos claves de la interaccion
hospedero-parasito. Al ubicarse en la superficie parasitaria o
ser secretada, inhibe un brazo fundamental de la inmunidad
innata, el sistema del complemento, y también el proceso
de angiogénesis. El beneficio para el parasito es evidente
en el primer caso. En el segundo, la inhibicion angiogénica
pudiera tener consecuencias anti-neoplasicas, beneficiando
al hospedero y por ende a la sobrevivencia parasitaria.

Agradecimientos: Proyecto Bicentenario de Anillos de
Investigacion ACT29

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE UN
FACTOR DE TRANSCRIPCION DE LA FAMILIA
bHLHEN EUCALYPTUS GLOBULUS (Ildentification and
characterization of a bHLH family transcription factor in
FEucalyptus globulus). Rasmussen-Poblete, S., Valenzuela,
P.D.T y Krauskopf, E Universidad Andrés Bello, Fundacion
Ciencia Para la Vida.

Fucalyptus globulus esuna especie forestal de gran importan-
cia econdmica en Chile debido a su alta tasa de crecimiento
y su calidad de fibra, por lo que se utiliza ampliamente en
la fabricacion de papel blanco. A pesar de las excelentes
cualidades de cultivo que presenta esta especie, se ha repor-
tado que presenta poca tolerancia a las bajas temperaturas,
afectandose principalmente arboles jovenes, lo que produce
una disminucion en la productividad.

Las plantas estan constantemente sometidas a cambios
ambientales, los que gatillan una cascada de eventos que
se conoce como transduccion de sefiales. La transduccion
de sefales en respuesta a frio esta mediada por una cascada
transcripcional en la que el factor de transcripcion ICE
(Inductor de la Expresion de CBF) y probablemente otras
proteinasrelacionadas activan laexpresion de CBFs (Factores
de Union arepeticiones de C), regulando la transcripcion de
los genes efectores ubicados rio debajo de la cascada.

En este trabajo se describe el aislamiento y la caracteriza-
cion del gen ICE a partir de hojas de plantas de Eucalyptus
globulus sometidas a 4°C por 30 minutos. El analisis de la
expresion de ICE utilizando PCR en tiempo real mostrd que
se expresa en forma constitutiva en diferentes clones de E.
globulus y que su expresion varia levemente en respuesta a
frio. Proyecto UNAB DI 43/04.

MECANISMOS POTENCIALES INVOLUCRADOS EN
EL CONTROL DEL CICLO CELULAR EMBRIONARIO
DE ERIZOS DE MAR POR SPH-PROTEASA. (Potencial
mechanisms involved in the control of embryonic cell cycles
inseaurchins by SpH-protease) ' Andrea Sanchez A, 'Claudio
Iribarren,."Jenaro Garcia Huidobro, *Carolina Concha C,
2Anne Marie Geneviere, 'Violeta Morin, ‘Marcia Puchi y
!Maria Imschenetzky. !.Universidad de Concepcion Chile?
Université Pierre et Marie Curie, Francia.

En erizos de mar la inhibicion de SpH-proteasa bloquea
tanto la replicacion de ADN como la mitosis. Primariamente
hemos investigado si lainhibicion de SpH-proteasa involucra
el procesamiento proteolitico de un factor de trascripcion
tipo CDP/cux que se asocia a la transicion G1/S en sistemas
no embrionarios. Los resultados obtenidos demuestran que
CDP/cux de 220 KDa es procesado a dos formas de 110 KDa
poraccion de esta proteasa, lo cual sugiere a esta viacomo una
alternativa viable para explicar el bloqueo de la primera fase
S. Adicionalmente, hemos investigado el efecto de la inhibi-
cion de SpH-proteasa sobre la actividad de CDK1 y CDK2
determinandose que CDK1 es inhibido como consecuencia
de la inhibicion de SpH-prorteasa, mientras que CDK2 no
es afectado. Consistentemente se determind que ciclina B
no se encuentra fosforilada y que SpH-proteasa interacciona
con ciclina B. En base a estos resultados postulamos que la
inhibicion de la mitosis inducida por la inhibicion de SpH-
proteasa ocurre via falta de fosforilacion de ciclina B, punto
crucial de control de mitosis en otros sistemas biologicos.

(Grants: FONDECYT 1050100, PICS CNRS/France, CO-
NICYT/Chile )

INTERACCION DE PROTEINAS SINAPTICAS DU-
RANTE LA FORMACION DE LA ZONAACTIVA. Torres
V, Dresbach T*, Galaz J, Garner C*. Facultad Ciencias de
la Salud, U. Antofagasta. *Anatomy and Cell Biology, U.
Heildelberg, Germany, *U. de Stanford, USA.

En la sinapsis neuronal existe una region presinaptica
denominada zona activa (AZ) que es el sitio de reclutamiento
y exocitosis de vesiculas sinapticas. En la AZ se encuentran
complejos macromoleculares proteicos responsables de su
funcionalidad y que han recibido el nombre de citomatriz
dela AZ (CAZ).

Hemos abordado las siguientes preguntas para cuatro proteinas
interaccionantes de CAZ, Piccolo, Bassoon, ERC y RIM: (1)
{ Cuales son los mecanismos moleculares y sitios subcelulares
de ensamblaje de CAZ? y (2) (Como son transportadas las
proteinas de la CAZ a las sinapsis?

Estudios de inmunofluorescencia y funcionales indican una
colocalizacion de Piccolo y Bassoon con marcadores del
reticulo trans-Golgi (TGN) en neuronas en cultivo y sugieren
que estas moléculas interaccionan tempranamente en sus
vesiculas de transporte, sin embargo, RIM y ERC parecen
no asociarse con Piccolo y Bassoon a este nivel. En conos
de crecimiento axonal, estudios de inmunofluorescencia y
bioquimicos indican una interaccion entre Piccolo, Bassoon,
ERCy RIM en estas estructuras, sugiriendo la formacion de
complejos macromoleculares entre esta moléculas.

Estos resultados sugieren que durante la sinaptogénesis
algunas proteinas de la CAZ se ensamblarian en el TGN y
otras serianreclutadas posteriormente en conos de crecimiento
axonales.
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REQUERIMIENTOS MOLECULARES PARA LA EX-
PRESION DE SUPERFICIE CELULAR DEL RECEP-
TOR V2 DE VASOPRESINA. (Molecular requirements
for the surface expression of the V2 vasopressin receptor).
Anazco, C.C., Gutiérrez, R.E, Brenet, M., Sarmiento J.M.,
Gonzalez, C.B. Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile.

El receptor V2 de vasopresina presenta dos isoformas
generadas por empalme alternativo. La isoforma V2a
alcanza la superficie celular mientras que la V2b queda
retenida intracelularmente. Esto sugiere que existen sitios
de retencion intracelular o que el V2b carece de motivos
de exportacion. A fin de determinar si existen sitios de
retencion intracelular, se construyeron, mediante PCR,
quimeras conteniendo diferentes segmentos del receptor
con la GFP en su parte carboxiterminal. Estos segmentos
fueron transfectados en forma pasajera en células CHO-K1
y las proteinas de superficie fueron marcadas con biotina.
Estos experimentos muestran que el segmento del aa 1-71,
que contiene la parte aminoterminal del receptor, dominio
transmembrana 1 y el segmento intracelular 1, es retenido
intracelularmente, al igual que la construccion que con-
tiene el segmento intracelular 3, dominio transmembrana
6 y extracelular 3. En cambio, los fragmentos conteniendo
desde el transmembrana 2 al 7 y aquel que contenia los de
transmembrana 6 y 7 y parte carboxiterminal alcanzaron la
superficie celular. Colocalizacion, mediante microscopia,
de los fragmentos que quedan retenidos con marcadores
de organelos celulares, mostraron que ambos fragmentos
alcanzan el aparato de Golgi. Estos resultados indican que
existirian dominios de retencion intracelular al menos en
dos segmentos del receptor.

Financiado por FONDECYT 1060158 y CONICYT AT-
20450140.

EXPRESION DEL TRANSPORTADOR INTESTINAL
DE FE HEMINICO HCPI EN LA LINEA CELULAR
TIPO EPITELIO INTESTINAL CACO-2. Le Blanc S,
Pizarro F, Arredondo M. Laboratorio de Micronutrientes.
INTA. Universidad de Chile.

El hierro (Fe) es un elemento vital, el cual es encontrado
en la dieta como hierro heminico y como hierro inorganico.
Recientemente se ha identificado un transportador intestinal
de Fe-hem enraton, HCP1, el cual mediaria el paso de Fe-hem
desde el lumen del intestino hacia el interior de enterocitos
duodenales en humanos. En este trabajo estudiamos la
expresion del transportador HCP1 en célula tipo epitelio
intestinal Caco-2 Se determind 1) el nivel de expresion de
HCP1 utilizando RT-PCR para distintas concentraciones de
Fe heminico, utilizando como fuente de Fe-hem un digerido
de hemoglobina o una solucion de hemina; 2) la expresion
HCPI1 en funcion del tiempo de exposicion a distintas
concentraciones de Fe-hem; 3) los niveles de expresion
en presencia del inhibidor de la sintesis endogena de hem,
succinilacetona y en células que sobre-expresan la enzima
heme-oxigenasa, encargadadel clivaje delamoléculadehem
dentro de la célula y 4) los niveles de Fe y Fn intracelular
como una medida de disponibilidad del Fe. La expresion
de HCP1 a) es dependiente del tipo de Fe en el medio de
cultivo; b) disminuy¢ al aumentar el Fe interno; ¢) aumento
en presencia del inhibidor de la sintesis de hem. Estos resul-
tados sugieren que el transportador HCP1 es regulado por
la concentracion de Fe intracelular.

Financiamiento: FONDECYT 1051006
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APOPTOSIS EN TRYPANOSOMA CRUZI COMO
BLANCO QUIMIOTERAPEUTICO CONTRA LA EN-
FERMEDAD DE CHAGAS (Apoptosis in T. cruzi as a
chemotherapeutic target against Chagas disease). '*Jiménez,
V. 13Paredes, R.; *Sosa, M.A. y 'Galanti, N. ICBM, Facul-
tad de Medicina, U. de Chile; 2Departamento de Ciencias
Basicas, UST; 3Esc. de Veterinaria, UNAB, ‘IHEM, Fac.de
Ciencias Médicas, UNCuyo, Argentina.

La enfermedad de Chagas es una parasitosis endémica en
Latinoamérica. Es causada por Trypanosoma cruzi, un
protozoario hemoflagelado, que cumple su ciclo de vida
transitando por insectos hematéfagos como hospederos
intermediarios y mamiferos, incluido el hombre, como
hospederos definitivos. La administracion de las drogas
sintéticas benznidazol y nifurtimox, aunque toxicas, re-
sulta efectiva durante la fase aguda de la enfermedad. Sin
embargo, no se cuenta con un tratamiento efectivo e inocuo
para la fase cronica. En la bisqueda de nuevos farmacos
selectivos contra el parasito, hemos estudiado la accion de
sesquiterpenolactonas naturales, aisladas de arbustos de la
familia Artemisia, demostrando que son potentes inductores
de apoptosis en 7. cruzi. Dehidroleucodina, helenalina y
mexicanina tienen un efecto antiproliferativo y citotoxico
sobre las formas infectivas y no infectivas del parasito. La
exposicion de fosfatidilserina, la activacion de cisteina-
proteasas y la fragmentacion del DNA son indicadores de
apoptosis, proceso que también ocurre espontaneamente
durante la fase estacionaria de cultivo. Podemos afirmar que
lamuerte celular programada en 7. cruzi puede inducirse por
laaccion de drogas naturales sesquiterpénicas, constituyendo
una nueva alternativa terapéutica a explorar.

Financiado por Proyecto Anillo ACT29.

CAMBIOS DE REGULACI ON TRANSCRIPCIONAL Y
EVOLUCION DEL DESARROLLO Sylvain Marcellini y
Part Simpson. Depto. de Zoologia, U. de Cambridge, UK.

La comunicacion entre las secuencias reguladoras distales y
los promotores basales controla la transcripcion, permitiendo
un desarrollo reproducible. Sin embargo, los animales
ofrecen una gran diversidad morfologica. Esto sugiere que
los cambios de regulacion trascripcional contribuyen a la
evoluciondel desarollo. Verificamos esta hipotesis estudiando
la evolucion transcripcional del gen “scute”, que codifica
un factor de transcripcion de tipo bHLH en el organismo
modelo Drosophila melanogaster (perteneciente a un grupo
de dos mil especies de Drosophila). La expresion de scute
depende de sus secuencias reguladoras distales e induce una
diferenciacion neuronal. Cambios en la regulacion de scute
pueden generar importantes variaciones en la morfologia y
la funcion del sistema nervioso. Clonamos las secuencias
reguladoras distales de scute en varias especies de Drosophila
que presentan diferencias en la organisacion del sistema
nervioso. Demostramos que: (1) Entre especies, los cambios
de morfologia se reflejan perfectamente en cambios de
la expresion endogena de scute. (2) La delecion de estas
secuencia reguladoras induce la pérdida de expresion de
scute 'y la ausencia de neuronas. (3) Estos defectos pueden
revertirse al re-introducir las secuencias de varias especies
controlando la expresion de scute. (4) La expresion de scute
y la morfologia del sistema nervioso rescatados dependen
del origen de las secuencias reguladoras.

Nuestros resultados indican que los cambios en la regula-
cion transcripcional pueden modificar la expresion génica
y contribuir a la evolucion del desarollo.

ANALISIS DE LOS GENES PRONEURALES INVOLU-
CRADOS ENLAFORMACIONDE LALINEALATERAL
DEL PEZ CEBRA. Andrés Sarrazin, Eduardo Villablanca,
Viviana Nufiez, Pablo Sandoval & Miguel L. Allende. Nucleo
Milenio de Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

La linea lateral de peces y anfibios corresponde a un arreglo
de 6rganos mecanosensores distribuidos sobre el cuerpo del
animal. Cada 6rgano sensorial esta compuesto por un grupo
de células ciliadas mecanosensoras rodeadas por células
de soporte. En este trabajo mostramos que en el embrion
del pez cebra dos genes proneurales son esenciales para
la diferenciacion de las células ciliadas, neuroD y athl.
Mediante experimentos de pérdida de funcion inyectando
oligonucleotidos antisentido (morfolinos), demostramos que
la ausencia de funcion de cada uno de estos genes, pero no
la del otro gen de la familia atonal, neurogeninal (ngnl),
elimina marcadores especificos de células ciliadas. Esto se
contrasta con lo ocurrido en otros sistemas sensoriales, donde
neuroD es regulado por ngnl y no por athl. El fenotipo
producido por la ausencia de funcion de ath! fue rescatado
parcialmente mediante la inyeccion del cDNA de neuroD,
apoyando la conclusién de que en el linaje de las células
ciliadas, la activacion de neuroD requiere athl mientras
que en las neuronas sensoriales del ganglio la activacion de
neuroD requiere ngnl. Proponemos por lo tanto, que los dos
homologos de atonal, athl y ngnl, permiten la segregacion
de dos funciones, la mecano-receptiva y la sefializacion
eléctrica, las cuales originalmente eran desempefiadas por
un solo tipo celular, como ocurre en insectos.

Financiamiento: FONDECYT 1031003, ICM P02-050.

MECANISMO SENSOR DE GLUCOSA CEREBRAL.
DISTRIBUCIONYF!JNCIONDEMCTI,MCTZyMCT4
ENELAREADELNUCLEOARQUEADO. (Brain glucose
sensing mechanism. MCT1, MCT2 and MCT4 distribution
and function in arcuate nucleus area). Christian Cortés*,
Karin Reinicke, Maria de los Angeles Garcia. Departamento
de Biologia Celular, Universidad de Concepcion.

Diversos nticleos hipotalamicos como el nucleo arqueado
(NA), han sido involucrados en la regulacion de la ingesta
alimenticia. En ellos se ha propuesto que la glia hipotalamica
participa en el mecanismo sensor de glucosa, detectando va-
riaciones en la concentracion de éstay transduciendo la sefial
a neuronas vecinas mediante un intermediario metabolico,
lactato. Para validar este mecanismo es necesario demostrar
queambostipos celulares expresan transportadores de lactato.
Mediante ensayos de RT-PCR y Western-blot demostramos
que MCT1,MCT2yMCT4son expresados en el hipotalamo.
Mediante microscopia confocal mostramos que MCT1 es el
principal transportador localizado en el hipotdlamo. Lamayor
inmunoreactividad se detecta en regiones ventriculares y en
tanicitos 31 del NA proximal. En cambio el transportador
MCT?2 se localiza en el area distal de este nticleo sugiriendo
una localizacion neuronal. MCT4 posee una distribucién
restringida en estaarea, observandose solo inmunoreactividad
enlos procesos mas distales de los tanicitos 31 que contactan
ala glia marginal. Analisis funcionales en glia hipotalamica
aislada nos permitieron establecer que la principal isoforma
que participa en el transporte de lactato en este tipo celular
es MCT1. Estos resultados sugieren que los MCTs pueden
mediar una interaccion metabdlica entre glia y neurona.

Proyecto FONDECYT: 1060962. *Becario CONICYT.
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TESTOSTERONA INDUCE MUERTE CELULAR
POR DESREGULACION DE LAS SENALES DE CA*
MEDIADAS POR RECEPTOR PARA IP; TIPO 1 Isaac
Garcia y Manuel Estrada Programa de Fisiologia y Biofi-
sica, FONDAP, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Testosterona tiene efectos fisiologicos en la funcion
neuronal, pero elevadas concentraciones pueden ser
nocivas. Aqui mostramos que dosis supra-fisiologicas de
testosterona (micromolar) inducen apoptosis en células de
neuroblastoma. Se determind tres parametros apoptoticos:
Anexina-V, actividad de caspasas y fragmentacion de
DNA. Utilizando concentraciones micromolares, pero no
nanomolares, la testosterona aumenta los tres parametros
apoptéticos. Ademas, la testosterona produjo aumentos
del Ca* intracelular con diferentes patrones espaciales
los que fueron dependientes de la concentracion: a bajas
concentraciones (10-100 nM) se producen oscilaciones
mientras que a elevadas concentraciones (1-10 uM) se
observé un aumento sostenido y prolongado en el tiempo
(>5 min). El proceso apoptético inducido por elevadas
concentraciones de testosterona fue inhibido en presencia
de inhibidores tanto de caspasas como de IP;. Utilizando
RNA de interferencia para el receptor de IPs-tipo 1 tanto la
muerte celular como el aumento sostenido de la sefial de Ca2*
fue inhibido. Por el contrario, inhibiendo la expresion del
receptor para IPs-tipo 3 no se modifico larespuesta apoptotica
ni el patron de las sefiales de Ca?*. Estos resultados apoyan
la hipétesis que elevadas concentraciones de testosterona
alteran las sefales de Ca* mediadas por el receptor para
IPs-tipo 1 generando aumentos de Ca?* prolongadas en el
tiempo que inducen apoptosis y que podrian tener efectos
a largo plazo en la funcion nerviosa.

FONDECYT 1060077 y Fundacién Andes C14060/11

CARACTERIZACION DE UN GEN DE EXPANSINA
ASOCIADO AL ABLANDAMIENTO DE LA PAPAYA
CULTIVADA EN CHILE Carlos Gaete-Eastman*,
Cristian Balbontin, Raul Herrera & M. Alejandra Moya-
Leon Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Instituto Biologia
Vegetaly Biotecnologia, Universidad de Talca, Chile. E-mail:
cgaete@utalca.cl

Lapapaya cultivada en Chile (Vasconcellea pubescens) cons-
tituye un sistema de estudio atractivo por sucomportamiento
climatérico y rapido ablandamiento. El ablandamiento es un
evento que afecta la calidad de los frutos, de modo que, un
mayor entendimiento del evento anivel molecular, permitira
disefiar estrategias que mejoren su vida de poscosecha. Las
expansinas hansidorelacionadas a variados procesos durante
el crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo la ma-
duracion y el ablandamiento de los frutos. En este contexto
hemos aislado y caracterizado un gen de expansina que se
expresa en fruto durante su ablandamiento. VpExp2, corres-
ponde a una secuencia de 851 pb codificando un polipéptido
de 258 aa, el cual muestra todas las caracteristicas de una
a-expansina. El patron de expresion de VpExp2 evaluado
mediante Northern blot indica: I- maxima acumulacion a los
7 dias de poscosecha a 20°C en frutos control, II- reduccion
de dicha acumulacién en frutos tratados con 1-MCP y 1III-
adelantamiento y mayor induccion de la acumulacion de
VpExp2 en frutos tratados con etileno exégeno; sugiriendo
una fuerte regulacion por etileno. Finalmente, los datos
obtenidos mediante PCR en tiempo real concuerdan con
los datos obtenidos por Northern blot, mostrando la primera
técnica una mayor sensibilidad.

Agradecimientos. Proyecto Fundacion Andes C-13855/12,
Mecesup TAL-105 y CIBS.



26 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

COMUNICACIONES LIBRES VII

XSINDECAN-1 PARTICIPA EN EL ESTABLECIMIEN-

TO DEL EJE DORSOVENTRAL EN EL EMBRION DE
XENOPUS MODULANDO LAVIADE SENALIZACION
POR BMPA. (xSyndecan-1 participates in the establishment
of dorsoventral axis in Xenopus embryos modulating sig-
naling by BMP4). Olivares, G.H., Carrasco, H., Aroca, F,
Larrain, J. Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad
Catolicade Chile, Centro de Regulacion Celulary Patologia-
Fondap, Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo.

El establecimiento del eje dorsoventral en vertebrados
requiere de la accion concertada de las vias de sefializacion
Wnt y BMP. Tempranamente en el desarrollo ocurre una
acumulacion de B-catenina en el futuro lado dorsal que
permite el establecimiento del Organizador de Spemann,
el cual secreta antagonistas de BMP y Wnt, regulando
gradualmente el destino celular en el embrion. Se ha de-
mostrado que en ambas vias los proteoglicanes de heparan
sulfato (PGHS) participan como correceptores facilitando
la sefializacion intracelular.

En nuestro laboratorio hemos clonado Sindecan-1 de
Xenopus (xSin-1) un PGHS de superficie. xSin-1 es un
gen materno-cigotico, que presenta un patron de expresion
muy similar a BMP4 mediante analisis por hibridacion in
situ. La sobreexpresion xSin-1 en embriones de Xenopus
induce ejes dorsales secundarios en forma independiente
de Wnt. Utilizando embriones que carecen de estructuras
dorsales por la inyeccion del oligonucledtido morfolino
para B-catenina (MO-fcat), hemos demostrado que xSin-1,
y no otros PGHS, es capaz de rescatar la presencia del eje
dorsal y que este efecto es contrarrestado por BMP4. Por
lo tanto, xSin-1 modula la sefializacion por BMP durante el
establecimiento del eje dorsovental en Xenopus.

DINAMICA DE LA PROTEINA PRESINAPTICA ERC
EN CONOS DE CRECIMIENTO AXONAL. Zamorano
P, Leal S, Garner C. Universidad de Antofagasta. Stanford
University.

ERC esuna proteina que se asocia con RIM, Piccolo, Bassoon
y Liprin-alfa enlazona presinaptica para formar la citomatriz
de la zona activa. El proceso de como ERC es transportado
a la sinapsis es muy poco comprendido. Para entender
como esta proteina es transportada a la sinapsis infectamos
neuronas con un vector lentiviral que nos permite expresar
ERC fusionado a EGFP y realizamos estudios de imagenes
in vivo en conos de crecimiento axonal. Encontramos que
ERC:EGFP se distribuye en conos de crecimiento axonal
de la misma forma que la proteina endégena formando
grupos punteados a lo largo de las filopodias. Estudios de
inmunofluorescencia indican que estos grupos de proteinas
se asocian a filamentos de actina. Experimentos in vivo
siguiendo la dindmica de la proteina por cortos intervalos de
tiempo muestran que estos grupos son altamente dinamicos
tanto en la filopodia como en el cuerpo central del cono de
crecimiento. Interesantemente, los experimentos in vivo
revelan que los agrupaciones de ERC parecen condensarse en
los filopodios y retraerse posteriormente hacia el centro del
cono axonal. Ademas, estudios en vivo con un microscopio
de reflexion interna total fluorescente (TIRF) revelan que
esas agrupaciones estan en muy cercanos a la membrana
plasmatica. Estos estudios revelan que la proteina ERC es
extremadamente dinamica en conos de crecimiento axonal
y probablemente es reclutada a partir de proteina citosolica
soluble.

REGULACION DE LA MAQUINARIA DE LA FISION
MITOCONDRIAL POR CERAMIDA EN EL CARDI-
OMIOCITO Parra-Ortiz V, Eisner V, Chiong M, Lavandero
S.Centro FONDAP de Estudios Moleculares de la Célula,
Universidad de Chile, 8389100, Chile.

Las mitocondrias son organelos esenciales en el metabolismo
deloseucariontes. Sunumeroy estructura depende de eventos
dinamicos, opuestos y balanceados de fusion y fision. Drp-1,
una GTPasarelacionada con la familia de las dinaminas y Fis-
1 regulan la fision mitocondrial. Drp-1 reside normalmente
en el citoplasma y se recluta a la membrana mitocondrial
por medio de Fis-1 para participar en el ensamblaje de los
complejos de fision.

Evidenciasrecientes sugieren que las mitocondrias experimen-
tan procesos rapidos de fision en la etapa inicial del proceso
apoptotico. El objetivo de este trabajo fue investigar la
maquinaria de la fision mitocondrial en cardiomiocitos y su
relacion con la muerte celular activada por C,-ceramida. Co-
ceramida indujo unarapida caida en el potencial mitocondrial
y la salida del citocromo C desde la mitocondria al citosol,
un aumento del numero de particulas mitocondriales y una
disminucion de su volumen. Mediante inmunofluorescencia
indirecta y Western blot se encontré que Fis-1 aument6 su
expresion mientras que Drp-1 se movilizé a la membrana
mitocondrial por accion de C,-ceramida 40uM. AS-Mfn-
2 (adenovirus antisentido contra Mitofusina-2, inhibidor
de la fusion) alter6 la morfologia y la caida del potencial
mitocondrial inducida por C,-ceramida. Estos antecedentes
permiten concluir que C,-ceramida alter6 la dinamica de la
fision-fusion mitocondrial, la cual podria participar en el
proceso apoptotico.

Proyecto FONDAP1501006

EXPRESION Y FUNCION DEL TRANSPORTADOR DE
NA/ASCORBATOSVCT2 EN CELULAS MUSCULARES.
(Expression and function of the Na*/ascorbate transporter
SVCT?2 in skeletal muscle cells). Marcela Low, Francisco
Nualart, Juan Pablo Henriquez. Departamento de Biologia
Celular, Universidad de Concepcion.

La unién neuromuscular (UNM) es un modelo clasico para
estudiar sinaptogénesis. Un evento temprano crucial en la
UNM es la agregacion de receptores de acetilcolina (AChR)
en la membrana postsinaptica. Se cree que actividades
musculares y/o neuronales regulan este proceso. Estudios
iniciales mostraron que el acido ascorbico (AA) regula la
sintesis y distribucion del AChR. Nuestro objetivo es estudiar
el posible mecanismo molecular que media este efecto. Se
sabe que la entrada de AA a la célula ocurre a través de los
transportadores SVCT-1y -2. En células musculares in vitro
se haobservado laexpresion exclusivadel ARNm de SVCT2.
Sin embargo, no existen estudios de expresion de la proteina
en tejido muscular. Ensayos de Western blot mostraron que
SVCT?2 se expresa durante la miogénesis in vitro y durante el
desarrollo muscular in vivo. Estos datos fueron corroborados
por inmunocitoquimica, donde se observa un patron de dis-
tribucion estriado en las fibras musculares. Funcionalmente,
encontramos que el tratamiento de células musculares en
cultivo con AA resulta en cambios en el patron de agregacion
del AChR. Resultados similares fueron obtenidos en ensayos
de sobre-expresion de SVCT?2. Nuestros resultados sugieren
que la entrada de AA mediada por SVCT?2 regula la diferen-
ciacion postsinaptica en la UNM de vertebrados.

(Financiado por Fundacion Andes Inicio C13960/28, DIUC-
UdeC, FONDECYT 1050095).
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TOPOLOGIA Y DINAMICA MITOCONDRIAL EN ES-
PERMATOCITOS PAQUITENO Y ESPERMATIDAS
DE RATA PJ. Tapia, R D Moreno, J.G. Reyes. Instituto de
Quimica, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso y
Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Durante la espermatogénesis se han evidenciado cambios en
la morfologia y distribucion subcelular de las mitocondrias.
En espermatocitos se ha descrito que las mitocondrias se
distribuyen uniformemente en el citosol, mientras que en
espermatidas se localizan cercanas a la membrana celular.
Siendo las mitocondrias organelos celulares que interactian
con componentes del citoesqueleto determinado movimiento
y distribucion de ellas en variados tipos celulares, hemos
estudiado la interaccion y dinamica mitocondrial asociada
a citoesqueleto en espermatocitos paquiteno y espermatidas
de rata. Marcamos vitalmente células espermatogénicas en
suspension con MitoTracker® Red CM-H,XRos (1 uM) y
aplicamos las drogas despolimerizadoras del citoesqueleto
latrunculin B (25 pM) y nocodazol (25 uM). Se realizaron
analisis de colocalizacion marcando filamentos de actina
(F-actina) con faloidina y citocromo-c. Las mitocondrias
de espermatocitos y espermatidas colocalizan con F-actina,
y su distribucion se ve alterada por el uso de latrunculin y
nocodazol respectivamente. Ademas encontramos que las
mitocondrias se agrupan diferencialmente, formando cadenas
lineales en espermatidas y agrupaciones en espermatocitos.
Los movimientos de las mitocondrias en espermatocitos y
espermatidas no son significativamente diferentes. Nuestros
resultados sugieren que las mitocondrias en espermatocitos
y espermatidas interactian con ambos componentes del
citoesqueleto, dandose una mayor interaccion con los fila-
mentos de actina (F-actina) en el caso de los espermatocitos
paquiteno.

Financiado por FONDECYT 1040800.

KIAA0888 DE Xenopus tropicalis ES ESENCIAL EN EL
DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO. Torrejon
M(1), Gupta R, Noble S y Reinsch S(2). (1) Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular, Fac, Cs. Bioldgicas,
Universidad de Concepcion. (2) NASA-Ames Research Center.
Moffett Field, CA, US. (Patrocinio: Dr Juan Olate).

Se utiliz6 la técnica de gene-trap en Xenopus tropicalis para
identificar genes involucrados en el desarrollo embrionario
usando GFP como transgene. De uno de los animales
transgénicos obtenidos (Siggi) se logré identificar el sitio
de insercién de GFP y se cloné el gen afectado, el cual
denominamos KIAAO0888X. trop por su homoélogo en
humano. Siggi presenta un fenotipo normal, sin embargo,
toda la progenie F1 muere, tanto transgénicos como los no
transgénicos, la mayoria antes o durante de la grastrulacion.
Ensayos de hibridizacion in situ muestran expresion en el
desarrollo del sistema neural, y crestas neurales.. Ensayos
con morfolinos mostraron una respuesta dependiente de la
concentracion: altas concentraciones de morfolino , sobre
2.5 ng produjeron fallas en las divisiones tempranas, retardo
en desarrollo, exograstrula y severos defectos axiales. Bajas
concentraciones de morfolino 1ng, presentaron defectos en el
desarrollo del intestino. Ensayos de rescate fueron positivos
solo para el defectos tardios (desarrollo del intestino),
pero no los defectos temprano. Lo cual concuerda con los
observado en experimentos de RT-PCR desde RNA total de
distintos estadios, mostraron la presencia de otro transcrito,
mas pequeiio presente en estadios pre-MBT, y el transcrito
clonado que corresponde al mas largo recién aparece después
de MBT.

FUNCIONES NEURONALES DELGENSUPRESOR DE
TUMORES DLG DE DROSOPHILAMELANOGASTEr.
Carolina Menodoza, Valeria Albornoz y Jimena Sierralta.
ICBM, Facultad de Medicina, U. de chile y CENI.

El gendiscs large de Drosophila codifica proteinas andamio
pertenecientes ala familia de proteinas MAGUK conservadas
evolutivamente y que se expresan en epitelios, en misculo
estriado y en neuronas. DIg actia como un gen supresor de
tumores, participa en la formacion y mantenimiento de la
polaridad epitelial y regula la estructura y funcion sinapti-
ca. Con el objetivo de determinar el papel funcional de las
variantes de procesamiento de expresion neuronal llevamos
a cabo un detallado analisis de su expresion y generamos
mutantes especificas para este grupo de proteinas. D1gS97, el
producto de expresion neuronal mas abundante y de mayor
peso molecular, comienza su expresion en estadios embrio-
narios 10 a 12 en somas y axones de neuronas postmitoticas
y mas tardiamente en el musculo estriado. En estadio larval
se encuentra en nucleos cerebrales, ganglio ventral y muy
concentrado en la unién neuromuscular y en fotorreceptores
diferenciados. Por movilizaciéon de un elemento P en la
region codificante para el dominio S97N, se obtuvieron dos
cepas con deleciones de 3,5 y 12 Kb respectivamente que
no expresan DIgS97 pero mantienen la expresion normal
de las variantes de expresion epitelial. Estas mutantes con
viables pero poseen un menor tamaiio del cerebro larval, y
deficiencias conductuales en locomocion y en la respuesta
fototactica. Las mediciones de la funcién sindptica en la
unién neuromuscular de la larva en estos mutantes (Urra y
cols, este congreso) y los defectos conductuales observa-
dos sugieren que DIgS97 es necesario para una adecuada
funcién sinaptica.

Proyectos ICM P04068F y Anillos ACT#47

INVITROAND IN VIVO UBIQUITIN POLIMERIZA-
TION INDUCED BY CU* (CU* INDUCE LA POLI-
MERIZACION DE LA UBIQUITINAIN VITRO E IN
VIVO). Opazo C.*, Greenough M., Lim C.M., Robb E.L.,
James S., Luza S., Volitakis I., Cherny R.A., Camakaris J. &
Bush A. I. tLaboratorio de Neurobiometales, Departamento
deFisiologia, Universidad de Concepcion, CHILE; Oxidation
Disorders Laboratory, Mental Health Research Institute of
Victoria and Department of Pathology, The University of
Melbourne, AUSTRALIA.

The Ubiquitin/Proteasome pathway is a major route by
which cells remove normal and abnormally folded proteins.
Ubiquitin aggregates are increased in the central nervous
system of different neurodegenerative disorders, such as
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and ALS, indicating
that the Ubiquitin/Proteasome pathway may be altered in
these diseases. However, the mechanism which explains the
formation of these Ubiquitin aggregates isunknown. Because
Ubiquitin possesses aminoacids involved in the coordination
of Zn and Cu, we were interested in analyzing the effect of
Cu?* on Ubiquitin oligomerization. Here we show that Cu?*
can induce the oligomerization of synthetic Ubiquitin in the
presence of reducing agents, which is abolished by metal
chelators and catalase. Moreover, cortical primary cultures
exposed to Cu?* (up to 10 uM) for a short time (4 h), shown
an accumulation of endogenous Ubiquitin oligomers, which
are able to bound to Cu-affinity columns. All results indicate
thatthe Ubiquitin oligomerization state is extremely sensitive
to Cu exposure. This suggests that intracellular changes in
Cu may regulate the Ubiquitin/Proteasome pathway.

C.O. es becario Fundacion Andes.
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FOSFORILACION Y TRAFICO DE MEGALINA: PO-
SIBLE PAPEL DE GSK3p. Pamela Farfin, Maria Isabel
Yuseff' y Maria Paz Marzolo. Departamento de Biologia
Celular y Molecular y Centro de Regulacion Celular y Pa-
tologia FONDAP (CRCP), Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Megalina es una proteina de transmembrana de 600 kDa
miembro de la familia de receptores LDL que se expresa
en la cara apical de células polarizadas, principalmente del
epitelio absortivo, como en el rifion, pulmon y tiroides. Este
receptor tiene una importante participacion en la union y
endocitosis de variadas moléculas, tales como vitaminas
con sus transportadores, hormonas y otros. Megalina tiene
un ectodominio con cuatro dominios de union a ligandos, un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con
motivos de interaccion con proteinas y putativos sitios de
fosforilacion por diversas quinasas. Hemos mostrado que
el dominio citosolico de megalina es fuertemente fosfori-
lado in vivo e in vitro y que el motivo que determina esta
fosforilacion contiene un residuo de serina clave, dentro de
la secuencia PPPSP. Dado que este motivo es un sitio de
consenso para GSK3f se analiz6 el papel de esta quinasa
en la fosforilacion y trafico de megalina. La inhibicion de
la actividad de GSK3p con LiCl, tanto en células MDCK
que expresan minireceptores de megalina, como en células
BN que expresan megalina endogena, sugiere fuertemente la
participacion de esta quinasa ya sea directa o indirectamente
en la fosforilacion del receptor. Ademas, los datos sugieren
que la fosforilacion de megalina, mediado por GSK3p,
modularia negativamente el reciclaje del receptor.

Financiado por Fondecyt 1020746, FONDAP (N°13980001)
y MIFAB N° P99-007-F.

LOCALIZACIONDE FACTORTISULARENCAVE OLAS,
REDUCE ELPOTENCIALINVASIVO YCOAGULANTE
DE CELULAS DE CANCER DE MAMA. Henriguez S,
Calderon C, Quest A y Owen G. 1. Facultad de Ciencias
Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. FONDECYT
1060495 y FONDAP 15010006.

Factor Tisular (FT) es una proteina que ha sido directa-
mente relacionada con la agresividad del cancer. En nuestro
laboratorio se demostrd que progesterona incrementa la
expresion de FT en la linea celular de cancer de mama
ZR-75 junto con la actividad procoagulante y el potencial
metastasico. FT es inhibido por “Tissue Factor Pathway
Inhibitor” (TFPI), que forma un complejo cuaternario con
FT, Factor Vlla, Factor X, produciendo la redistribucion de
este complejo a microdominios de tipo caveola donde FT
permanece inactivo. También es conocido que caveolina-
1, principal proteina estructural de las caveolas, reduce el
potencial invasivo de células de cancer de mama. Planteamos
la hipotesis que FT pierde funcionalidad biologica al ser
localizado en el compartimiento caveolar de la linea celular
de cancer de mama ZR-75. Como objetivos determinamos
lalocalizacion celular de FT en células ZR-75 transfectadas
y no transfectadas con caveolina -1, mediante la técnica de
fraccionamiento en gradientes de sacarosa y comparamos
la actividad procoagulante y el potencial invasivo de estas
células. Lacaveolina-1 transfectadase localizo principalmen-
te en microdominios de membrana insolubles en detergente
los cuales podrian corresponder a caveolas. FT en presencia
de su inhibidor TFPI es redistribuido parcialmente a estos
microdominios provocando una disminucion en el potencial
invasivo de estas células.

LAFOSFODIESTERASA-4D3(PDE4D3) ENUNNUEVO
MECANISMO DE REGULACIONDELRECEPTOR DE
EGF Antonia Silva, Andrés Norambuena, Alfonso Gonzalez
Depto. Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad
Medicina. Centro FONDAP Regulacion Celulary Patologia
“Joaquin Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

Elreceptor de EGF (R-EGF) regula procesos de proliferacion
y diferenciacion y su alteracion funcional puede ser
oncogénica. Hemos descrito un mecanismo que remueve
R-EGF inactivos desde la superficie celular destinandolos
a compartimentos intracelulares donde se acumulan. Este
mecanismo depende del sistema AMPc/PKA que a su vez
depende crucialmente de la actividad de adenilato ciclasas
y de fosfodiesterasas. Los niveles de PDE y su actividad
se han involucrado en oncogénesis. Aqui estudiamos la
contribucion de PDE sensibles a rolipram que pueden ser
activadas por acido fosfatidico (AF). Resultados: 1) El
AF induce la actividad PDE y la endocitosis del R-EGF
inactivo; 2) Construimos versiones mutadas de la PDE4D
consistentes en la region de union a AF o de dimerizacion,
que al expresarse en transfecciones transitorias llevan
a disminucion del R-EGF mientras que su expresion
permanentemente inesperadamente lleva a un aumento de
los niveles de R-EGF y a una proliferacion exagerada y
sensible a rolipram. Por lo tanto, la PDE4 es parte de un
mecanismo que controlaria agudamente la permanencia de
R-EGF inactivos en la superficie celular. Al sobre-activarse
cronicamente, como ocurre en ciertas células tumorales,
determina sobre-expresion y activacion del R-EGF una
proliferacion exagerada (Financiado por FONDAP 13980001
y MIFAB).

LA ACTIVACION DE NADPH OXIDASA MEDIA EL
EFECTO PRECONDICIONANTE DE LA TAQUICAR-
DIA Gina Sdanchez, Cecilia Hidalgo, Paulina Donoso
Instituto de Ciencias Biomédicas y Centro de Estudios
Moleculares de la Célula, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile.

Episodios cortos de taquicardia previos a una isquemia por
oclusion coronaria reducen el tamafio del infarto. Anterior-
mente hemos demostrado que la taquicardia aumenta la
actividad de la NADPH oxidasa y la S-glutationilacion de
los canales de liberacion de calcio receptores de Ryanodina
(RyR2) en fracciones enriquecidas en reticulo sarcoplasma-
tico (RS) aisladas de muisculo cardiaco. El aumento de S-
glutationilacion de RyR2 aumenta la velocidad de liberacion
de calcio en vesiculas, efecto que puede ser importante en
la proteccion mediada por taquicardia.

Para investigar la relacion entre actividad de NADPH oxi-
dasa, S-glutationilacion de RyR2 y disminucion del tamafio
del infarto, inhibimos la actividad de NADPH oxidasa por
infusién intracoronaria de apocinina, un inhibidor especifico
de esta enzima.

Encontramos que la inhibicion de la NADPH oxidasa pro-
dujo un 60% de disminucion de la S-glutationilacion de
RyR2 en controles y previno completamente el aumento de
S-glutationilacion en animales sometidos a taquicardia. Pa-
ralelamente la infusion de apocininarevirtio completamente
el efecto protector de taquicardia sobre el tamafio del infarto
sin modificar el tamafio del infarto en animales controles.
Estos resultados sugieren que la activacion de la NADPH
oxidasa produce S- glutationilacion del RyR y es crucial
para la proteccion inducida por taquicardia.

Financiado por Fondecyt 1030449, Fondap 15010006.
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“RELEVANCIA DE LAS CASPASAS DURANTE EL
DESARROLLO PRE-IMPLANTACIONALDE RATON.”
Dolores Busso & Ricardo D. Moreno. Depto. de Cs. Fisiolo-
gicas, Fac. de Ciencias Biologicas, P. U. Catélica de Chile,
Santiago. Nicleo Milenio en Biologia del Desarrollo.

Tradicionalmente involucradas en apoptosis, las caspasas se
han relacionado recientemente a la diferenciacion celular,
donde la expresion de inhibidores endogenos protegeria a
la célula de la muerte. Aunque se han detectado moléculas
de la cascada apoptotica en embriones, su importancia en
el desarrollo se desconoce. Nuestro objetivo fue estudiar la
relevancia de las caspasas durante el desarrollo embrionario
pre-implantacional. Implementamos un sistema de cultivo
de embriones de raton y establecimos un curso temporal
de desarrollo en el que en los dias 1, 2, 3, 4 y 5 post-fe-
cundacion obteniamos embriones en estadios de 2 células
(20), 4 células (4C), 8 células (8C), morula y blastocisto,
respectivamente. La incubacion de embriones de 2C con el
inhibidor general de caspasas zZVAD-FMK (100puM) provoco,
en los dias subsiguientes, una acumulacion de 2C-4C y una
disminucion de embriones en estadios posteriores, respecto
del control (dia 2: 37% vs 76% de 4C; dia 3: 13% vs 76%
de 8C; dia 4: 13% vs 100% de morulas y dia 5: 0% vs 75%
de blastocistos). Respaldando estos resultados, estudios de
inmunofluorencia indirecta determinaron la presencia de
caspasa 3 y de los inhibidores endogenos IAP-1 y cFLIP
en embriones de 2C. En conjunto, el efecto de zZVAD-FMK
sobre el desarrollo embrionario y la presencia de miembros
de la via de caspasas en embriones tempranos sugieren que
dichas cistein- proteasas podrian participar en el clivaje o
diferenciacion embrionarios.

Financiado por FONDECYT 1040800.

DETERMINACION DE AMINOACIDOS DEL RECEP-
TOR P2X, INVOLUCRADOS EN LA MODULACION
POR CU*?Y POR ZN*. Bull P., Sanhueza D., Coddou C.,
Huidobro-Toro J.P. Centro de Regulacion Celular y Pato-
logia, Instituto MIFAB, Departamentos de Fisiologia y de
Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias
Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Elreceptor P2X,es unreceptor ionotropico activado por ATP
ymodulado por cationes divalentes. Se realizaron mutaciones
individuales de ciertos aminoacidos que estuvieran cercanos
a la Histidina 140, anteriormente consignada como funda-
mental para los efectos de cobre y de zinc. Posteriormente,
cada uno de los cDNA se expreso en oocitos y se determind
el efecto de cobre o zinc sobre la corriente inducida por
ATP en cada uno. Se compard la corriente obtenida por el
mutante con aquélla del receptor silvestre. Las mutaciones
realizadas fueron: T123A,S124A,D129A,D131A,C132A,
T133A, DI38A H140A y T146A.

El cobre inhibid un 60% la corriente producida por ATP en
el receptor silvestre. Los mutantes D138 Ay H140A dejaron
de inhibirse por cobre. La inhibicion por cobre de C132A
aumento aun 80%. En cambio, las mutantes T123A, S124A,
DI31A, T133A y T146A presentaron un comportamiento
similar al del receptor silvestre.

Elzinc potencié enun 70% la corriente del receptor silvestre.
H140A fue potenciada a un 2000%; le siguieron T123A,
S124A, T146A y D138A con 1000 % de potenciacion,
D129A con un 400%, y C132A practicamente no produjo
potenciacion por Zn.

En conclusion, los aminoacidos involucrados en la union a
cobre son D138 y H140, y en la unién a zinc, C132.

FONDAP 13980001, MIFAB.

LOCALIZACION SUBCELULAR DEL RECEPTOR
CLASICO DE PROGESTERONA DE OVOCITOS DE
Xenopus laevis EXPRESADO EN CELULAS COS-7.
MartinezS., Pasten P, Inostroza E., Montecino M., Hinrichs
M.V, OlateJ. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados
en Senalizacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

Un proceso fisiologicamente importante inducido por la
hormona esteroidal progesterona, que es independiente de
la transcripcion génica, es la maduracion del ovocito de
Xenopus laevis. Al respecto, importante evidencia indica que
esta hormona actuaria a nivel de la membrana plasmatica,
promoviendo a través de un mecanismo no genémico, la
reanudacion de la primera division meiotica. Recientes ha-
llazgos indican que seria el receptor de progesterona clasico
(XPR-1) el involucrado en este proceso. Sin embargo, para
ello es importante demostrar su localizacion en lamembrana
plasmatica. Por este motivo, nos planteamos como objetivo
principal estudiar la localizacion subcelular de XPR-1 y
ademas determinar a través de cual de sus dominios éste
se podria estar asociando con la membrana plasmatica. A
través de ensayos de “Western blot” e inmunolocalizacion,
utilizando células COS-7 que sobreexpresan el XPR-1
completo y sus diferentes dominios, demostramos que el
dominio de union a ligando de XPR-1, es el encargado
de destinar al receptor a la membrana plasmatica, lo que
fue confirmado usando microscopia confocal y union de
Progesterona-BSA-FITC.

PAPELDE NADPH OXIDASAEN LAREGULACION DE
LASSENALES DE CALCIOMEDIADAS PORINSULINA
EN MYOTUBOS DE MUSCULO ESQUELETICO
Espinosa A, Hidalgo C y Jaimovich E.

En el muasculo esquelético la insulina induce dos tipos de
sefiales de calcio; una rapida y transitoria que parte a los dos
segundos de agregado el estimulo, y otra sefial caracterizada
por oscilaciones que parte luego de un minuto. Se ha descrito
que los receptores de IP;pueden ser modificados por oxida-
cion; por otra parte se ha descrito que lainsulina desencadena
la activacion de NADPH oxidasa, una enzima que produce
especies reactivas del oxigeno (ROS) y necesita formar un
complejo en la membrana para activarse. En este trabajo
se estudid la produccién de ROS en miotubos inducido por
insulina y la participaciéon de NADPH oxidasa. Utilizando
anticuerpos especificos detectamos la presencia de la enzima
en los miotubos. Utilizando la sonda CM-DCFDA se midi6
laproduccion de ROS, en presencia de difenilyodonio (DPT)
y apocinina, ambos inhibidores de NADPH oxidasa. La
actividad de la enzima se midi6 observando la translocacion
de la subunidad citosdlica a la membrana. Las oscilaciones
de calcio producidas por insulina fueron inhibidas, tanto
por DPI como por apocinina. Utilizando inhibidores de la
via del IP;, las oscilaciones de calcio desaparecieron. Estos
resultados indican que insulina produce ROS, mediante ac-
tivacion de NADPH oxidasay que las oscilaciones de calcio
producidas por la hormona dependen de la produccion de
ROS, donde probablemente ROS esté modulando la apertura
de los receptores para IPs.

FONDAP 15010006



30 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

COMUNICACIONES LIBRES X

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD PROAPOPTOTICA,
REGULADORA DEL CICLO CELULAR Y DE LA
ADHESION CELULAR DEL GEN DAXUDI. Alvaro
Glavic Departamento de Biologia, Fac. de Ciencias, U. de
Chile y Millenium Nucleus in Developmental Biology.

El gen AXUDI1 humano ha sido propuesto como supresor
de tumores debido a que se encuentra reprimido en cance-
res asociados a mutaciones en Axina. No se poseen otros
antecedentes sobre la funcion de este gen, ain cuando esta
presente desde Drosophila hasta humanos. Utilizando Dro-
sophila como modelo de estudio hemos analizado la funcion
de DAXUDI mediante experimentos de ganacia y perdida
de funcion. Nuestros resultados muestran, confirmando la
condicion de supresor de tumores, que incrementos en los
niveles de DAXUDI promueve apoptosis mediada por la
ruta JNK, entre otros a través de la desestabilizacion de b-
catenina, regulando de esta forma la integridad del epitelio.
Se observan interacciones con los mitégenos Myc, EGF y
Cdkl. Por otra parte, analisis mediante perdida de funcion
muestran que DAXUDI es necesario para el correcto
crecimiento del tejido. Este efecto es debido a cambios en
el ritmo del ciclo celular y no producto de muerte celular.
Analisis clonal de DAXUDI1 muestra que este elemento es
fundamental para la abilidad de desarrollar competicion
celular con las células silvestre. Estos antecedentes sugieren
que DAXUDI se comporta como elemento modulador de
la capacidad mitogénica de las células.

Agradezco alaDra. Jimena Sierralta por su apoyo y facilitar
su laboratorio y reactivos para el desarrollo del proyecto.
Financiado por el Proyecto Posdoctoral FONDECYT
#3050042.

ELFGF-1AUMENTALAPERMEABILIDAD CELULAR
MEDIADA POR HEMICANALES FORMADOS POR
LA CONEXINA43: PAPEL DEL C-TERMINAL DE LA
CONEXINAYDEL CALCIO INTRACELULAR. Kurt A.
Schalper!, Mauricio A. Retamal', Kenji Shoji!, Agustin D.
Martinez? y Juan C. Saez'. 'Depto. Ciencias Fisiologicas,
Pontificia Universidad Catolica de Chile. 2Instituto de
Neurociencias, Universidad de Valparaiso.

Los hemicanales formados por conexinas (HCs) se encuen-
tran en la superficie celular, permanecen preferentemente
cerrados en condiciones fisiologicas, son permeables aiones
y moléculas pequefias y participan en diversos procesos
biologicos. En este trabajo se analizd el efecto del FGF-1
sobre la permeabilidad celular mediada por HCs formados
por la conexina43 (HCs-Cx43). La permeabilidad celular se
evalué mediante la captacion de bromuro de etidio (BrEt,
SuM)en células HeLa parentales (sin HCs) y en células HeLa
transfectadas con Cx43 silvestre (HeLa-Cx43), Cx43 con
su C-terminal truncado (HeLa-Cx43-A257) o Cx43 unida
a una proteina fluorescente verde (HeLa-Cx43-EGFP). La
velocidad de incorporacion de BrEt aument6 solo en las
HeLa-Cx43 tratadas con FGF-1, y fue sensible a La**e in-
sensible a bloqueadores de otras vias de ingreso del trazador
de permeabilidad. La captacion de BrEt se correlaciono
directamente con la expresion de Cx43. Ademas, ocurrio un
aumento en los niveles (biotinilacion e inmunotransferencia)
de HCs-Cx43 pero no de Cx-43A257, acompafiado de una
elevacion en la [Ca2]; BAPTA-AM previno el incremento
en la cinética de captacion de BrEt. Se propone que FGF-1
activaunaviadeintercambio intra/extracelular, dependiente
de la cantidad de HCs-Cx43, del C-terminal de la Cx43 y
del [Ca?*]..

aVB3 INHIBITS MORPHOLOGICAL AND ELECTRO-
PHYSIOLOGICAL DIFFERENTIATION OF CAD NEU-
RONALCELLS. (a.VB3inhibeladiferenciacionmorfologicay
electrofisiologicade células neuronales CAD). Herrera-Molina
R, Quest AFG, Aylwin ML#and Leyton L. FONDAP Center for
Molecular Studies of the Cell. #Center for Studies of Neuros-
cience Integrate. Facultad de Medicina, U. de Chile.

Neurons and astrocytes establish connections essential for
neuronal survival via cell surface molecules. In our studies,
we focussed on the interaction between Thy-1, a GPI-anchored
protein abundantly expressed on the surface of neurons, and its
binding partner present on astrocytes, V33 integrin. Using the
CAD cell line from central nervous system, we explored the
effect of V3 on neuronal differentiation induced by serum
deprivation. Differentiation was assessed morphologically by
light and infrared microscopy and electro physiologically by
whole-cell recording. Undifferentiated CAD cells have around
shape with short spikes, whereas, differentiated cells extended
large neurites with numerous varicosities. When CAD cells
were differentiated over DiTNC, astrocytes or over plates
coated with aVPB3-Fc neuronal differentiation was inhibited.
Moreover, neuronal processes of differentiated cells retracted
upon contact with aVB3-Fc bound to inert beads. Differenti-
ated CAD cells showed macroscopic voltage-dependent Na*/K+
currents, and frequent and brief action potentials. In contrast,
when induced to differentiate over aV3-Fc, only macroscopic
voltage-dependent Na* currents and slower action potentials
were observed. We previously reported that Thy-1/aV[33
interaction triggers morphological changes in astrocytes (JBC
279:39139, 2004). Since our results here show that aV(33
inhibited neuronal differentiation, suggest that Thy-1/aV{33
interaction initiates the activation of bi-directional signalling
between neurons and astrocytes.

Supported by ICM P04-068-F(MLA), FONDAP 15010006(AFGQ),
FONDECYT 1040390(LL) and CONICYT PhD Fellowship(RH-M).

LA FOSFATASA PP4Y LA QUINASAJNK-1SEACTIVAN
CONJUNTAMENTEEN LINEAS CELULARES DE CAR-
CINOMAPROS TATICOPC-3YLNCAP.ACTIVADAS CON
VARIOS ESTIMULOS. :Eduardo Parra Villegas , *Arnaldo
Vilaxa Olcay 'Prog. de Farmacologia Molecular & Clinica,
ICBM, Fac. de Medicina, U. de Chile. *Depto. de Biologia,
U.de Tarapaca.

La familia de las MAP quinazas esta formadas por tres tipos
de quinasas llamadas, c-Jun N-terminal quinasa (JNK),
extracelularreceptor quinasa (ERK) y p38 quinasa, las cuales son
usualmente activadas por una variedad de estimulos o insultos.
Recientemente, se ha demostrado que la quinasa JNK-1/2
tendrian un rol importante en la generacion de multiresistencia
del cancer de prostata al tratamiento quimioterapéutico. Sin
embargo, poco se sabe sobre los mecanismos que permiten esta
funcion. Uno de los posibles mecanismos es la participacion
de ciertas fosfatasas especificas en la activacion de JNK-1,
puesto que esta quinasa se activa por quinaza y se desactiva
por defosforilacion. La fosfatasa PP4 y M36, parecieran jugar
un rol fundamental en la regulacién de esta quinasa. Los
resultados demostraron que co-transfeccion de plasmidos que
expresan JNK-1y PP4 en células PC-3 y LNCaPresulta en una
aumentada actividad de INK-1. En cambio, co-transfeccion de
JNK-1 conlafosfatasaM36 no muestraun aumento en expresion
y falla en bloquear la actividad de JNK-1. Se concluye que la
activacion de PP4 tendria un rol fundamental en la mantencion
de la actividad de JNK-1 y en la actividad de ciertos factores
nucleares tempranos tales como EGR-1 y AP-1.

Financiado por proyecto FONDECYT 1060774
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PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 2 (BMP-2)
INDUCE REORGANIZACION DEL CITOESQUELETO
DE ACTINA Y MIGRACION CELULAR MEDIANTE
MECANISMOS QUE INVOLUCRAN Cdc42 y PI3-
KINASA. N. Ossest?, C. Gamell', F. Ventura'. 'Unitat de
Bioquimica, Departament de Ciencies Fisiologiques I,
Universitat de Barcelona, Espana. Instituto de Quimica,
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile.

Durante el desarrollo, remodelacion y reparacion del tejido
oseo se requiere el reclutamiento y diferenciacion de células
progenitoras mesenquimales. BMP-2 es un fuerte inductor de
diferenciacion osteoblastica, sin embargo, su participacion
en migracion celular y los mecanismos involucrados no han
sido explorados. Hemos utilizado células pluripotenciales
C2C12 para investigar el efecto de BMP-2 sobre el orde-
namiento del citoesqueleto de actina y migracion celular, y
explorado las vias de sefalizacion involucradas. BMP-2 3
nM induce la formacion (30-60 min) de protusiones ricas
en filamento de actina. La actividad de Cdc42, un regulador
de la organizacion del citoesqueleto de actina en estructuras
del tipo filopodias, y de PI3-Kinasa (PI3K), involucrada en
la reorganizacion del citoesqueleto de actina, es inducida
tempranamente por BMP-2. La formacion de protusiones/
filopodias inducida por BMP-2 es inhibida por una forma
dominante negativa de Cdc42 y por inhibicion de PI3K.
Ademas, migracion celular inducida por BMP-2 es depen-
diente de la actividad de PI3K. Estos estudios indican, que
ademas de participar en diferenciacion osteoblastica, BMP-2
induce vias de sefializacion que controlan la organizacion
del citoesqueleto de actina y migracion celular, sugiriendo
su participacion tanto en el reclutamiento como en la dife-
renciacion de células progenitoras. DI-PUCV 125.705/2006;
MCyT BMC 2002-00737.

Patrocinio: Dr. Juan G. Reyes

BIOLOGIADE SISTEMAS YGENOMICAFUNCIONAL
PARA ENTENDER LOS MECANISMOS MOLECULA-
RES DE LA RESPUESTA A NITROGENO EN ARABI-
DOPSIS THALIANA. (systems biology and functional
genomics to understand the molecular mechanisms of the
nitrogen response in Arabidopsis thaliana) Gutiérrez, R.A.
Departamento de Genética Moleculary Microbiologia. P. U.
Catolica de Chile. (Patrocinio: Eliseo O. Campos).

El objetivo a largo plazo de mi linea de investigacion es
entender los mecanismos moleculares que las plantas uti-
lizan para responder al nitrogeno. El nitrogeno (N) es una
sefial potente que modula el crecimiento y desarrollo de las
plantas, pero los mecanismos moleculares involucrados en
la percepcion y respuesta a N se desconocen. Nitrato es la
fuente principal de N asimilable en suelos agricolas. Nuestro
grupo investiga los mecanismos moleculares de la respuesta
a nitrato en Arabidopsis thaliana utilizando un enfoque
novedoso que itera en el uso de: (1) bioinformatica, para
la integracion de datos genomicos, modelaje y seleccion
estratégica de factores que juegan un papel central en la
regulacion de redes genéticas que responden a nitrato; (2)
Enfoques de genética reversa para el estudio funcional de
los genes de interés; (3) Analisis gendomico para caracteri-
zar molecularmente los mutantes seleccionados. Nuestros
estudios actuales se enfocan en el papel de microRNAs y
factores de transcripcion selectos en larespuesta a nitrato. Un
segundo proyecto investiga el papel de la via de transduccion
de sefiales activada por la hormona vegetal citoquinina en la
respuesta a nitrato. Nuestro trabajo representa un ejemplo de
la aplicacion de tecnologias de punta en gendmica y bioin-
formatica para la comprension de circuitos regulatorios en
biologia. Este enfoque de biologia de sistemas trasciende la
biologia vegetal y puede encontrar aplicacion en las ciencias
biologicas en general y en medicina.

Agradecimientos: Fondecyt, Fundacion Andes, ICGEB.
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1.- CARACTERIZACION DE LAS CELULAS DEN-
DRITICAS EN ELLUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
(Dendritic cells and Lupus). Jennifer Alfaro!, Mario Rosem-
blatt'? y Maria Rosa Bono! !Laboratorio de Inmunologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, > Fundacion
Ciencia para la Vida y MIFAB. Santiago, Chile.

El Lupus Eritematoso Sistémico es una enfermedad au-
toinmune caracterizada por la presencia de linfocitos B
y T autoreactivos, la produccion de autoanticuerpos y el
aumento en el suero de varias citoquinas. Se postula que
las células dendriticas (DC) podrian activar a linfocitos T
CD4 autoreactivos, los cuales ayudarian a los linfocitos B
a secretar autoanticuerpos. Sin embargo, el papel de las
DCs en la enfermedad no esta completamente dilucidado.
En un modelo murino de la enfermedad evaluamos las DCs
purificadas de bazo y generadas a partir de precursores de
médula 6sea. Determinamos que DCs de ratones lapicos
secretan mayores niveles de la citoquina IL-10 en respuesta
a patdgenos bacterianos comparadas con DCs de ratones
normales. Esto concuerda con estudios que asocian la
actividad de la enfermedad con eventos previos de infec-
cion, donde la produccion de IL-10 podria estar jugando
un rol patogénico. Por otra parte, encontramos que DCs
lupicas favorecen la secrecion anticuerpos anti-dsDNA, los
cuales se asocian con la actividad de la enfermedad en estos
ratones. Dado que DCs inmaduras generarian linfocitos T
reguladores que podrian influenciar la respuesta inmune en
los ratones lupicos, actualmente nos encontramos generando
estos linfocitos, para evaluar su contribucion en el desarrollo
de la enfermedad.

(Financiado por Proyectos Fondecyt N°: 1060834, 1060253,
1050023 y proyecto UNAB N° 23-04)

2.- FOSFOINOSITOL 3-KINASA (PI3K) Y EL RECEP-
TOR DE GLUCOCORTICOIDES MODULAN LA RES-
PUESTA INMUNE INNATA MEDIADA POR EL TLR2
Sergio Arancibia, Paulina Silva, Rodrigo Valenzuela, Galia
Ramirez y Marcela A. Hermoso Lab. Inmunidad Innata,
Programa Inmunologia, ICBM, Fac. Medicina, U. Chile,
Santiago, Chile.

El sistema inmune innato reconoce patrones moleculares
asociados a Bacterias Gram Positivas mediante el TLR2.
Hemos reportado que Pam;Cys-Ser-Lys, 6 TNFa en con-
junto con Glucocorticoides aumentan cooperativamente
la expresion del TLR2 en células A549, sin embargo la
importancia de este mecanismo es aun desconocida. A su
vez, la PI3K modula alternativamente la via transduccional
del TLR2. En este trabajo, mostramos evidencias de un
sinergismo molecular entre el glucocorticoide sintético
Dexametasona (Dex) y Pam;Cys-Ser-Lys,. El tratamiento
con Pam;Cys-Ser-Lys, promueve la expresion de TNFa y la
actividad transcripcional del TLR2 en funcién de la dosis,
y el co-tratamiento con Dex aumentd cooperativamente a
ambas. Ademas encontramos que Pam;Cys-Ser-Lys,aumenta
la fosforilacion de Akt (Ser‘?) y la actividad de NFxB de
manera dosis dependiente, y el co-tratamiento con Dex la
potencia. Al mismo tiempo, PI3K regula diferencialmente
el efecto de Pam;Cys-Ser-Lys, sobre la expresion de TNFa
y la actividad transcripcional del TLR2, como se observo
en células que expresan transitoriamente la subunidad
regulatoria de PI3K (p85) con la delecion A478-511. Estos
resultados sugieren que PI3K tiene un efecto dual: activa la
actividad transcripcional del TLR2, NFxB y AP-1 e inhibe la
expresion de TNFa. Sin embargo, atin queda por demostrar
otros mecanismos involucrados en la expresion de TNFo.

Fondecyt #1050451

3.- T2, MARCADOR PERIFERICO DE RESPUESTA
INMUNE TH2 EN COLITIS ULCEROSA. Beltran C.J."3,
Sepulveda S.E.', Figueroa C.2, Quera R.>%*, Hermoso M.A.!
ICBM, Programa Inmunologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile'. Dpto. Medicina Interna?, Gastroen-
terologia’ Hospital Clinico Universidad de Chile. Servicio
Gastroenterologia Clinica Las Condes®.

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) consisten
en procesos cronicos de respuesta inmune descontrolada
a antigenos comensales y de los alimentos. Pertenecen a
este grupo la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ul-
cerosa (CU), caracterizadas por patron inmune Thl o Th2
predominante y con elevada produccion de TNF-a y T-bet
o altos niveles de IL-4 y GATA-3, respectivamente. Serum
Transcription-2 (ST2), es una proteina inmunomoduladora
de la respuesta inmune innata expresada fundamentalmente
en linfocitos Th2. Nuestro objetivo fue determinar la ex-
presion diferencial de transcritos de ST2, T-bet y GATA-3
en sangre completa obtenida de pacientes con EII en etapa
activa y controles. La muestra de sangre fue obtenida de 3
pacientes con EC, 3 con CU y 7 controles (2 artritis reuma-
toide, 2 asmaticos y 3 sanos), pertenecientes al Hospital
Clinico de la Universidad de Chile. La expresion de ST2
esta correlacionada con el patron inmune que caracteriza al
tipo de EII, representado por los niveles de T-bet y GATA-3.
Actualmente, debido a la falta de precision de los métodos
de diagnostico, entre un 10-15% de las EIl son consideradas
como Colitis Indeterminada. Estos hallazgos constituyen
la primera evidencia de expresion de ST2 en pacientes con
EIl y nos otorga la posibilidad de uso como herramienta
de diagndstico diferencial.

Proyecto OAIC 167/06 N°268, FONDECYT 1050451.

4.- SALMONELLA INTERFIERE CON LA FUNCION
DE LA CELULA DENDRITICA PARA EVADIR LA RE-
SPUESTA INMUNE ADQUIRIDA Y CAUSAR INFEC-
CION SISTEMICA. Susan M. Bueno!, Jaime A. Tobar!,
Cristian Pereda?, Flavio Salazar-Onfray?, Guido Mora’
y Alexis M. Kalergis'. Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile; Instituto de
Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile y Universidad
Andrés Bello.

Las células dendriticas (DCs) son fundamentales para iniciar
la respuesta inmune especifica contra bacterias patogenas,
pues presentan antigenos microbianos a linfocitos T. Por
esto, las bacterias patdgenas inteferieren con la funcion de
las DCs. Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typh-
imurium) causa enfermedad sistémicaen el raton, similarala
fiebre tifoidea causada por S. Typhi en el humano. Nuestros
resultados indican que S. Typhimurium evita la presentacion
de sus antigenos por DCs a linfocitos T. En este trabajo
comparamos la capacidad de S. Typhimurium y S. Typhi
de intereferir con la funcion de DCs murinas y humanas.
Nuestros resultados muestran que S. Typhi, serovar que no
causa enfermedad sistémica en el raton, es degradadad por
DCs murinas y ratones infectados montan una respuesta
inmune especifica contra esta bacteria. Contrariamente, S.
Typhimurium, serovar que no causa infeccion sistémica
en humanos, no sobrevive por periodos prolongados en el
interior de DCs humanas y no evita su degradacion. Nuestros
resultados sugieren la posibilidad de que Salmonella interfiere
con la funcion de DCs solo en hospederos donde produce
infeccion sistémica.

Financiamiento: Fondecyt 1030557, 1050979y 3060041,1FS
A/3639-1y B/3764-1, DIPUC 2002/11E y Nucleo Milenio
de Inmunologia e Inmunoterapia.
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5.-CELULAS INMUNO-COMPETENTES TGFBI+ME-
DIAN LARESPUESTAINMUNE CONTRANEISSERIA
GONORRHOEAE. (TGFp1+ immuno-competent cells
mediate immune response against Neisseria gonorrhoeae).
Candia E, Acuiia-Castillo C, Reyes-Cerpa S, Rodriguez F,
Imarai M. Laboratorio de Inmunologia, Facultad de Quimica
y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.

Neisseria gonorrhoeae es el agente causante de la enfer-
medad de transmision sexual conocida como gonorrea.
Componentes de la membrana externa como Porina, Pili y
Opa estan involucrados en la patogenicidad. Datos clinicos
indican que la respuesta inmune a la infeccion es baja y no
hay memoria inmunolédgica. En este trabajo proponemos
que Neisseria gonorrhoeae evita la respuesta inmune del
hospedero induciendo un efecto inmunosupresor a través de
laproduccion citoquinas antiinflamatorias y 1a diferenciacion
a linfocitos T reguladores.

En un modelo in vitro co-incubamos macréfagos de raton
con variantes de Neisseria gonorrhoeae, analisis mediante
citometria de flujo muestran un aumento en la produccion
de TGFB1 cuando son estas células son co-incubados por 24
horas con la bacteria y la magnitud de este aumento depende
de la expresion de Opa. Enun modelo in vivo, ratonas Balb/c
fueron inoculadas intravaginalmente con la bacteria y se
aislaron linfocitos T de los nddulos linfaticos regionales,
mediante citometria de flujo los resultados evidencian un
aumento local en lapoblacion de linfocitos T CD4+TGFB1+.
Nuestros datos sugieren que Neisseria gonorrhoeae genera
una respuesta inmunosupresora mediada por la expresion
de TGFpI y la posible diferenciacion local a linfocitos T
CD4+ reguladores.

Financiado por Dicyt-VRID. Universidad de Santiago de
Chile

6.- LINFOCITOS T CD4+ Y CD8+ RESPONDEN DIFE-
RENCIALMENTE A SENALES DE HOMING. Jaime
De _Calisto!, MR Bono'?, JR Mora*, M Rosemblatt!? 3. 1.
Universidad de Chile. 2. MIFAB. 3. Fundacion Ciencia para
la Vida. 4. Harvard Medical School

Los linfocitos T (LT) pueden ser agrupados en dos clases
principales de a cuerdo a la expresion de los co-receptores
CD4 6 CDS8, los que se encuentran representados en difer-
ente proporcion tanto en linfonodos secundarios como en
tejidos no-linfoides. Por otro lado, la expresion diferencial
de moléculas de homing en los LT permite su migracion
selectiva hacia mucosa gastrica o piel. Con el fin de entender
los mecanismos responsables de la migracion diferencial
de LTCD4+ v/s LTCDS8+, comparamos el efecto de acido
retinoico (RA) e IL-4, sefiales involucradas en laadquisicion
del fenotipo de homing a intestino, sobre la expresion de la
integrina a4b7 y CCR9 en LTCD4+ y LTCD8+. Nuestros
resultados indican que un porcentaje mayor de LTCD4+
tanto de timo como de bazo, expresan CCR9 y a4b7 en re-
spuesta a RA comparado a LTCD8+. Por otra parte, s6lo los
LTCD4+ provenientes de bazo responden a IL-4 mediante la
induccion de a4b7. Estos resultados sugieren que LTCD4+y
LTCD8+ serian influenciados diferencialmente por sefiales
presentes en su entorno, lo que podria explicar por qué un
determinado tipo de LT estaria mas o menos representado
en un cierto tejido.

Financiado por FONDECYT N° 1060834, 1060253

7.- EXPRESION Y ACTIVACION DEL RECEPTOR B1
DE CININAS EN EL LEUCOCITO NEUTROFILO HU-
MANO. Ehrenfeld P, Astroza, A, Pavicic MF, Matus CE,
Nualart F*, Figueroa CD. Instituto de Histologia & Patolo-
gia, Universidad Austral de Chile, Valdivia; Departamento
de Biologia Celular*, Universidad de Concepcion.

Las cininas son péptidos vasoactivos que se generan y
actian localmente a través de su interaccion con dos tipos
de receptores (Bl y B2) pertenecientes a la familia de
receptores acoplados a proteinas G. El leucocito neutréfilo
posee componentes del sistema calicreina-cininas, asi como
sitios de union para agonistas de receptores Bl y B2. Si
bien ensayos funcionales previos han implicado a agonis-
tas de ambos receptores en la liberacion de elastasa y en
quimiotaxis, la presencia de los receptores de cininas en
el leucocito neutréfilo atin no ha sido demostrada. Nuestro
objetivo fue determinar la presencia del receptor B1 y los
mecanismos de sefializacion gatillados por la estimulacion
de este receptor.

Se aislaron neutroéfilos humanos con gradientes de percoll y
se determino la presencia del receptor B1 mediante RT-PCR,
inmunocitoquimica y western blotting. La estimulacion de
las células con el agonista B1, Lis-des[Arg®]-bradicinina
provoco la fosforilacion de ERK1/2, en una forma dosis
y tiempo dependiente y similar al péptido quimiotactico
fMet-Leu-Phe. Este efecto fue bloqueado al pre-incubar
las células con el inhibidor de MEK, PD98059 o con an-
tagonistas B1. Este receptor demostrd ser funcional dado
que su activacion indujo quimiotaxis, pero no liberacion de
mieloperoxidasa.

Nuestros resultados sugieren que la activacion del receptor
B1, en el leucocito neutrofilo, podria contribuir a la acumu-
lacion de estas células en el sitio inflamado.

Financiado por FONDECYT 1030258-DID UACh-2005-10
y Beca CONICYT
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8.- EXPRESION RELATIVADE RECEPTORES FCT'AC-
TIVADORES EINHIBIDORES MODULAN LASUSCEP-
TIBILIDAD DE DESARROLLAR ENCEFALOMIELITIS
AUTOINMUNE EXPERIMENTAL. M. Iruretagoyena’, M.
Gutiérrez? ,S. Jacobelli? y A. Kalergis'?. Depto. de Genética
Moleculary Microbiologia, Fac. de Cs. Biologicas. *Depto. de
Reumatologia, Fac. de Medicina. P. U. Catdlica de Chile.

La Encéfalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) es
una enfermedad desmielinizante mediada por linfocitos T
especificos para la mielina, iitil como modelo animal de la Es-
clerosis Multiple. En el presente estudio nos hemos propuesto
identificar factores genéticos que pueden aumentar o disminuir
la susceptibilidad de desarrollar la enfermedad mediante el
uso de ratones deficientes en los receptores Fcy, que unen
especificamente el fragmento Fc de la region constante de las
inmunoglobulinas de tipo G (IgG). Su principal funcion es la
regulacion positiva y negativa de respuestas inmunoldgicas
celulares. El FcyRIII corresponde a un receptor activador
que transduce sefiales via dominios ITAM, al contrario, el
FcyRIIb corresponde a un receptor de tipo inhibidor que se
asocia a dominios ITIM. Ambos tipos de receptores se unen
conafinidad similaralas moléculas de IgG, pero proporcionan
sefiales intracelulares de efecto opuesto. Nuestros resultados
indican que ratones knockout para el receptor inhibidor
FcyRIIb son mas susceptibles a desarrollar EAE, aumen-
tando la activacion de linfocitos T especificos para mielina.
Al contrario, en ratones knockout para el receptor activador
FcyRIIIL, observamos una disminucion tanto clinica como
histopatologica de la severidad de la enfermedad en compa-
racion al raton wild type, que es consistente con la ausencia
de linfocitos T autoreactivos. Nuestros resultados sugieren
que alteraciones en la expresion relativa de los receptores
Fcy activadores/inhibidores puede determinar el desarrollo
de enfermedades autoinmunes como la EAE.

Financiado por FONDECYT 1050979 y Nucleo Milenio de
Inmunologia e Inmunoterapia. MI es becaria DIPUC.

9.- GENERACION DE CELULAS DENDRITICAS
TOLEROGENICAS IN VIVO (GENERATION OF
TOLEROGENIC DENDRITIC CELLS IN VIVO). ALE-
JANDRA GLEISNER!, Mario Rosemblatt'?, Maria Rosa
Bono!, Alberto Fierro’!Laboratorio de Inmunologia, Facul-
tad de Ciencias, Universidad de Chile, 2Fundacion Ciencia
para la vida , MIFAB y UNAB. 3 Unidad de Trasplantes,
Clinica Las Condes, Santiago, Chile.

Las células dendriticas (DCs) desempefian un importante papel
enlainducciony modulaciondelarespuestainmune. Enestado
estacionario las DCs inmaduras capturan antigenos propios
generando tolerancia periférica por diversos mecanismos,
incluyendo la generacion de linfocitos T (LTreg) reguladores.
En contraste, cuando las DCs inmaduras capturan antigenos
en un contexto inflamatorio, éstas maduran e inducen LT
efectores o de memoria. En este estudio generamos DCs con
un fenotipo tolerogénico in vivo, mediante el pre-tratamiento
de ratones con Vitamina D3 (calcitriol). Las DCs obtenidas
del bazo de estos ratones, al ser desafiadas con distintos
estimulos, secretan altos niveles de IL-10 y bajos niveles de
IL-12 comparadas con DCs de ratones no tratados. Por otra
parte, la inyeccion de células apoptodticas alogénicas a rato-
nes pre-tratados con Vitamina D3, genera DCs las que al ser
desafiadas con diferentes estimulos, incrementan la secrecion
deIL-10y disminuyen la secrecion de IL-12. Por el contrario,
si inyectamos células necroticas, el patron de citoquinas se
invierte. Actualmente nos encontramos analizando el efecto
de estos tratamientos sobre los LTreg con el fin de generar
tolerancia hacia aloantigenos en un modelo de trasplante.

(Financiado por Proyectos Fondecyt N:1050023, 1060834
y 1060253).

10.—, LINFOCITOS B MODULAN LA TRANSMIGRA-
CION DE LINFOCITOS T A TRAVES DE CELULAS
ENDOTELIALES (B lymphocytes modulate T lymphocyte s
transmigration across endothelial cells). Jocelyn C. Neiral,
Valeska Simonl, Lilian Reyes, Mario Rosemblatt'? y Maria
Rosa Bono! 'Laboratorio de Inmunologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile, ? Fundacion Ciencia para
la Vida. MIFAB y UNAB. Santiago, Chile.

Elreclutamiento de linfocitos T (LT) asitios de inflamacion es
un paso crucial en larespuesta inmune efectora. Este proceso
requiere de la interaccion endotelio-linfocito, la cual induce
la expresion de moléculas que favorecen la migracion de
LT a través de las células endoteliales columnares (HEC).
Estudios anteriores sugieren que la expresion de MHC-II
por células endoteliales aumenta la transmigracion de LT. En
nuestro laboratorio, hemos demostrado que la adhesion de
linfocitos B (LB) a HEC derivadas de amigdalas humanas
(HUTEC) induce la activacion endotelial. En este trabajo
determinamos que HUTEC activadas con LB adquieren
moléculas MHC-II en su superficie, ademdas de un patrén
de expresion diferencial tanto de quimioquinas como de
receptores de quimioquinas implicadas en la transmigracion
de los linfocitos. Demostramos que el efecto de la adhesion
de LB a HUTEC favorece la transmigracion preferencial de
LT de memoria. Estos resultados sugieren que el contacto
de LB con el endotelio modula la respuesta inmune a través
de la migracion transendotelial de linfocitos T. (Financiado
por proyecto FONDECYT N° 1060834).

11.- POLIMORFISMOS DE TLR-4 Y NOD2/CARDI15
EN PACIENTES CHILENOS CON ENFERMEDAD
INFLAMATORIA INTESTINAL. Peralta A.?, Figueroa
C., Castro P?, Herrera L.®), Valenzuela J.", Aguillon JC.?,
Quera R.(3%, Hermoso M.A.? I Departamento Gastroente-
rologia, Hospital Clinico U. Chile. 2 Programa Inmunologia,
ICBM, Facultad Medicina, U. Chile 3 Programa Genética,
ICBM, Facultad Medicina, U. Chile. 4 Departamento Gas-
troenterologia, Clinica Las Condes. Santiago.

Enfermedad de Crohn (EC) y Colitis Ulcerosa (CU) son
enfermedades inflamatorias intestinales (EII) multifacto-
riales con una significancia genética importante. Se han
descrito polimorfismos en los genes para los receptores de
reconocimiento de patdgenos NOD2/CARDI1S y tipo Toll
4 (TLR4) que estarian involucrados en la patogénesis de
las EII. Objetivo: Determinar la frecuencia de polimor-
fismos Asp299Gly de TLR-4 y L1007fsinC, Arg702Trp,
Gly908A4rg de NOD2/CARDI15 en un grupo de pacientes
chilenos portadores de EII. Métodos: Se extrajo DNA a
partir de sangre de 44 pacientes con EII (22 EC, 22 CU) y
20 controles sanos. Se determinaron polimorfismos mediante
PCR-RFLP o PCR alelo especifico. Resultados: El analisis
genético de NOD2/CARDI5 revelo la presencia del alelo
Arg702Trp, L1007fsinsC y Gly908A4rg, en dos pacientes
con EC, un EC y un CU, respectivamente. El alelo mutado
del polimorfismo Asp299Gly del gen de TLR4 fue identi-
ficado en dos pacientes (EC y CU). Conclusiones: Este es
el primer estudio genético realizado en pacientes chilenos.
Constatamos que los alelos asociados con estas patologias se
presentan con una frecuencia equivalente a grupos europeos.
Sin embargo, factores ambientales u otros polimorfismos
genéticos pueden también estar envueltos en la patogénesis
de EII de pacientes chilenos.

Fondecyt #1050451
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12.- EFECTOS INTRACELULARES DE IT9302,
PEPTIDO HOMOLOGO AL DOMINIO FUNCIONAL
DE IL-10, EN CELULAS DENDRITICAS. B Pesce, A
Mendoza, G Tapia, L Videla, F Salazar-Onfray. Programa
Disciplinario de Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina.
Universidad de Chile.

Se ha descrito IT9302 como un péptido sintético, nanomé-
rico, homoélogo a la region c-terminal de la interleuquina
10. Estudios anteriores de nuestro laboratorio demostraron
que 1T9302 tiene efectos inmunomoduladores en algunas
moléculas implicadas en la presentacion antigénica, como
MHC clase I y TAP-2, al igual que IL-10. Objetivo: Con el
fin de determinar los efectos moleculares de 1T9302 en la
regulacion de estas proteinas, en la presentacion antigénica,
es que buscamos los factores de transcripcion involucrados
en la respuesta a IT9302 en células dendriticas y compara-
mos los resultados obtenidos con los efectos con rhIL-10.
Metodologia: La presencia y activacion de STAT3 se de-
termin6 por inmunoblot, utilizando anticuerpo especifico
para STAT3 y STAT3(pTyr705). Para determinar si habia
translocacion al nucleo del factor de transcripcion STAT3 y
de NF-kB se utilizo EMSA. Resultados: IT9302 demostro
inhibir la activacion de STAT3 (p<0.005), pero no asi la
transcripcion de STAT3. Ademds demostré activar la via
de NF-kB aumentando la translocacion al nucleo de este
factor (p<0.005). Conclusiones: IT9302 funciona como un
potente inhibidor de la activacion de STAT3 en contraste
a lo demostrado por IL-10 en células dendriticas humanas;
sin embargo, IT9302 e IL-10 demostraron activar la via de
NF-kB, lo que podria estar relacionado con la translocacion
al nticleo de subunidades represoras de este factor. Proyecto
Fondecyt 1031005.

Patrocinado por Socio Dr. Alejandro Yafiez C. para M.
Cecilia Rauch.

13.- EFECTO INHIBITORIO EN LA SINTESIS VER-
SUS EFECTO INHIBITORIO EN LA SECRECION DE
IL-2 EN LINFOCITOS T. (Rauch, M.C., Slebe, J.C. y
Claude, A.)

Ciclosporina A (CsA) y Tacrolimus (FK 506) ejercen su
efecto inmunosupresor mediante la inhibicion de Calci-
neurina, lo que impide la translocacion nuclear del factor
de transcripcion NF-AT, afectando la sintesis de IL-2. Este
modelo no explica los efectos secundarios indeseables que
se producen, por lo que es evidente que estas drogas afectan
otros procesos celulares importantes, como es el caso de la
via secretoria de proteinas.

En el analisis del efecto de MK 571 en la secrecion de 1L-2
se mide s6lo laliberacion de IL-2 al medio extracelular, pero
sin determinar un efecto en la sintesis de esta citoquina. Para
analizar el efecto en la secrecion de IL-2 hemos usado como
modelo las células Jurkat, las cuales son estimuladas para
secretar [L-2 y proliferar. Mediante analisis por inmunoblot
hemos observado que, en condiciones de estimulacion normal
durante 24 horas, se obtiene una gran secrecion de IL-2 en el
medio extracelular, mientras que en los extractos celulares
no se detecta la citoquina. Al contrario, cuando se inhibe
la secrecion con brefeldina A (BFA), IL-2 es detectada solo
en los extractos celulares.

Apartir de ésto, postulamos que con tratamientos breves con
CsAy FK 506 comprobaremos que se produce acumulacion
intracelular de IL-2, indicando un mecanismo inmunosupre-
sor no descrito para estas drogas.

(Financiamiento: Proyectos FONDECYT 1030346, Bicen-
tenario de Ciencia y Tecnologia PBCT N°5 y DID-UACh
SB-2005-01.)

14.- TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMAEN CE-
LULASEPITELIALESINFECTADAS CON NEISSERIA
GONORRHOEAE. (Epithelial-Mesenchymal Transition
in epithelial cells infected by Neisseria gonorrhoeae).
Rodriguez-Tirado CA, Martinez J, Valdés D, Maisey K.
Laboratorio de Inmunologia, Facultad de Quimica y Bio-
logia, Universidad de Santiago de Chile.

Neisseria gonorrhoeae es el agente causal de la enfermedad
de transmision sexual gonorrea. En mujeres la infeccion
es generalmente asintomatica y si esta asciende al tracto
reproductor superior puede conducir a graves secuelas
como fibrosis de la trompa de Fallopio, un dafio asociado a
infertilidad y cuyo mecanismo se desconoce. La Transicion
Epitelio-Mesénquima (TEM) es un proceso en el cual la cé-
lula pierde caracteristicas epiteliales y adquiere propiedades
mesenquimaticas. Nuestro objetivo es determinar si la infec-
cion de células epiteliales del tracto reproductor femenino
por Neisseria gonorrhoeae induce TEM, un mecanismo
que podria explicar la fibrosis observada en el oviducto.
Células epiteliales fueron infectadas con diferentes varian-
tes de la bacteria y se analizo la expresion de E-cadherina,
citoqueratina, vimentina y fibronectina, TGF-f1 mediante
RT-PCR, western blot e inmunofluorescencia. La infeccion
induce la expresion de TGFB 30 minutos post infeccion
aumentando progresivamente hasta las 24 horas. Ademas
la infeccion provoca una deslocalizacion en la expresion de
E-cadherina pasando desde el extremo basolateral al cito-
plasma. A su vez, la expresion de citoqueratina disminuye
notoriamente mientras en paralelo se induce la expresion
de vimentina y fibronectina. Los resultados sugieren que
N. gonorrhoeae induce TEM en células epiteliales, lo que
permite postular este proceso como el origen de fibrosis en
la trompa de Fallopio.

Financiado por Dicyt-VRID. Universidad de Santiago de
Chile

15.-REGULACION DIFERENCIAL DE LAEXPRESION
DE CANALES DE UNIONES ENHENDIDURAPOR CI-
TOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN MICROGLIAS
PRIMARIAS YCELULAS EOC20"2Pablo J. Sdaez, '*Kenji
Shoji, 'Mauricio Retamal, 3Rommy von Bernhardi y '*Juan
C. Saez. 'Nicleo Milenio Inmunologia e Inmunoterapia.
Deptos. 2Ciencias Fisiologicas y 3Neurologia, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile.

Los canales de union en hendidura (CUH), constituidos por
proteinas conexina (Cxs), comunican el citoplasma de células
vecinas. In vitro, TNF-o. mas IFN-y induce la expresion de
CUH en microglias, los macrofagos del SNC. Se desconoce
si las células EOC20, linea microglial de raton, expresan
CUH vy si otras citoquinas afectan la expresion de CUH en
células microgliales primarias.

Se estudio el efecto de TNF-a, [FN-y, IL-6, ATP y mezclas
de ellos sobre el acoplamiento celular mediado por CUH en
células EOC20, y microglias derata. Elacoplamiento celular
se evaluo mediante la difusion intercelular de amarillo de
Lucifer. ATP, TNF-a 6 IFN-y indujeron un acoplamiento
celular maximo (~12% a las 9h post-tratamiento) solo
tres veces mayor al control (~5%) mientras el tratamiento
con TNF-a mas ATP (3,5h ) o TNF-a mas IFN-y (%h) lo
aumentaron 6 veces (~30% acoplamiento); IL-6 previno la
induccion de acoplamiento celular en ambas condiciones. En
los dos tipos celulares se observo por inmunoflorescencia e
inmunotransferencia, aumento de los niveles de Cx43, pero
no Cx45, junto con la expresion de CUH funcionales. Los
resultados revelan que las células EOC20 son un buen modelo
para estudiar los mecanismos que regulan la expresion de
los CUH en microglias.
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16.- EVALUACION DE CELULAS DENDRITICAS RE-
GULADORAS EN LA INDUCCION DE LINFOCITOS
CD4*CD25'FOXP3* ENARTRITIS MURINAINDUCIDA
POR COLAGENO. L Salazar, O Aravena, A Escobar, J
Contreras, C Hernandez, JC Aguillon. Programa Disci-
plinario de Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina.
Universidad de Chile.

Las células dendriticas (DCs) juegan un papel central en la
inmunopatogénesis de enfermedades autoinmune mediante la
presentacion de antigenos propios a linfocitos T naive, indu-
ciendo células efectoras autoreactivas. Hemos generado DCs,
con estimulos cortos de LPS (DCregs), las que inhibieron la
progresion de la artritis murina inducida por colageno (CIA).
Objetivo: Determinar la capacidad de DCregs de inducir un
aumento de linfocitos T CD4+*CD25*Foxp3+*(TReg), involu-
crados en la inhibicion de CIA. Métodos: DCs derivadas de
médula 6sea fueron estimuladas con LPS por 4 hrs y pulsadas
colageno, el fenotipo de DCregs se evalud por la expresion
de CDll1c, CD86, CD40 y secrecion de citoquinas. Ratones
DBA1/lac] con CIA, fueron inoculados i.p. con DCregs, se
obtuvo bazo y ganglios linfaticos 35 dias post inoculacion,
desde animales tratados y controles. Se determino la pobla-
cion TReg por expresion de Foxp3- Resultados: Animales
con CIA, inmunizados con DCregs disminuyeron significa-
tivamente los signos clinicos de artritis comparados con los
controles (p<0.005), sin embargo, no se detecté un aumento
de linfocitos TReg en ambos grupos. Conclusiones: Los
resultados clinicos observados no se deberian a la actividad
delapoblacion de linfocitos TReg, sino posiblemente estaria
mediada por subpoblaciones de linfocitos T reguladores de
origen adaptativo principalmente Trl.

Finaciamiento: Fondecyt-Chile 1040860, Milenio P04/030-F
y Mecesup UCHO115.

17.-IDENTIFICACION YANALISIS DE LAEXPRESION
DE GENES RELACIONADOS CON LA PATOGENICI-
DAD Y VIRULENCIA DEL HONGO BOTRYTIS CIN-
EREA. (Identification and expression analysis of genes
related to fungal pathogenicity and virulence in Botrytis
cinerea). Silva, E., Miiller, C., Shaerer, F. y Valenzuela,
PD.T. Fundacion Ciencia para La Vida, Instituto MIFAB y
Universidad Andrés Bello.

El hongo fitopatogeno Botrytis cinerea, causante de la
“pudricion gris”, es uno de los principales problemas fito-
sanitarios que afecta a los cultivos en Chile, determinando
serias pérdidas econdmicas antes, durante y después de la
cosecha.

Apartirdeunalibreriade cDNAde B. cinerea, se identificaron
y aislaron las secuencias de los genes gas-1, pda-1y sap2,
que estan involucrados en la patogenicidad y virulencia de
hongos como Magnaporthe grisae, Nectria haematococcay
Candida albicans respectivamente. El objetivo de este trabajo
esidentificarlapresencia de estos genes y determinar si existe
una expresion diferencial al relacionarlo con la virulencia
del hongo. Para ello, se inocularon hojas de tabaco con una
suspension conocida de esporas de diferentes aislados de B.
cinerea, con el fin de identificar cepas con distinto grado de
agresividad. Luego se estudio la expresion de estos genes
endos cepas (Al y D1), consiguiéndose una expresion dife-
rencial para los genes pda-1y sap2, que estan siendo mas
expresados en Al con respecto a D1. No asi en el caso de
la expresion de gas- 1. Este trabajo nos proporciona valiosa
informacion para futuros estudios en este patdgeno.

18.- EXPRESION DE RECEPTORES DE QUIMIOQUI-
NAS EN ORGANOS HEMATOPOYETICOS DEL PEZ
CEBRA. POSIBLE ROL EN EL DESARROLLO DE
LINFOCITOS. Gallardo V.(1), Villablanca, E.(2) y Allende
M.L.(1). (1) Nucleo Milenio de Biologia del Desarrollo,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile; (2) Hospital
Vita-San Raffaele, Milan, Italia.

Las quimioquinas son una familia de proteinas de bajo peso
molecular que juegan un papel importante en una amplia
variedad de procesos fisiologicos y patologicos, funda-
mentalmente en procesos inmunitarios e inflamatorios.
A su vez, actualmente ha cobrado importancia el papel de
estas en otros procesos tales como proliferacion, apoptosis,
hematopoyesis, angiogénesis y cancer. Las quimioquinas
ejercen sus efectos mediante la interaccion con receptores
especificos de siete dominios transmembrana acoplados a
proteinas G que se encuentran en una variedad de tejidos.
En este estudio hemos identificado 3 genes de receptores
de quimioquinas en pez cebra: ccr7, ccr9 y cxcr3, presentes
en las bases de datos que son ortélogos de receptores de
quimioquinas humanas y hemos analizado los patrones
de expresion de estos genes. En este trabajo mostramos
la homologia de estos genes a receptores de quimioquinas
humana y de raton mediante alineamientos de secuencias y
analisis filogenéticos. Ademas, mediante hibridacion in situ
doble, hemos encontrado que los tres genes se expresan en
el timo y en organos hematopoyéticos en larvas de 5 dias
post-fertilizacion (dpf) del pez cebra. Finalmente, estamos
estudiando el papel de ccr7 en el desarrollo del sistema
hematopoyético y como este regularia el trafico linfocitario
desdee la ICM (intermediate cell mass) al timo.

Financiamiento: Fondecyt 1031003, ICM P02-050.

19.- MECANISMOS ANTIANGIOGENICOS DE CAL-
RETICULINA DE TRYPANOSOMA CRUZI Nandy C.
Lépez, Laura Paleari, Adriana Albini, Arturo Ferreira
Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Microbiana,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Chile. Mo-
lecular Oncology Lab, Istituto Nazionale per la Ricerca
sul Cancro, Italy.

Historicamente la infeccion chagasica se ha asociado con un
efecto antineoplasico de mecanismos desconocidos. Calre-
ticulina de Trypanosoma cruzi (TcCRT) es antiangiogénica
en el ensayo in vivo de membrana corioalantoidea de pollo,
lo que explicaria, al menos en parte, este fendmeno. En este
trabajo se investigaron efectos de TcCRT sobre eventos
claves de la angiogénesis utilizando células endoteliales
de cordon umbilical humano (HUVEC). TcCRT se une en
forma dosis-dependiente a laminina y colageno IV, aunque
inversamente proporcional a la concentracion de colageno
IV. La unién de TcCRT a laminina aumenta casi al doble la
adhesividad de células endoteliales a esta proteina, pero no
acolageno IV ni a Matrigel. TcCRT, a partir de una concen-
tracion 1 uM, inhibe la proliferacion de células endoteliales
entre las 48 y 96 horas, y la morfogénesis en Matrigel hasta
en una concentracion 100 nM. El tratamiento de 24 horas
con distintas concentraciones TcCRT inhibe la quimiotaxis
en las células HUVEC pero no induce apoptosis. En sin-
tesis, TcCCRT aumenta la adhesion de células endoteliales
a laminina, pero este efecto parece no tener importancia a
tiempos més largos, donde priman sus funciones inhibidoras
de parametros esenciales como la proliferacion y migracion,
los que se manifiestan en la morfogénesis, y por lo tanto
diferenciacion celular en capilares.
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20.- ADENOSINA DESAMINASA UNIDA A CD26 Y
A RECEPTORES DE ADENOSINA PROMUEVE CO-
ESTIMULACION EN LA INTERACCION ENTRE
LAS DC YLAS CELULAS T. Rodrigo Pacheco, José M.
Martinez-Navio, Maryléne Lejeune, Nuria Climent, Harold
Oliva, José M. Gatell, Teresa Gallart, Josefa Mallol, Car-
men Lluis, and Franco R. Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultad de Biologia, Universidad de
Barcelona. Barcelona, Esparia.

Adenosina desaminasa (ADA), una proteina cuyo déficit
congénito en humanos resulta en la generacion de una
inmunodeficiencia severa combinada (SCID), puede unirse
a CD26 y a los receptores de adenosina AjR y AR en la
superficie celular. Sin embargo, el papel fisiologico de estas
interacciones ain no es bien comprendido. En este trabajo
se ha demostrado que ADA, por medio de una reduccion
de 3 veces en el valor del ECs, para el antigeno, induce un
aumento en la proliferacion de células T en co-cultivos con
células dendriticas (DC) autdlogas pulsadas con un supe-
rantigeno. Este efecto co-estimulador inducido por ADA fue
independiente de su actividad enzimatica, pero dependiente
de su interaccion con CD26 en la superficie de células T.
Ademas, experimentos de co-localizacion sugieren que ADA
se encuentra anclada a través del receptor de adenosina
AR en la superficie de las DC. El efecto co-estimulador
promovido por ADA se caracterizd por la potenciacion de
la secrecion de IFN-y y TNF-a y una gran produccion de
IL-6, mientras que no tuvo un efecto significativo sobre
la produccion de IL-2, IL-4 ni IL-10. Estos resultados
sugieren un nuevo tipo de interaccion co-estimuladora en
la interaccion entre DC y células T, donde ADA anclada al
AR en la superficie de las DC durante la presentacion de
antigenos se uniria a CD26 en la superficie de las células T
induciendo asi co-estimulacion.

21.- IDENTIFICACION Y CLONAMIENTO DEL ¢cDNA
QUE CODIFICA PARA EL SIMPORTER Na+/I- (NIS)
DE LATIROIDES DEL ROEDOR Auliscomys boliviensis.
Arriagada A', Navarro C!, Molina A', Gompert B3, Valen-
zuela M?, Cabello G2, Carrasco N¢, Riedel, C'. Universidad
Andrés Bello.?Universidad de Tarapaca. 3University College
London. ‘Albert Einstein College of Medicine NY.

El simporter Na*/I- (NIS) media el transporte activo de I-ala
tiroides. Elroedor Auliscomys boliviensis no es hipotiroideo a
pesar de vivir en una zona pobre en I- y de presentar escasos
niveles de I- en su sangre y orina. Nosotros proponemos
que la adaptacion de A. boliviensis a un ambiente escaso
en I se debe a que su NIS transporta I-mas eficientemente
que el de otros mamiferos. Con el objetivo de probar esta
hipotesis se clono e identifico el cDNA que codifica para
A-NIS. La secuencia aminoacidica deducida muestra un
94% de identidad con NIS de rata (R-NIS), presenta el
mismo numero de aminoacidos y los tres sitios consensos
de glicosilacion. Se observaron mutaciones puntuales en el
COOH terminal y en los residuos cercanos a los sitios de
glicosilacion. Western blot de A-NIS de tiroides y células
COS mostré un peso molecular de ~100Kd mayor al de R-
NIS (~90Kd). Nuestros resultados indican que la diferencia
en el peso molecular no se debe al largo de la proteina
sino a un patron de glicosilacion distinto. Estos resultados
sugieren que la mayor eficiencia de A-NIS puede deberse a
una diferente regulacion post-transcripcional.

FINANCIAMIENTO:BASTIEN GOMPERT.
FONDECYT # 1040349

22.-IDENTIFICACION Y ANALISIS DE EXPRESION
DE GENES RELACIONADOS CONEL CRECIMIENTO
MICELIALDURANTE LAINFECCION EN BOTRYTIS
CINEREA. (Identification, characterization and expression
analysis of hyphal growth genes during the infection process

from Botrytis cinerea). Aguayo, C., Silva, E. y Valenzuela,

PD.T. Fundacion Ciencia para La Vida e Instituto Milenio
de Biologia Fundamental y Aplicada.

El hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea, causante de la
“pudricion gris”, es uno de los principales problemas fit-
osanitarios que afecta a una gran variedad de cultivos en
nuestro pais, produciendo serias pérdidas econdmicas antes,
durante y después de la cosecha.

En general, las investigaciones relacionadas con este hongo
han estado enfocadas en evitar la penetracion y principal-
mente hacia en la generacion de mutantes que no expresen
enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular.
Sin embargo, los resultados obtenidos no son concluyentes.
En el laboratorio estamos estudiando las etapas previas a la
penetracion del hongo. Con este proposito estamos interesa-
dos en la inhibicion de la expresion de genes relacionados
con el crecimiento de la hifa como: vma-1, hex, sod-1V,
cot-1, hyp y sep, que han sido descritos en Neurospora
crassa 'y Aspergillus nidulans. Se seleccionaron dos cepas
de B. cinerea con diferentes velocidades de crecimiento y
se determino la presencia y expresion de estos genes en las
diferentes cepas. Esto nos permiti6 correlacionaraltos niveles
de expresion con la cepa de mayor crecimiento. Este estudio
nos permitira entender mejor el mecanismo de crecimiento
de la hifa durante la infeccion en B. cinerea.

23.- DISTRIBUCION DE PROTEINAS DE FISION
MITOCONDRIAL EN MUSCULO ESQUELETICO
Paola Aedo ,Veronica Eisner, Blanca Pérez, David Mears,
Cecilia Hidalgo, Enrique Jaimovich Instituto de Ciencias

Biomédicas, Centro de Estudios Moleculares de la Célula,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Las mitocondrias son organelos altamente interconectados,
y su morfologia depende de eventos de fusion y fision,
fundamentales para la proliferacion y diferenciacion celular.
La fision mitocondrial es regulada por la GTPasa Drp-1,
que reside en el citoplasma y se acumula en la membrana
mitocondrial externa. Fis-1 es una proteina adaptadora, que
recluta a Drp-1. La fusion mitocondrial esta mediada por
las GTPasas, mitofusina (Mfn) 1 y 2. Mfn2 se reprime en
animales e individuos obesos, mientras que Drp-1 aumenta,
contribuyendo alafisiopatologia de la obesidad y resistencia
a insulina.

Nosotros caracterizamos la distribucion de Drp-1 y Fis-1
en cultivos primarios de musculo esquelético. Mediante
inmunocitoquimica (ICQ), Drp-1 presento distribucion cito-
solica, y Fis-1 localiza principalmente en mitocondrias, estos
patrones se repitieron en fibras musculares disgregadas de
rataadultas e inmunohistoquimica de criocortes. Al bloquear
la expresion de Mfn2 mediante infeccion adenoviral de un
antisentido, se encontr6 una fragmentacion dosis respuesta
de lared mitocondrial, marcada con mtHSP70, mientras que
Drp-1 se mantuvo inalterado y Fis1 se acumuld en focos del
citoplasma. En fibras musculares aisladas de ratas obesas
- insulino resistentes, Fis-1 se acumuld en la region inter-
miofibrilar y Drp-1 se concentré en el subsarcolema, y en
ratas normales Fis-1 y Drp-1 se localizaron en las regiones
subsarcolemal e intermiofibrilar.

FONDAP 15010006



XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE 41

24.- EXPRESION Y FUNCION DE RECEPTORES
FRIZZLED MUSCULARES EN LA UNION NEURO-
MUSCULAR DE VERTEBRADOS. (Expression and
function of muscle Frizzled receptors at the vertebrate NMJ).
Evelyn Avilés, Marcela Low, Felipe Montoya, Juan Pablo
Henriquez. Departamento de Biologia Celular, Universidad
de Concepcion.

Sehadescrito que la sefializacion Wnt induce diferenciacion
presinaptica en sinapsis centrales. Dado que se desconoce
si factores Wnt participan en la diferenciacion postsindptica
asi como en sinapsis periféricas, hemos iniciado estudios en
la uniéon neuromuscular (UNM) de vertebrados. Resultados
iniciales mostraron que Wnt-3, secretado por motoneuronas,
induce diferenciacion postsinaptica en la UNM, aunque el
mecanismo no ha sido descrito. El objetivo de este trabajo
es estudiar la expresion y funcion de receptores Frizzled
musculares. Ensayos de RT-PCR mostraron que Fz-1, -2,
-3,-7y -9 son expresados en mioblastos y miotubos C2C12,
mientras Fz-5 s6lo lo es en mioblastos. Interesantemente,
datos de la literatura indican que la expresion de Fz-9 en
musculo esquelético estaregulada porlainervacion. Nuestros
resultados de inmunoblot sugieren que Fz-9 esta presente
en extractos enriquecidos en membrana de células C2C12 y
musculo de embriones derata. La expresion de Fz-9 no cambia
durante lamiogénesis in vitro. Estudios inmunocitoquimicos
en células que sobreexpresan Fz-9 muestran que este receptor
es efectivamente destinado alamembrana plasmatica donde
afectalaagregacion del receptor de acetilcolina. Asi, nuestros
resultados preliminares sugieren que la sefializacién a través
de Fz-9 puede regular la diferenciacion postsinaptica en la
UNM de vertebrados. (Financiado por Fundacion Andes
Inicio C13960/28 y DIUC-UdeC).

25.-AUMENTO EN LASINTESIS DE PROTEOGLICA-
NESENDISTROFIAMUSCULAR: ROLDELOS FIBRO-
BLASTOS YRESPUESTA DE CELULAS MUSCULARES
ACTGE. (Increase of proteoglycans in Muscular Dystrophy:
role of fibroblasts and response to CTGF in muscle cells).
Cabrera, D., Brandan, E. Laboratorio de Diferenciacion
Celular y Patologia, FONDAP Biomedicina JV Luco, Uni-
versidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

En las distrofias musculares se desarrolla fibrosis, caracteri-
zada porunainvasion de células inflamatorias, fibroblastos y
un aumento de componentes de matriz extracelular (MEC),
entre ellos los proteoglicanes (PGs). Previamente hemos
demostrado un aumento de PGs en biopsias de miisculo de
pacientes con distrofia muscular de Duchenne (DMD) y en
musculo de ratones mdx (modelo murino de DMD). Ademas
se produce una sobrexpresion de proteinas pro-fibroticas
como el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF).
En este trabajo, se evalu¢ la sintesis de PGs producidos por
fibroblastos aislados de biopsias de musculo de pacientes con
DMD y de muisculo de raton mdx. Tanto los PGs secretados
almedio condicionado como los asociados al extracto celular,
se encontraron aumentados. Al evaluar la sintesis de PGs,
en respuesta a CTGF en una linea celular de musculo, se
observé un aumento de los PGs del medio condicionado
de mioblastos, pero una disminucién en miotubos. Sin
embargo, en los extractos celulares, la sintesis de PGs fue
aumentada en ambos casos. Estos resultados sugieren que
tanto fibroblastos como células musculares participarian
en la sintesis de PGs en musculos distroficos, pudiendo asi
contribuir al fenotipo fibrético. (Financiamiento: FONDAP,
MIFAB, MDA, HHMI International Scholar).

26.-REQUERIMIENTO DELOS RECEPTORESIYIIDE
TGF-BDURANTE LADIFERENCIACIONMUSCULAR
DE CELULAS C,C\.. (Requirement of TGF-f receptors I and
1l during muscle differentiationin C2C12 cells). Droguett, R.
yBrandan, E., FONDAP-Biomedicina, Facultad de Ciencias
Biologicas, P. Universidad Catdlica de Chile

La disminucion de factores de crecimiento es critica para
que lineas celulares mioblasticas entren en diferenciacion
terminal. El factor de crecimiento TGF-f es un potente
inhibidor de la diferenciacion muscular de células C,C,.. Su
accion biologica se produce a través de la union del factor a
sus dos receptores de membrana (RIf y RIIP), y a betagli-
can, que presenta el ligando a los receptores. Sin embargo,
durante la miogénesis, los receptores de TGF-§ aumentan,
por lo que nos interes6 evaluar la importancia de éstos du-
rante este proceso. Para ello, inhibimos la actividad quinasa
del RIP a través del compuesto SB 431542, y observamos
que la induccién de miogenina durante la diferenciacion
temprana, no se ve alterada. Sin embargo, la diferenciacion
muscular tardia se vio afectada, ya que tanto los niveles de
miosina y la actividad de creatina quinasa disminuyen en
presencia del inhibidor. Ademas la fusion de los mioblastos
se ve fuertemente afectada ya que a pesar de que existan
células que expresen miosina, estas no tienen la capacidad
de fusionarse. Por otra parte, un dominante negativo para el
RIIP también afectd la diferenciacion muscular, evaluando
los mismos marcadores. Por lo tanto a pesar de que TGF-
B inhibe la diferenciacion, sus receptores son necesarios
para una exitosa diferenciacion muscular. (Financiado por
FONDAP, MIFAB, HHMI Internacional Scholar)

27.- EXPRESION DE DHPR CARDIACO Y ESQUELE-
TICO EN LINEAS MUSCULARES ESQUELETICAS
DISGENICAS. Eltit JM!, Westerman KA? Allen PD?,
Jaimovich E!. Centro de Estudios Moleculares de la Célu-
la, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile' y
Anesthesia Department, Brigham and Women's Hospital,
Harvard Medical School?.

El receptor para dihidropiridinas (DHPR) es un canal de
calcio sensible a voltaje, que es el sensor de voltaje asociado
al acoplamiento excitacion-contraccion (EC). Durante un
potencial de accion, el cambio conformacional del DHPR
induce la apertura del canal receptor de ryanodina (RYR1),
liberando calcio desde el reticulo sarcoplasmatico (SR)
promoviendo la contraccion muscular. Alternativamente
la activacion del DHPR activaria vias de senalizacion que
involucran a proteina G, PI3K y PLC. En este trabajo vere-
mos el efecto de la expresion de dos isoformas del DHPR,
a 1S (isoforma esquelética) o a1 C (isoforma cardiaca), en la
activacionde las vias de sefializacion. Mediante transduccion
lentiviral se desarrollaron lineas celulares que solo expresan
la forma a1S 0 a1 C en células disgénicas que originalmente
no expresan ninguna subunidad a.1. Laexpresion diferencial
de las isoformas de DHPR se comprobd mediante marca-
cion por inmunofluorescencia. Los miotubos derivados
de células disgénicas (MDG) no presentan sefal de calcio
asociadas a acoplamiento EC. Los miotubos que expresan
la isoforma 1S presentan sefiales de calcio en respuesta a
la despolarizacion con potasio en presencia y ausencia de
calcio extracelular. Por otra parte, los que expresan solo la
subunidad a1C solo desarrollan sefiales de calcio cuando
este cation esta presente en el medio. Esta herramienta nos
entregaun método para estudiar los efectos de distintas DHPR
en los mecanismos de transduccion de sefiales activados por
despolarizacion.

FONDAP 15010006, FIRCA RO3TW07053-01
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28.- LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA S,UBUNI—
DAD GP91"% DE NADPH OXIDASA EN MUSCULO
CARDIACO. Matias Escobar, Paulina Donoso. Escuela
Tecnologia Médica y PBCM, Instituto de Ciencias Biomé-
dicas. Facultad de Medicina. U. de Chile.

La NADPH oxidasa (NOX), enzima que produce anion
super6xido, es la principal fuente de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en el corazon. El aumento de la actividad
del corazon aumenta la actividad de la NOX, lo que se tra-
duce en el aumento de glutationilacion de varias proteinas,
entre ellas los receptores de ryanodina (RyR), que son los
canales de calcio del reticulo sarcoplasmatico (RS). La
glutationilacion del RyR modifica su actividad en forma
diferencial dependiendo de la concentracion de calcio: au-
menta la activacion por calcio y estabiliza la forma cerrada
en reposo, lo que sugiere que NOX tiene un rol modulador
sobre la actividad del RyR.

Debidoalapequeiiacapacidad de difusion del anion superoxi-
do y ala inestabilidad de las ROS, para que la NOX module
laactividad del RyR, deberia localizarse en lamembrana del
reticulo sarcoplasmatico muy cerca de RyR.
Determinamos la localizacion de NOX en cortes de tejido de
musculo cardiaco, utilizando un anticuerpo anti-gp9 1phox,
subunidad integral de membrana, y detectamos la reaccion
antigeno-anticuerpo utilizando anticuerpos secundarios mar-
cados con fluorescencia en un microscopio confocal. Encon-
tramos que la proteina localiza en la membrana plasmatica y
enel RS, donde co localiza con RyR. Este resultado apoya
la hipotesis que la actividad de NOX modula a RyR.
Financiado por Fondecyt 1030449, Fondap 15010006.

29.- GLIPICAN ESTA ASOCIADO A BALSAS LIPIDI-
CAS, REGULANDO LA INHIBICION MIOGENICA
INDUCIDA POR FGF-2. (Glypican is Associated to Lipid
Rafts and Regulates the Myogenic Inhibition Induced by
FGF-2 in Myoblasts) Jaime Gutierrez, J.P. Henriquez y E.
Brandan. Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Centro de Regulacion Celular y Patologia, Facultad de
Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

Los proteoglicanes de heparan sulfato (PGHS) regulan
positivamente la actividad de FGF-2, un potente inhibidor
de la diferenciacion muscular, actuando como co-receptores
del factor. Durante la diferenciacion muscular, la expresion
de sindecan -1 y -3 disminuye, lo que se relaciona a una
menor sefalizacion de FGF-2, permitiendo la miogénesis.
Sin embargo, glipican, aumenta 4 veces su contribucion
relativa ala poblacion de PGHS durante este proceso. Noso-
tros estudiamos la distribucion de PGHS en la membrana de
mioblastos y evaluamos su colocalizacion con los receptores
transductores de FGF-2 (FGFRs). Fraccionamiento por cen-
trifugacion diferencial en gradientes de sacarosa revelaron
que glipican es el inico PGHS presente en balsas lipidicas,
co-fraccionando con caveolina-2 y gangliésido GM-1. Por
el contrario, los FGFRs se encuentran en fracciones de
alta densidad junto a sindecan-1, -2, -3 y -4. La deplecion
de glipican con una PI-PLC o a través de la transfeccion
con un siRNA, inducen un incremento en la inhibicion de
miogenina dependiente de FGF-2. El mismo resultado fue
obtenido cuando la estructura de las balsas lipidicas fue
alterada por el tratamiento con MBCD. En conjunto estos
resultados sugieren que glipican puede inhibir la interaccion
de FGF-2 con sus receptores de alta afinidad secuestrandolo
en un dominio distinto de la membrana.

Financiado por Fondap, MIFAB, MDA, HHMI Internacional
Schoolar.

30.- CARACTERIZACION INMUNOCITOQUIMICA
DE MODELOS DE MOTONEURONAS IN VITRO.
EFECTOS DE SENALIZACION Wnt. (Immunocyto-
chemical characterization of motoneuron models in vitro.
Wht signalling effects). Claudio Iribarren y Juan Pablo
Henriquez. Departamento de Biologia Celular. Universidad
de Concepcion.

Unevento temprano de lasinaptogénesis es la diferenciacion
de los terminales pre- y postsinapticos. Aun cuando se sabe
pocodelas moléculas que inducen este fendmeno, en sinapsis
centrales se ha descrito que la sefalizacion Wnt induce la
diferenciacion presinaptica. Sin embargo, la funcion de la
via Wnt en sinapsis periféricas no ha sido estudiada. Hemos
decidido evaluar esta posibilidad utilizando los componentes
de launion neuromuscular (UNM) como modelos de estudio
in vitro. Primero, hemos estandarizado cultivos primarios
enriquecidos en motoneuronas obtenidos desde explantes
de médula espinal ventral de embriones de pollo E6. La
caracterizacion inmunocitoquimica mostrd tincidén positiva
para los marcadores de motoneuronas Islet-1 y BEN/SC1,
asi como para los marcadores neuronales neurofilamentos
y SV2. Asi mismo, cultivos de la linea celular NG108-15
diferenciados con forskolina mostraron tincion positiva para
marcadores neuronales. La naturaleza colinérgica de ambos
modelos fue corroborada mediante tincion citoquimica de
actividad colinesterasa. Como control positivo de todos
los marcadores se utilizaron criosecciones gruesas de em-
briones de pollo E8. Finalmente, experimentos funcionales
de inhibicién de GSK-3f y de transfeccion transiente con
dishevelled-1 mostraron remodelacion axonal y dendritica
en células NG108-15. Asi, nuestros resultados preliminares
sugieren que la sefializacion Wnt induce la diferenciacion
presinaptica de motoneuronas en la UNM de vertebrados.

(Financiado por Fundacion Andes de Inicio C13960/28 y
DIUC-UdeC).

31.- EXPRESION DE HSP70 EN MIOTUBOS DE RATA
DESPOLARIZADOS CON K. Jorquera G., Sotomayor
0., Juretic N., Jaimovich E., Riveros N. Centro de Estudios
Moleculares de la Célula, Programa Biologia Celular y
Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile.

Larespuesta adaptativa del mtisculo esquelético al ejercicio
involucra cambios en la expresion de genes especificos. Se
ha descrito que la actividad contractil intensa y prolongada
generaaltos niveles de especies reactivas de oxigeno e induce
la expresion de genes de respuesta a stress.

Los miotubos de musculo esquelético de rata al ser despo-
larizados con K*, responden con un aumento de la concen-
tracion de Ca*? intracelular. Se postula que el componente
lento de la senal de Ca*2, mediado por IP; y de localizacion
nuclear, estaria involucrado en la regulacion de la expresion
génica.

Investigamos el efecto de la despolarizacion sobre la ex-
presion de Hsp70 y Hmox-1 usando como modelo cultivos
primarios de miotubos derata. El analisis inmunocitoquimico
de miotubos despolarizados con K* 84 mM, revela un au-
mento de la expresion de ambos genes a las 24 h. Mediante
RT-PCR semicuantitativo, se demuestra que el estimulo
despolarizante produce un incremento significativo en el
nivel de mRNA de Hsp70, con un maximo de 2,5 veces a las
2 h, en relacion al control. Se determina la participacion de
la senal lenta de Ca*2 en la expresion de este gen, mediante
el uso de inhibidores especificos de esta sefial.

FONDAP 15010006
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32.- HEMICANALES COMPUESTOS DE PANEXINA1
CONSTITUYEN UNA VIA DE LIBERACION DE ATP
DURANTE LAPOTENCIACIONDE LACONTRACCION
MUSCULAR ESQUELETICA. Riquelme M.A., Séez J.C.
Depto. Fisiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Ponti-
ficia Universidad Catolica de Chile.

Durante la contraccion del musculo esquelético ocurre un
incremento de los niveles extracelulares de ATP. E1 ATP
extracelular activa receptores P2X que permiten el ingreso
de Ca* potenciando la fuerza de contraccion. Se desconocen
las vias de escape del ATP muscular durante la contraccion.
Unaposible viason los hemicanales formados por panexinas,
que son proteinas altamente conservadas en el reino animal.
Los hemicanales son permeables a pequefias moléculas (ej.:
ATPybromuro de etidio, BrEt) y son bloqueados por diversos
compuestos, incluyendo acido B-glicirretinico y oleamida.
Mediante andlisis por inmunofluorescencia (microscopia
confocal) y RT-PCR de musculo esquelético detectamos la
panexinal (en tibulos-T, reactividad alternada con la de los
canales de dihidropiridina) y su ARNm, respectivamente. En
miofibras aisladas, la estimulacion eléctrica aumentd tanto
la captacion de BrEt como la liberacion de ATP (luciferina-
luciferasa), y ambas fueron bloqueadas con inhibidores de
hemicanales, que también bloquearon la potenciacion de la
contraccion muscular (masculo aislado). Por esto, sugerimos
que los hemicanales formados por panexianl constituyen
una via de escape del ATP durante la potenciacion muscular
esquelética.

33.- EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE NPC1 EN LA
DISTRIBUCION DE SR-BIEN CELULAS EN CULTIVO.
Cristian Amador, Veronica Quiniones, Felipe Barros®, Laura
Liscum, Attilio Rigotti & Silvana Zanlungo. Departamento
de Gastroenterologia, Facultad de Medicina, Pontificia
Universidad Catélica de Chile.*Centro de Estudios Cienti-
ficos CECS, Valdivia.

La enfermedad de Niemann-Pick tipo-C (NPC) se caracte-
riza por una acumulacion de colesterol libre en endosomas
y lisosomas, originada por alteraciones en las proteinas
NPC1/2, elementos claves en el trafico de colesterol obtenido
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) mediante la via
endocitica. En ratones deficientes de NPC1, se aprecia una
acumulacion plasmatica de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y una disminucion del transporte de [*H]-colesterol
desde las HDL plasmaticas hacia la bilis. Estos hallazgos se
correlacionan con una disminucion en la expresion hepatica
del Receptor Scavenger clase B tipo I (SR-BI), el cual capta
colesterol desde la HDL mediante una via no endocitica.
Estos antecedentes sugieren una conexion entre dos vias
de captacion de colesterol lipoproteico consideradas como
independientes en estructura y funcionalidad. Hipétesis: La
deficiencia genética de NPC1 puede afectar la expresion y/o
actividad de SR-BI. Objetivo: Determinarsi NPC1 modulala
expresion y/o localizacion de SR-Bl enun modelo de células
en cultivo. Métodos: Células CHO wild-type (CHO-WT)
y mutantes en NPC1 (CHO-NPC1mut) fueron transfecta-
das de manera estable con SR-BI y analizadas mediante
citometria de flujo e inmunofluorescencia. Resultados:
Ambas poblaciones celulares expresaron SR-BI, pero con
una localizacion predominante en la superficie celular para
CHO-WT eintracelular para CHO-NPC1mut. Conclusiones:
Existe unadistribucion celular diferencial de SR-Bl cuando el
sistema carece de NPC1, sugiriendo una conexion funcional
entre dos de las principales vias de captacion de colesterol
lipoproteico en las células.

Financiado por proyectos Fondecyt 1030415, 1030416 y
7040143

34.- EXPRESION DIFERENCIAL DE LEPTINA Y SU
EFECTO SOBRE MARCADORES DE DIFERENCIA-
CIONADIPOGENICAEN CELULAS PROGENITORAS
MESENQUIMATICAS H UMANAS (HMSC) DE DO-
NANTES SANAS YOSTEOPOROTICAS. Pablo Astudillo
Susana Rios, Ana Maria Pino y Juan Pablo Rodriguez Labo-
ratorio de Biologia Celular, INTA, Universidad de Chile

En la osteoporosis, existe un desbalance que favorece la
formacion de adipocitos en lamédula dsea, aexpensas de una
disminucion en la formacion de osteoblastos. Las hMSC de
la médula 6sea forman osteoblastos y adipocitos, entre otros
tipos celulares. La diferenciacion haciael linaje adipogénico
es regulada por factores de transcripcion (PPARy, C/EBPa,
entre otros). En este trabajo, demostramos que los niveles
de leptina observados en la médula 6sea son mayores en
las pacientes sanas que en las pacientes osteopordticas y
este efecto es independiente del Indice de Masa Corporal
(IMC) de las pacientes. Al analizar la expresion del gen ob,
que codifica para leptina, observamos que existe una mayor
expresion en las hMSC de donantes sanas, y la adicion de
leptina exdgena al medio de cultivo adipogénico produce un
aumento en la expresion del gen, sugiriendo una regulacion
positiva. También demostramos que leptina ejerce un efecto
diferencial sobre la expresiéon de marcadores tempranos
(PPARyy C/EBPa) y tardios (adipsina) de la diferenciacion
adipogénica en hMSCs de donantes sanas y osteoporoticas.
Estos resultados sugieren que las diferencias a nivel de la
diferenciacion adipogénica delashMSCy de laexpresionde
leptina de donantes sanas y osteopordticas, pueden favorecer
el desarrollo de la osteoporosis.

FONDECYT #1050930

35.- PARTICIPACION DEL TNF-o. DE TRANSMEM-
BRANA (nTNF-0)) EN LA LIPOGENESIS Figueroa P,
Acuiia MJ, De la Maza MP, Fernandez M. Laboratorio de
Biologia Celular, INTA, Universidad de Chile.

Introduccién: El TNF-a de transmembrana puede ser cor-
tado proteoliticamente para dar la forma soluble. Estudios
con ratones transgénicos, que expresan una forma mutada
de mTNF-a no procesable, mostraron que éstos tienen ma-
yor peso corporal y adipocitos de mayor tamafio. Por otra
parte, en tejido adiposo de ratones y de humanos obesos,
se encontr6 una mayor cantidad de mTNF-a que en los
individuos controles.

Objetivo: Evaluar si mMTNF-a se relaciona con el proceso
de lipogénesis en células precursoras de adipocitos huma-
nos (CPA).

Metodologia: Se determind mTNF-A en CPAs por western
blot. El contenido de lipidos se analiz6 por tincion con Oil
Red y por citometria de flujo.

Resultados: La expresion de mTNF-o aumenta con la
diferenciacion de las CPA. Al incubar estas células con un
inhibidor de proteasas se obtiene una mayor expresion de
mTNF-a y unaumento en la lipogénesis. Del mismo modo,
se observo un aumento en la aparicion de gotas de lipidos
intracelulares al incubar con un anticuerpo anti-TNF-o..
Conclusiones: El aumento en la expresion de mTNF-a
actuaria como sefial lipogénica en CPAs. Al mismo tiempo,
la accion de un anticuerpo especifico anti-TNF, podria estar
desencadenando una sefial intracelular prolipogénica.

(Proyecto FONDECYT #1030597)
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36.- LA PROTEINA ANTI-APOPTOTICA BCL-2 ES UN
GEN BLANCO DEL FACTOR NUCLEAR DE TRANS-
CRIPCION PPARGAMA. Bernal, C., Fuenzalida, K, Poderit,
D., Cavallero, B, Loyola, G, Dominguez, C., Perez-Acle, T,
y Bronfman, M.. Centro de Regulacion Celular y Patologia
(CRCP) and Mileniumn Institute for Fundamental and Applied
Biology,Center for genomics and Bioinformatics, Departa-
mento de Biologia Celular y Molecular, Fac. de Ciencias
Biologicas, Universidad Catolica de Chile.

El factor de transcripcion nuclear PPARy (peroxisome pro-
liferator activated receptor gamma) ha sido propuesto como
blanco terapéutico para enfermedades neurodegenerativas, en
base a la modulacion que ejerce en la respuesta inmunologica.
Sin embargo, recientemente, hemos demostrado que PPARy es
un blanco de la via de sobrevida neuronal dependiente de NGF
(nerve growth factor), y que su sobre-expresion induce una
aumento de laexpresion de la proteina anti-apoptotica Bel-2, lo
queresultaen estabilizacion mitocondrial y un aumento notable
en la resistencia celular a stress oxidativo. Con estos antece-
dentes, se realiz6 un andlisis bioinformatico del gen de Bcl-2
de rata utilizando modelos de Markow y secuencias conocidas
de elementos de respuesta a PPARy (PPRE). Se seleccionaron
tres secuencias que presentaban la mas alta probabilidad de
representar PPREs. Utilizando ensayos de movilidad en gel,
encontramos que uno de los PPRE putativos, localizado en la
regionintronicadel gende Bel-2, unea PPARy conunaafinidad
comparable a un PPRE de consenso. Utilizando células PC12
y un gen reportero construido con este elemento de respuesta,
encontramos que laactividad transcripcional de PPARyaumenta
en respuesta a NGF. Estos resultados sugieren que la proteina
anti-apoptotica Bel-2 es un nuevo gene blanco de PPARy, y
permiten proponer nuevas aproximaciones farmacologicas al
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Financiamiento: FONDAP 13980001 y MIFAB P04-071-F.

37.- EXPRESION, LOCALIZACION SUBCELULAR Y
ACTIVIDAD DE PPARS o, p Yy EN CELULAS TRON-
CALES MESENQUIMATICAS HUMANAS (MSC) Y CE-
LULAS TRONCALES NEURALES (NSC) GENERADAS
A PARTIR DE MSC. David Contador!, Miguel Bronfiman?,
Paulette Conget' 'Fac. de Medicina, Clinica Alemana-U. del
Desarrollo 2Depto. de Biologia Celular y Molecular. P. U.
Catdlica de Chile

La MSC derivan de la médula 6sea de individuos adultos, se
autorrenuevan y se diferencian a los linajes mesenquimaticos.
Pero también presentan plasticidad al linaje neural. Asi, a partir
de MSC se pueden generar neuronas, astrocitos y oligoden-
drocitos. Para que ello ocurra, las MSC pasan por un estado
de NSC. Nuestro objetivo es determinar el rol de los PPARs
en la diferenciacion neural de las MSC. Por lo tanto, primero
estudiamos tanto en MSC como en NSC generadas a partir de
MSC, laexpresionde las distintas isoformas de PPARs (RT-PCR
e inmunocitofluorescencia). Luego, determinamos el efecto
sobre MSC y NSC generadas a partir de MSC de la exposicion
cronica (3-8 dias) a agonistas selectivos de PPARs o, By y (Wy
14643, Gw 501516 y Rosiglitazona, respectivamente) sobre la
proliferacion (cristal violeta), la actividad metabolica(WST1),
la expresion de las distintas isoformas de los PPARs (RT-PCR)
y la expresion de marcadores de linajes mesenquimaticos y
neurales (RT-PCR e inmunocitofluorescencia). Ambos tipos
celulares expresan las 3 isoformas de PPARs. PPARa.en MSC
yNSCseencuentraen el nicleoy citoplasma, en cambio PPAR
3 siempre es localizado en el nucleo. PPAR y se distribuye
homogéneamente en el citoplasma. Finalmente hemos obser-
vado a través de ensayos de proliferacion que los agonistas de
PPARSs estarian inhibiendo la proliferaciéon de MSC.

Financiamiento: UDD.80.110.005

38.- EVALUACION DE LA RUTA EXOCITICA EN FI-
BROBLASTOS HUMANOS CONTROLES YMUTANTES
DE LABIOGENESIS PEROXISOMAL. IMPLICANCIAS
EN LA BIOGENESIS PEROXISOMAL HUMANA.
Sepulveda S., Toro A. y Santos MJ. Laboratorio de Bioqui-
mica Celular y Genética, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catélica de Chile. (FONDECYT
1040792)

Las proteinas del peroxisoma son sintetizadas en ribosomas
libres e incorporadas posttraduccionalmente. Por ello, se ha
postulado que los peroxisomas se originarian por el creci-
miento y division de organelos preexistentes. No obstante,
mutantes que carecen de peroxisomas pueden restituirlos por
complementacion genética y se han detectado proteinas de
membrana peroxisomal (PMPs) en el reticulo endopldsmico
(RE). Esto ha sugerido la existencia de sintesis peroxisomal
denovoviaRE. Sedesconocesilarutaexocitica estd alterada
en ciertas enfermedades genéticas humanas que afectan la
biogénesis peroxisomal, como el Sindrome Zellweger (SZ).
En este trabajo evaluamos el transporte vesicular sensible
a temperatura de la proteina G del virus de la estomatitis
vesicular fusionada a Green-Fluorescent-Protein (VSVGr-
GFP), en fibroblastos normales y SZ. La transfeccion con
el plasmido VSVG=-GFP y la incubacion de las células por
18 horas a 40°C, localizd la proteina en el RE. Cultivos
posteriores a 32°C por 15, 30 y 60 minutos, permite de-
tectar la quimera en el Golgi y la membrana plasmatica.
Los resultados no muestran diferencias significativas en
la cinética de transporte entre las células normales y SZ.
Esto sugiere que en ambos casos la ruta exocitica clasica se
encontraria funcional y que una ruta alternativa participaria
en la biogénesis peroxisomal.

39.- SITIOS DE UNION DE NUCLEOTIDOS PRE-
SENTES EN EL TRANSPORTADOR DE VITAMINA
C SVCT2.(Nucleotide binding sites in the vitamin C
transporter SVCT2 ). Avlwin C.F., Ormazabal V., Zuiiiga
FA., Salas-Burgos A., Haensgen H., Rivas C.I., Vera J.C.
Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias
Biolégicas, Universidad de Concepcion.

El 4cido ascorbico es transportado al interior de las células
por transportadores de sodio-ascorbato, con dos isoformas
identificadas molecularmente, SVCT1 y SVCT2. Estos
sistemas han sido estudiados funcionalemente, sin em-
bargo, no existe informacion que permita relacionar su
estructura-funcion. Analisis de la secuencia primaria de
SVCT?2 revela la presencia de dominios con homologia
a sitios de union a nucleotidos. Utilizando como modelo
de estudio células HEK-293 expresando SVCT2-GFP se
observd que flavonoides y metilxantinas, compuestos que
interaccionan con sitios de union a nucleétidos, inhiben el
transporte de acido ascorbico mediado por SVCT2 de ma-
nera dosis dependiente y sin requerir pre-incubacion, por lo
que estos compuestos estarian interactuando directamente
con un dominio extracelular del transportador. Estudios
de mutagénesis sitio-dirigida muestran que la mutacion de
aminoacidos que forman un dominio exofacial de union de
nucléotidos no alteran la capacidad de SVCT?2 de transportar
acido ascorbico, sin embargo, producen una pérdida en la
capacidad de SVCT?2 de unir flavonoides y metilxantinas.
Los resultados de estos experimentos apoyan la presencia
funcional y estructural en SVCT2 de sitios con homologia a
sitios de union de nucleotidos localizados en la cara exofacial
del transportador.

Proyecto Anillo de Ciencia y Tecnologia ACT28.
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40.- LA ENDOCITOSIS DE SVCT2 ES REGULADA
POR LOS NIVELES DE ACIDO ASCORBICO EXTRA-
CELULAR EN EL RINON EMBRIONARIO. (SVCT2
endocytosis is regulated by extracellular levels of ascorbic
acid in the embryonic kidney). Tamara Castro, Francisco
Nualart. Departamento de Biologia Celular, Universidad
de Concepcion.

SVCT2 es un cotransportador de sodio/ascorbato que se
localiza en células especializadas. En células epiteliales
renales embrionarias la localizacion de SVCT2 depende de
su ubicacion en el parénquima renal. Los tubulos renales
corticales localizan SVCT2 en la region citoplasmatica,
mientras que los tubulos medulares lo localizan en la mem-
brana plasmatica apical y lateral. Este fendmeno, podria ser
causado porunadisponibilidad de &cido ascorbico diferencial
en el parénquima renal. Como modelo de estudio utilizamos
c¢lulas HEK293. Ensayos de RT-PCR, Western blot e inmu-
nocitoquimica, mostraron solo la expresion de SVCT2, lo
que fue confirmado mediante ensayos cinéticos. Observamos
que laincorporacion de AA disminuye en aproximadamente
un 30% en las células que son preincubadas con AA 500 uM
por 40 min. Los parametros cinéticos calculados utilizando
graficas de Lineweaver-Burk, mostraron un Unico valor de
Km para ambas condiciones (67uM), con diferentes valores
para la velocidad maxima (18 pmoles AA x 10°¢ cel/min en
células preincubadas y 33 pmoles AA x 10¢ cel/min, célu-
las control), indicando que SVCT2 puede endocitarse en
presencia de altas concentraciones de AA extracelular. Los
resultados obtenidos muestran que lapresenciade SVCT2 en
lamembrana celular puede ser regulada por la concentracion
de AA en los tejidos.

FONDECYT 1050095.

41.- SITIOS DE UNION A CATIONES DIVALENTES
EN EL TRANSPORTADOR DE VITAMINA C SVCT2
(Divalent cations binding sites in the vitamin C transporter
SVCT2). Haensgen H., Zuiiiga F.A., Ormazabal V., Aylwin
C., Vasquez O., Rivas C.1, y Vera J.C. Departamento de
Fisiopatologia. Facultad de Ciencias Biologicas. Univer-
sidad de Concepcion.

Dos transportadores de acido ascorbico han sido caracte-
rizados molecularmente, SVCT1 y SVCT2, los cuales son
activados por Na*, poseen caracteristicas cinéticas distintas y
muestran diferente sensibilidad por cationes divalentes. Para
SVCT1, al eliminar el Ca?* 0 el Mg2* disminuye parcialmente
eltransporte de AA. En SVCT2, laausencia de estos cationes
por separado no afecta su actividad y su ausencia simultanea
produce la pérdida total del transporte. Identificamos un po-
sible motivo de union ametales EF-Hand en el transportador.
Hemos clonado el SVCT?2 fusionada con GFP y realizado
cuatro mutaciones puntuales dirigidas a aminoacidos claves
de este motivo de union a metales. El analisis funcional de
cada mutante se hizo mediante ensayos de transporte en
células HEK-293 transfectadas. Los resultados muestran
cambios en la distribucion celular del transportador para
algunas mutantes y una marcada disminucion en los niveles
de captacion de AA en otras, lo que demuestra la importancia
tanto funcional como estructural de los aminoacidos perte-
necientes al sitio de metales divalentes.

Proyecto Anillo de Ciencia y Tecnologia ACT-28.

42.- HUGTRELI, UN PUTATIVO TRANSPORTADOR
DE UDP-GALACTOSA HUMANO, RESPONDE AL
MECANISMO UPR. Maribel Donoso', Francisca Reyes!,
Maria Paz Marzolo? Ariel Orellana’. !Centro de Biotecno-
logia Vegetal, Universidad Andrés Bello. 2 Departamento
de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias
Biolégicas, P. Universidad Catdlica de Chile.

El control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en
el reticulo endoplasmico (RE) depende de un mecanismo
mediado por las chaperonas calnexina/calreticulina y de
procesos de remocion y adicion de glucosa en el arbol de
glicosilacion de las proteinas. Para lo anterior, se requiere
UDP-glucosa como sustrato, la que debe ser internalizada
desde el citosol hacia el lumen del reticulo endoplasmico a
través de transportadores de nucleétidos azicar localizados en
lamembrana. Por otra parte, se sabe que bajo condiciones de
estrés se produce acumulacion de proteinas mal plegadasenel
RE, situacion que induce la sobreexpresion de componentes
involucrados en control de calidad, por medio de un meca-
nismo conocido como respuesta a proteinas mal plegadas
(Unfolded Protein Response, UPR). Recientemente hemos
descrito que un transportador de UDP-galactosa/glucosa de
Arabidopsis thaliana (AtUTrl) responde a estimulos que
inducen UPR en células vegetales. AtUTr1 posee un ortdlogo
en el genoma humano (HUGTrell), que ha sido clasificado
como un putativo transportador de UDP-galactosa, sin
embargo, se desconoce su funcion y localizacion. En este
trabajo se determino que HUGTrell se expresa en células
HeLay HepG2. La expresion de este gen fue estimulada al
tratar las células con tunicamicinay DTT, dos elementos que
inducen UPR. La proteina codificada por HUGTrell posee
una secuencia KKXX en su extremo carboxilo terminal, lo
cual sugiere que se localiza en el RE. Actualmente estamos
realizando estudios de lalocalizacion subcelular conel finde
confirmar la localizacién de HUGTTrell. Estos antecedentes
sugieren que este gen codifica paraun transportador de UDP-
glucosa localizado en el RE y que participarian en el control
de calidad de glicoproteinas en células humanas.

Financiamiento, Fondecyt 1030551 y PCB P02-009-F.
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43.-MODIFICACIONDE LALOCALIZACIONDESVCT?2
EN CELULAS TRONCALES TUMORALES HUMANAS
CULTIVADAS EN DIFERENTES CONDICIONES.
(SVCT2 localization is modified in tumor stem cells cultured
in different conditions). Patricia Pastor*, Maria de los An-
geles Garcia*, Karin Reinicke*, Fernando Pérez#, Agustin
Martinez¢, Vania Figueroa®, Francisco Nualart*. Lab. de
Neurobiologia, Depto. de Biologia Celular, Fac. de Ciencias
Bioldgicas, U. de Concepcion, #Hospital Reg. Concepcion,
Chile y «Centro de Neurociencia, Valparaiso.

Se ha postulado que la vitamina C estaria involucrada en la
génesis y diferenciacion celular de stem cells. Sin embargo,
se desconoce su participacion en el nicho neurogénico post-
natal, estructura localizada subventricularmente. Ademas, se
propone que células precursoras originan tumores cerebrales
subventriculares que presentan reaccion positiva para nestina,
forman neurosferas y adquieren diferenciacion celular en
medios como neurobasal. Mediante inmunohistoquimica e
hibridacion in situ, analizamos laexpresion del transportador de
vitamina C SVCT2, en el area subventricular y en la corriente
de migracion rostral, colocalizando con marcadores como
GFAP, Tuj1 y BrdU. Estudios similares se realizaron en cerebro
humano postnatal. Ademas, enun tumor subventricular humano
definimos la presencia de “cancer stem cells” y la capacidad
de estas para formar neurosferas. La expresion de SVCT2 se
demostr6 por inmunoblot y RT-PCR. Por microscopia confo-
cal definimos que SVCT2 se localiza principalmente a nivel
intracelular en células adheridas; sin embargo, el transportador
se concentra en la membrana plasmatica cuando las células
forman neurosferas, son cultivadas en medio neurobasal o son
suplementadas con vitamina C. Estos resultados demuestran
que SVCT?2 esta presente en areas neurogénicas post-natales y
en células tumorales subventriculares. La localizacion celular
del transportador cambiaria dependiendo de las condiciones de
cultivo. FONDECYT 1050095, *Becaria CONICYT.

44.- EFECTOS MORFOLOGICOS DE LA SOBREEX-
PRESION DE EZRINA EN CELULAS DERIVADAS DE
GLANDULAS SALIVALES HUMANAS. (Morphologiceffect
of Ezrin overexpression in cells derived from human salivary
glands) Pérez PL, Alliende C!, Brito M', Aguilera $?, Castro I,
Molina C, Leyton C', Goldsmith C*, Baum B*y Gonzadlez MJ!
ICBM, Fac. de Medicina, U. de Chile, *Clinica INDISA-U.
Andrés Bello, 3U. Mayor, “NIDCR, NIH, USA.

Laorganizaciondel polo apical dela célulaacinar es fundamen-
tal para la exocitosis. La hiposecrecion salival de pacientes con
sindrome de Sjogren (SS) esta asociadaa la desorganizacionde
las microvellosidades de células acinares. Ezrina participaenla
organizacion de las microvellosidades, y esta sobreexpresada
enacinos de pacientes SS, disminuyendo suinmunoreactividad
apical y aumentando en basal. En controles, se concentra en
apical y enmenor grado en basolateral. Nos propusimos analizar
los efectos de la sobreexpresion de Ezrina en la morfologia y
organizacion del polo apical utilizando células HSG cultivadas
en 3D. La sobreexpresion de Ezrina produjo un aumento en
la capacidad de las células para formar organoides tipo acino.
La proteina sobreexpresada se localiz6 en todo el citoplasma
y en menor grado en el niicleo, esto ultimo se correlaciona con
lo observado en pacientes SS. Luego de tres dias postcultivos,
las células de los organoides presentaron un aumento en la
cantidad de proyecciones celulares, concomitante con un
aumento de actina polimerizada. Un aumento en expresion de
ezrina favorece la migracion celular facilitando los encuentros
celulares que generan estos organoides. Se espera que en etapas
posteriores de cultivos la organizacion del polo apical de estas
estructuras se vea alterada.

FONDECYT 1050192, Beca CONICYT, Proyecto FPT Postgrado
U Chile 2003 y Mecesup-Postgrado-UChile 99-03 (PP).

45.- RECONSTITUCION DE ACINOS POLARIZADOS
POR CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE CELULAS HSG.
MODELO DE ESTUDIO DE ALTERACIONES EN LA
POLARIDAD PRESENTES EN GLANDULAS SALIVA-
LES LABIALES DE PACIENTES CON SINDROME DE
SJOGREN. (Polarized Acini reconstitution by three dimen-
sional culture of HSG cells. Model of polarity alterations of
salivary acinar cells from Sjogren s Syndrome patients). Brito
ML Ewert P!, Pérez P!, Castro I',Olea N', Alliende C', Aguilera
2, Leyton L', Leyton C'y Gonzalez MJ' ICBM, Fac.de Medicina,
U. de Chile', Clinica INDISA-U.Andrés Bello?

El Sindrome de Sjogren (SS) es una exocrinopatia autoin-
mune que presenta evidencias morfologicas y moleculares
de alteraciones en la diferenciacion y el fenotipo polarizado
de células acinares salivales. El fenotipo epitelial polarizado
resulta fundamentalmente de las adhesiones que se establecen
tridimensionalmente con la lamina basal (LB) y con las células
vecinas. A fin de estudiar los cambios de polaridad que se
observan en los acinos de pacientes SS, se implementd un
sistema de cultivo in vitro en 3 dimensiones, que permite la
reconstitucion de estructuras esferoidales tipo acinos a partir de
células derivadas de glandula submandibular humana (HSG).
Estos acinos presentan algunas caracteristicas de diferenciacion
y polarizacion al ser cultivados en Matrigel. Se organizan entre
los 2 y 5 dias de cultivo, y al ser visualizados a la microscopia
de luz presentan formacion de lumen. Por inmunofluorescencia
se ha determinado la localizacion supranuclear del GOLGI y
la expresion asimétrica de la Integrina o6p1. Se encuentra en
desarrollo el estudio por RT-PCR de la expresion de marcadores
de diferenciacion acinar y la ultraestructura de estos acinos.
Este modelo permitiré el analisis de cambios particulares en el
fenotipo polarizado tras sefales alteradas de la LB, un evento
que se plantea como hipotesis por la evidente desorganizacion
de la LB de pacientes SS.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1050192 (MJG) y
Beca CONICYT (MB).

46.- EXPRESION Y LOCALIZACION DE OCLUDINA Y
ZO0I1 EN CELULAS ACINARES SALIVALES HIPOFUN-
CIONALES. (Expression andlocalization of occludinand ZO1

in hypofunctional salivary acinar cells). Ewert PL Alliende C!,

Kwon Y-J, Molina C?, Velozo J!, Aguilera S, Olea N', Leyton

C!, Gonzalez S', Gonzalez MJ!. 'Fac. de Medicina-U. de Chile,

2Clinica Indisa-U. Andrés Bello y *U. Mayor:

Las uniones estrechas (UE) son complejos de proteinas de
membrana plasmatica (ej: claudinas, ocludinas), citosolicas
(ej: ZO1) y participan en la organizacion del polo apical de
células acinares salivales. ZO1 ha sido descrita como limitante
en el ensamblaje de UE. Deteccion de colagenos estromales
en el lumen acinar de glandulas salivales de pacientes con
sindrome de Sjogren (SS) y la sobreexpresion de claudina 3 y
4 permite pensar en un proceso de desensamblaje/ensamblaje
de estas UE. Continuando el estudio analizamos la expresion
y localizacion de ocludina y ZO1. Ocludina mostr6 bandas
de 75 (fosforilada), 65 (sin fosforilar) y 53 kDa (fragmento
proteolitico). Se encontraron 2 grupos de pacientes, uno con
expresion de ocludina total, comparable al grupo control
(p=0,437) y otro con expresion disminuida (p=0,003). ZO1
mostr6 una banda de 220 kDa, cuyos niveles estan disminui-
dos en pacientes (p=0,033). En controles, ambas proteinas se
localizan en la porcion apical en células acinares. En pacientes,
ZO01 se observoé en nucleo y disminuida en la porcion apical,
ocludina no mostré cambios en su distribucion. En pacientes,
la regulacion hacia abajo de ZO1 sugiere un desensamblaje
de UE y la sobreexpresion y redistribucion de claudina 3 y 4
sugiere que el control de expresion de estas proteinas ocurriria
en respuesta a la desorganizacion de las UE.

FONDECYT 1050192.
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47.-REGULACION DE LAEXPRESION DE FACTORES
ANGIOGENICOS PORPROGESTERONAEN CELULAS
DE CANCER DE MAMA ZR-75 Y T47-D. Espinoza E.
Aranda-Jaque E. Owen GI. Unidad de Reproduccion y
Desarrollo. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia
Universidad Catolica de Chile. FONDECYT

Progesterona es una hormona esencial para el desarrollo,
proliferacion y diferenciacion del tejido mamario normal.
Por otro lado, existen reportes mostrando que progesterona
aumenta la incidencia de cancer de mama. En nuestro labo-
ratorio hemos demostrado que progesterona aumenta factor
tisular (FT) y aumenta el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), ambos factores estan relacionados con
angiogénesis. Por ello, es interesante investigar si proges-
terona posee un rol en angiogénesis a través del aumento
de otros factores pro-angiogénicos en células de cancer de
mama. Objetivo: Analizar si progesterona aumenta factores
angiogénicos en lineas células de cancer de mama ZR-75
y T47D. Métodos: Se realizaron ensayos de RT-PCR para
evaluar el efecto de progesterona a distintos tiempos sobre
la regulacion de factores pro-angiogénicos. Resultados:
PARI, FGF1, TGFf1, ANGI1, ANG2 estan expresados en
lineas celulares de cancer de mama. Se observa regulacion
de PAR1 y FGF1 luego del tratamiento con la hormona.
Conclusiones: La regulacion de PAR1 y FGF1 junto con
VEGF y FT sugieren un posible mecanismo por el cual
progesterona favorece angiogénesis y aumenta incidencia
en cancer de mama.

48.- MECANISMOS CELULARES DE LA REVERSION
ADIPOSADELESTROMAMAMARIO POR FACTORES
DE ORIGEN TUMORAL.(Cellular mechanisms of adipose
reversion by tumoral factors). J. Guerrero', N. Tobar', L.
Espinoza?, J. Martinez!. 'Laboratorio de Biologia Celular,
INTA, Universidad de Chile. 2Anatomia Patologica, Hos-
pital Luis Tisné.

Laprogresion tumoral no solo depende del nivel de maligni-
dad intrinseco de la célula tumoral, sino de la influencia que
sobre ella ejerza el estroma que larodea, representado por las
células estromales y de la matriz extracelular (MEC). Las
células tumorales alteran el estroma adyacente originando un
ambiente permisivoy de sustento para la progresion tumoral,
lo que queda de manifiesto en la denominada “Respuesta
Desmoplastica”, exponiendo de esta manera propiedades
malignas diferentes al tumor original no infiltrado. Se ha
propuesto que en el cancer mamario los fibroblastos peritumo-
rales que forman parte de la respuesta desmoplastica, deben
su origen a la inhibicion de la diferenciacion adipogénica de
los fibroblastos estromales (preadipocitos) precursores de los
adipocitos como consecuenciade laaccion de factores secre-
tados por las células tumorales. En este trabajo planteamos
que los factores secretados por células tumorales mamarias
contribuyen al fenomeno de respuesta desmoplastica a tra-
vés de un proceso de reversion del fenotipo adiposo de los
adipocitos maduros del estroma mamario que circundan al
tumor hacia un fenotipo fibroblastoide. Este proceso estaria
mediado por la desregulacion de la expresion de los factores
de transcripcion PPARy y C/EBPa, indispensables para la
mantencion del fenotipo adiposo. Presentamos resultados
que muestran que factores secretados por lineas celulares
tumorales mamarias (MCF-7y MDA-MB-231) son capaces
de inducir una reversion de fenotipo adiposo de adipocitos
mamarios y de inhibir la diferenciacion adipogénica. Por
otro lado, observaciones de inmunohistoquimica realizadas
amuestras de tumores mamarios muestran evidencia de una
desregulacion en la expresion de PPARy y C/EBPa en los
adipocitos mamarios adyacentes al tumor.

FONDECYT 1040734

49.- EL RECEPTOR DE EGF MEDIA LOS EFECTOS
DE TGF-31 SOBRE LAMALIGNIDAD DE QUERATI-
NOCITOS TRANSFORMADOS. (The epidermal growth
factor receptor mediates the TGF-B1-induced malignity of
transformed keratinocytes). Farfan N., Martinez, J. Labora-
torio de Biologia Celular. Instituto de Nutriciony Tecnologia
de los Alimentos (INTA). Universidad de Chile.

TGF-B1 es un estimulador de la progresion tumoral de
células transformadas, estimulando la migracion, invasion
y la expresion de proteasas tumorales. La ruta prioritaria de
sefalizacion de TGF-B1 son las proteinas Smads aunque
se ha observado que el factor es capaz de activar también
la ruta de ERK1,2 MAP quinasas. En la busqueda de un
mecanismo posible de ese fendmeno de activacion hemos
propuesto que el factor previamente transactive el receptor
de EGF (EGFR).

En el presente trabajo analizamos el papel de EGFR en el
estimulo de TGF-B1 sobre la malignidad de queratinocitos
transformados (células PDV). Los datos obtenidos indican
que en estas células TGF-B1 efectivamente provoca la
transactivacion de EGFR y la inhibicion de este fendmeno
por Tirfostina (AG 1478) disminuye la capacidad de TGF-
B1 de inducir la migracion celular, la activacion de la ruta
de ERKI,2, asi como también la expresion del activador
del plasmindgeno tipo uroquinasa. Los datos obtenidos en
este estudio nos permiten sugerir el papel modulador del
receptor de EGF en la malignidad estimulada por TGF-$1
en queratinocitos transformados.

Financiamiento: FONDECYT 1040734

50.-RELACIONENTRE SPH-PROTEASAY CATEPSINA
L. (Relationship between SpH-protease and cathepsin L).
Marcelo Flores, Claudio Iribarren, Claudia Jafia, Violeta
Morin, Marcia Puchi, Maria Imschenetzky. Departamen-
to de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de
Concepcion.

Hemos caracterizado una proteasa nuclear en erizos de mar
que degrada selectivamente las histonas espermaticas (SpH)
sinafectar las histonas de origen materno (SpH-proteasa). Al
clonarel gen que codifica para esta enzima hemos descubierto
que posee una homologia significativa con catepsinas L de
otros origenes. En este escenario, hemos decidido investigar
larelacion potencial entre SpH-proteasa y catepsina L deter-
minando la actividad de esta enzima frente a los siguientes
sustratos: H1 espermatica (*C-SpH 1), que es sustrato de
la SpH-proteasa, carbobenzoxy-L (Z) Z-Phe-Arg- 4-methyl
coumaryl-7-amide (Z-Phe-Arg MCA) que es sustrato para
catepsina L y (#C-SpH) caseina. Los resultados obtenidos
indican que la proteasa de 60 KDa, mayoritaria entre pH 7.0
y pH 8.0 es activa frente a (*C-SpH) e inactiva frente a (Z-
Phe-Arg MCA ) y caseina. Entre pH 5.5 y 4.0 la proteasa de
60 KDa da lugar a una forma de 50 KDa que es activa frente
a(Z-Phe-Arg MCA) y caseina. Estos resultados indican que
SpH-proteasano es capaz de degradar al sustrato de catepsina
L en su forma nuclear de 60 KDa y origina por prote6lisis
limitada una proteasa de 50 KDa que hidroliza al sustrato
de catepsina L y a caseina.

(Grants: FONDECYT 1050100, DIUC 204.037.001-1.0)
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51.- SpH-PROTEASA EXISTE EN CELULAS HeLa
(SpH-protease exists in HeLa cells) Jenaro Garcia—Huido-
bro, Marcia Puchi, Andrea Sanchez, Violeta Morin, Maria
Imschenetzky. Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular, Universidad de Concepcion.

Hemos descrito una SpH—proteasa de 60 KDa en su forma
activa que posee precursores inactivos de 90 KDay 70 KDa
ennucleos de 6vulos sin fecundar. Esta enzima se localiza en
el huso durante la primera mitosis y segrega a ambos nucleos
durante la primera division celular. Hemos clonado el gen
que codifica para esta enzima, observado que su secuencia
exhibe una homologia con el gen de proteasas humanas.
Con el fin de investigar la existencia de esta enzima en
células HeLa hemos utilizado anticuerpos dirigidos contra
la region N-terminal de esta proteasa. Nuestros resultados
confirman la presencia de moléculas de 60 KDa, 70 KDa y
90 KDa en extractos libres de células. Se muestra ademas
que en fase no proliferativa (Go), esta proteasa se encuentra
en el citoplasma, visualizandose en el huso durante la mito-
sis y localizandose en el nticleo al momento de la primera
division celular. Estos resultados demuestran claramente
que la variante nuclear de catepsina L previamente descrita
en erizos de mar, existe en células HeLa y se localiza de
manera similar al descrito para embriones de erizos de mar
en fase S, mitosis y en division celular.

(Grants:FONDECYT 1050100)

52.- VASOPRESINA (AVP) TRANSACTIVA AL RE-
CEPTOR DE EGF (EGFR) Y ESTIMULA A GENES
DE RESPUESTA TEMPRANA A TRAVES DE PKC Y
B-ARRESTINA 2 EN CELULAS A-10. (Vasopressin up-
regulates the transcriptional activation of early genes by
PKC and p-arrestin 2 dependent pathways in A-10 cells).
Fuentes L., Cardenas F., Reyes C., Gonzalez CB. Instituto
de Fisiologia, Universidad Austral de Chile.

AVP transactiva a EGFR estimulando asi genes de respues-
ta temprana relacionados con proliferacion celular. Para
determinar la via de transactivacion de EGFR, se analizo
la activacion transcripcional de los genes tempranos, c-Fos
y Egr-1, en células A-10 por medio de RT-PCR semicuan-
titativo. La desensibilizacion de PKC con forbol ester o el
uso de inhibidores impiden la activacion de ambos genes
inducida por AVP, indicando la participacion de PKC en la
via de transactivacion. En cambio, la sobreexpresion del
extremo C-terminal de B-ARK no modificd la transactivacion
inducida por AVP. El tratamiento con siRNA de B-arrestin
2 (BARR-2) elimind la transactivacion de ambos genes.
Por otro lado, inhibidores de metaloproteasas bloquean la
activacion transcripcional de c-Fos, pero no la de Egr-1. En
cambio, inhibidores de cSrc o una mutante negativa inhiben
laactivacion de Egr-1, pero no la de c-Fos. Estos resultados
sugieren que, después de la union de AVP al receptor V1
y activacion de PKC, ésta fosforila al receptor, quien une
BARR-2, la cual activaria el proceso de transactivacion de
EGFR a través de dos vias diferentes, una que involucra a
Src y otra a metaloproteasas.

Financiado por FONDECYT 103-0261, DID-UACH2005-
19

53.- DOMINIOS DE TRANSMEMBRANA DEL RE-
CEPTOR V2 DE VASOPRESINA INVOLUCRADOS
EN OLIGOMERIZACION. (Transmembrane domains of
the V2 vasopressin receptor involved in oligomerization).
Gutiérrez, R.E., Ariazco, C.C., Sarmiento, J.M., Gonzdlez,
C.B. Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Uni-
versidad Austral de Chile, Valdivia.

Elreceptor V2 de vasopresina presenta dos isoformas que se
generan por empalme alternativo que son capaces de homo-
y heteroligomerizar durante el proceso biosintético. Estas
isoformas difieren en los segmentos de 7 de transmembrana y
carboxiterminal. Laisoforma V2b, a diferencia de laisoforma
V2a, queda retenida intracelularmente y ejerce un efecto
dominante negativo sobre laisoforma V2a. Trabajos previos
hacen presumir que el dominio 6 del receptor podria estar
involucrado en la oligomerizacion. A fin de determinar los
dominios de transmembrana involucrados en este proceso,
se construyeron quimeras de los distintos segmentos del
receptor con epitotes diferenciales. Estas construcciones
fueron transfectadas individualmente en células CHO-K1
y su expresion analizada por electroforesis, como también
fueron sometidas a coinmunoprecipitacion. Los segmentos
de transmembrana 1 al 5,2 al 7, 6 al 7 y 6 de transmembrana
presentaron un patron electroforético complejo lo que sugiere
una posible oligomerizacion, en cambio, los segmentos de
transmembrana 1 y 5 no presentaron este mismo patron.
Ensayos de coinmunoprecipitacion mostraron efectivamente
que los segmentos de transmembrana 1 al 5,y 6 al 7 del V2a
ydel V2b son capaces de homoligomerizar. Estos resultados
sugieren que en la oligomerizacion participa el segmento
6 de transmembrana como también algin otro segmento
comprendido entre el 2 y el 5 de transmembrana.

Financiado por Fondecyt 1060158 y DIUACH.

54.- PKCo-DEPENDENT REGULATION OF CAVEO-
LIN-1AND CAVEOLIN-2 PROTEIN LEVELS IN ISHI-
KAWA ENDOMETRIAL ADENOCARCINOMA CELLS
(Regulacion dependiente de PKCo. de los niveles proteicos
de Caveolina-1y Caveolina-2 en células de adenocarcinoma
endometrial Ishikawa). Gutiérrez-Pajares JL!, Meza FM',
Owen GI, Leyton L', Quest AFG!. ! FONDAP Center for
Molecular Studies of the Cell, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile and ? P. Universidad Catélica de Chile.

Caveolin-2 modulates the ability of Caveolin-1 to form
caveolae; however, only Caveolin-1 is suggested to function
as a tumor suppressor protein. Thus, the mechanisms that
control both Caveolin-1 and -2 expression are of widespread
interest. Here, we investigated the role of protein kinase C
(PKC) isoforms in controlling caveolin protein levels in
Ishikawa endometrial cancer cells. Upon exposure to the
phorbol ester tetradecanoyl phorbol acetate (B-TPA, 100
nM) or epidermal growth factor (EGF, 2 ng/mL), Caveolin-1
and -2 protein levels increased in a time-dependent fashion.
Increments in caveolin expression in response to 3-TPA were
paralleled by decreased PKCa presence. Rottlerin, a PKCS
inhibitor, diminished, while G66976, an inhibitor of calcium-
dependent PKCs, increased caveolin protein levels in the
presence of EGF. Surprisingly, PKCa expression increased
in Rottlerin-treated cells implicating this particular PKC
isoformin caveolinregulation. Indeed, adenovirus-mediated
transduction of Ishikawa cells with a dominant-negative
PKCa construct augmented Caveolin-1 and -2 expression
suggesting that PKCa activation suppresses expression of
both Caveolin isoforms in these cells.

Supported by FONDAP 15010006 (AFGQ), FONDECYT
1040390 (LL), FONDECYT 1060495 (GO), CONICYT
PhD. Student Fellowship (JLG-P).
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55.- PROCESAMIENTO Y DESTINACION DEL MOR-
FOGENO SONIC HEDGEHOG (Shh) EN CELULAS
EPITELIALES POLARIZADAS Mariana Labarca, Juan
Carlos Valenzuela, Juan Larrain y Alfonso Gonzdlez. Dpto.
Inmunologia Clinicay Reumatologia, Fac. de Medicinay Centro
FONDAP Regulacion Celulary Patologia “Joaquin Luco”, Fac.
de Ciencias Biologicas, P. U. Catolica de Chile y MIFAB.

Las proteinas de la familia Hegdehog son determinantes
cruciales en la morfogénesis de diversos 6rganos en ver-
tebrados e invertebrados. Estas proteinas se expresan en
diversos tipos celulares, que incluyen a células epiteliales
polarizadas, y se sintetizan en el reticulo endoplasmatico
como precursores. Estos precursores son procesados por
un corte autoproteolitico asociado a la adicion de un grupo
colesterol en el extremo carboxilo del dominio funcional de
estos morfogenos que sirve de anclaje alamembrana. Luego
se transportan hacia la superficie celular como proteina de
membrana desde donde son secretadas por mecanismos
desconocidos. El representante mas estudiado en mamiferos
es Sonic hedgehog (Shh). En este trabajo intentamos definir
tanto el compartimento intracelular donde ocurriria el proce-
samiento como el trafico desde el RE hacia la superficie de
células epiteliales con polaridad apical/basolateral. Nuestros
ensayos de pulso y caza indican que el procesamiento au-
toproteolitico de Shh ocurre en el reticulo endoplasmatico.
La expresion exdgena de Shh de raton (mShh) en células
epiteliales MDCK y FRT, ya sea por transfeccion o microin-
yeccion del cDNA, muestra localizacion preferencial en el
polo apical de estas células

(Financiado por FONDAP 13980001 y MIFAB).

56.- TRAFICO YPROCESAMIENTO DEL RECEPTOR
2DEAPOLIPOPROTEINAE (APOER2) ENMODELOS
EXPERIMENTALES DE ENFERMEDAD DE NIE-
MANN- PICK TIPO C. Andrea Leiva, Loreto Cuitifio,
Silvana Zanlungo*, Maria-Paz Marzolo. FONDAP-CRCP,
Fac. Ciencias Biologicas y *Departamento de Gastroente-
rologia. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

La enfermedad neurodegenerativa de Niemann- Pick tipo C
(NPC), causada por la deficiencia de la proteina lisosomal
NPCI1, produce acumulacion intracelular de colesterol,
afectando su contenido en las membranas y alterando asi los
microdominios lipidicos ricos en colesterol y glicoesfingoli-
pidos, “rafts”. Esto podria cambiar la asociacion, funcion y,o
trafico de proteinas alli localizadas constituyendo un posible
mecanismo asociado a la neurodegeneracion. ApoER2,
glicoproteina de la familia de receptores relacionados con
LDL-R, se expresa en neuronas y tiene funciones claves
durante el desarrollo del SNCy en el cerebro adulto. ApoER2
se localiza enrafts e interactia con la proteina precursora del
amiloide, APP, regulando su procesamiento. ApoER2 y APP
se procesan por el complejo de la y-secretasa, localizada
en rafts. Cualquiera de estos eventos podria estar alterado
en la condicion NPC. La asociacion de ApoER2 y de sus
productos de procesamiento proteolitico a dominios rafts,
fue analizada en modelo celular de NPC e in vivo (cerebros
de ratones deficientes de NPC-1). El trafico del receptor y
su localizacion subcelular fue evaluada mediante ensayos
de internalizacion de ligando, citometria de flujo e inmu-
nofluorescencia. Se compar6 el comportamiento del receptor
expresado en células controles y deficientes en NPC-1.
Nuestros resultados muestran que: 1) El trafico endocitico
de ApoER2 no se modifica en ausencia de NPC1, y sugieren
que 2) la asociacion del receptor a los rafts esta alterada.

Fondap 13980001 y MIFAB N° P99-007 aMPM y Fondecyt
1030415 a SZ.

57.-AUTOANTICUERPOS CONTRAPROTEINAS PRI-
BOSOMALESINTERACCIONAN CONUNAPROTEINA
DE SUPERFICIE CELULAR Y SON ENDOCITADOS.
Soledad Matus, Sergio Jacobelli, Loreto Massardo y Al-
fonso Gonzalez. Departamento de Inmunologia Clinica y
Reumatologia, Facultad de Medicina. Centro FONDAP de
Regulacion Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP).
Facultad de Ciencias Bioldgicas. Pontificia Universidad
Catolica de Chile y MIFAB.

El 15% de los pacientes con lupus eritematoso sistémico
(LES), prototipo de enfermedad autoinmune, produce
autoanticuerpos contra el extremo carboxilo terminal de
tres proteinas P ribosomales (anti-P). Aunque estos au-
toanticuerpos anti-P se han asociado con manifestaciones
neuropsiquiatricas del LES, no existen bases celulares o
moleculares que informen acerca de su potencial patogénico.
Hemos identificado el blanco reconocido por estos autoan-
ticuerpos en la superficie neuronal. Se trata de una nueva
proteina de alto peso molecular que llamamos N-SPA. Esta
proteina se incorpora a la superficie celular 2 h después de su
sintesis y co-inmunoprecipita con clatrina. Ademas, hemos
visto que los autoanticuerpos anti-P se unen a esta proteina
en la superficie celular y son endocitados. Estos resultados
sugieren que N-SPA se endocita por la via de la clatrina, ya
sea por induccion de los anticuerpos o constitutivamente.
La entrada de los autoanticuerpos podria tener un rol pato-
génico como consecuencia de la interaccion con la N-SPA
en la superficie o por interferencia de los anticuerpos con
alglin proceso intracelular.

(Financiado por FONDAP#13980001 y MIFAB).

58.-HEPCIDINAREGULAEL TRANSPORTE TRANSE-
PITELIALDE HIERRO INHIBIENDO LAEXPRESION
DEL TRANSPORTADOR DMT1. Natalia Mena, Pamela
Valdés, Christian Arriagada, Andrés Esparza y Marco T.
Nuiiez. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias y
Centro de Dinamica Celular y Biotecnologia, Universidad
de Chile.

Se ha postulado que hepcidina (Hepc), un péptido de 25
aminoacidos secretado por el higado, es el “regulador de
depdsitos” de hierro, un factor que informa a las células del
epitelio intestinal de los niveles corporales de hierro. Por
otro lado se ha descrito que tiene una importante funcién
en los macrofagos, en los cuales regularia negativamente la
salida de hierro mediada por el transportador ferroportina.
En este trabajo, describimos el efecto de Hepc sobre la
absorcion intestinal de hierro. Hepcidina se obtuvo desde
medio condicionado de células HepG2 o HEK293 transfec-
tadas con pcDNA3-Hepc. Encontramos que Hepc indujo
la internalizacion de ferroportina en macrofagos J774, sin
embargo, no tuvo tal efecto en células intestinales Caco-2.
En estas células, Hepc indujo una disminucion en la incor-
poracion apical de hierro, que fue trazada a la disminucion
en los niveles de ARNm y de proteina del transportador de
entrada DMT1. Hepcidina extracelular fue internalizada y
alcanzo el reticulo endoplasmico. Actualmente estamos ca-
racterizando este flujo retrogrado de Hepcidina y su funcion
en la inhibicion de la expresion de DMT1. Concluimos que
el efecto de Hepcidina es célula-especifico: en macréfagos
inhibe la reutilizacion del hierro derivado de la destruccion
de globulos rojos senescentes inhibiendo su salida, en tanto
que en células intestinales inhibe la captacion desde el lumen
intestinal inhibiendo el transportador de entrada DMT1.

Financiado por proyecto FONDECYT 1040448.
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59.- ENDOCITOSIS MEDIADA POR CLATRINA DE
FERRITINA DE POROTO DE SOYA EN CELULAS
CACO-2. Carol San Martin', Carolina Garri', Tomas
Walter?, Fernando Pizarro®, Elizabeth Theil? y Marco T.
Nuriez' 'Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias
y Centro de Dinamica Celular y Biotecnologia, Universi-
dad de Chile. ? Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos, Universidad de Chile. *Center for Biolron at
CHORI, Children’s Hospital Oakland Research Institute,
Oakland, California.

Se conocen dos mecanismo de absorcion de hierro; la
absorcion de hierro no hémico, que involucra una serie de
proteinas de trasmembrana e intracelulares como Dcytb,
DMT-1 y ferroportina y la absorcion de hierro hémico de
descripcion incompleta. Estudios de suplementacion con
ferritina, una proteina capaz de almacenar hierro en semilla
de leguminosas, demostraron que es una fuente de hierro
en términos nutricionales. Para determinar el mecanismo de
absorcion intestinal de hierro de ferritina vegetal, utilizamos
células de epitelio intestinal Caco-2 y ferritina de poroto
de soya recombinante (rSBFn). Se encontr6 que las células
Caco-2 internalizaron desde el medio apical 'I-rSBFn por
unproceso temperatura, concentracion y tiempo dependiente.
La membrana apical de Caco-2 presentd sitios de union a
rSBFn saturables con una constante de disociacion de 3.43
x 10 M. rSBFn internalizada fue rapidamente degradada,
incorporando su hierro al pool de hierro labil citosélico. La
cantidad de hierro internalizada por este mecanismo fue de
similar magnitud a la incorporada por hierro no-hémico o
hierro hémico. ARN de interferencia contra la sub-unidad p,
de AP2 y manipulaciones que inhiben la endocitosis mediada
clatrina inhibieron la endocitosis de rSBFn, en tanto que
filipina, inhibidor de la endocitosis caveolar, no tuvo efecto.
Estos resultados fundamentan una tercera ruta de absorcion
intestinal de hierro: la endocitosis de ferritina.

Financiado por proyecto FONDECYT 1050068.

60.- CAPTACION DE HIERRO UNIDO A LACTOFE-
RRINAPOR CELULAS TIPO EPITELIO INTESTINAL
CACO-2. Fuentes M, Arredondo M. Laboratorio de Micro-
nutrientes, INTA, Universidad de Chile.

Lactoferrina (Lf) es una proteina que une hierro presente en
la leche. Lf es una glicoproteina monomeérica, de 80 kDa,
con una cadena polipeptidica simple de 690 aminoacidos.
Cada molécula de Lf puede unir dos iones férricos. Atn
no estd dilucidado el mecanismo completo por el cual
esta proteina es captada por el sistema digestivo, asi como
tampoco el mecanismo de captacion-liberacion de hierro.
Se ha identificado un receptor de lactoferrina (RLf) que
se expresa en intestino delgado. RLf toma el hierro desde
la Lfy lo internaliza a la célula y supuestamente ejerceria
otras funciones fisiologicas. Por ello, analizamos el proceso
de captacion de hierro desde Lf en células Caco-2. Para
ello, incubamos las células con distintas concentraciones
de Lf-Fe (0-20 uM de Fe) y estudiamos: a) su captacion y
transporte transepitelial; b) el contenido de hierro interno y
c) la expresion de RLf. Lf-Fe y hierro inorgénico no com-
piten por la misma via de ingreso a la célula. El contenido
de hierro interno aumento al aumentar la Lf en el medio de
incubacion. La expresion del RLf aument6 al aumentar la
Lf en el medio. La captacion del hierro de la Lf es por un
mecanismo independiente del hierro inorganicoy esregulada
por los depdsitos de hierro.

Financiamiento FONDECYT 1051006

61.- PERMEABILIDAD DIFERENCIAL ENTRE CA-
NALES DE UNIONES EN HENDIDURA Y HEMICA-
NALES FORMADOS POR LAMISMAO DIFERENTES
CONEXINAS. Orellana J.A., Diaz E.A., Saez J.C. Depto.
Fisiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

Las conexinas constituyen los canales de uniones en hen-
didura (CUH) y los hemicanales (HCs), que conectan los
citoplasmas de células y el espacio intra y extracelular,
respectivamente; ambos son permeables a iones y moléculas
pequenas. Ademas, las propiedades de permeabilidad de CUH
al igual que las de HCs formados por conexinas diferentes
son distinguibles entre si. Sin embargo, se desconoce si
los CUH y los HCs formados por una misma Cx poseen
propiedades de permeabilidad diferentes. En este trabajo se
utilizo células Hela transfectadas con Cx26 (HeLa-Cx26),
Cx32 (HeLa-Cx32) o Cx43-EGFP (HeLa-Cx43-EGFP).
La permeabilidad de los CUH y HCs se evalué mediante
la difusion intercelular o la captacion desde el medio ex-
tracelular de trazadores con diferente carga neta y tamafio
molecular (bromuro de etidio: BrEt; ioduro de propidio: IP
y 4’, 6-diamino-2-fenilindol: DAPI). Todos los CUH y HCs
fueron permeables a BrEt. Los HCs-Cx26 y -Cx32 no fueron
permeables a DAPIy IP, y los CUH-Cx26, perono los CUH-
Cx32, fueron permeables a IP. Tanto los CUH-Cx43-EGFP,
como los HCs-Cx43-EGFP, fueron poco permeables a IP y
DAPI. Estos resultados confirman que los canales formados
por Cxs diferentes pueden presentar distintas propiedades
de permeabilidad y revelan que al menos los CUH y HCs
formados una misma Cx (Cx26) presentan propiedades de
permeabilidad distinguibles entre si.

62.- LA SOBRE-EXPRESION DE GALECTINA-8 EN
CELULAS EPITELIALES MDCK PROMUEVE LA
MIGRACION Y PROLIFERACION Claudia Oyanadel
Andrea Soza, Jorge Cancino y Alfonso Gonzalez Depto.
Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad Medicina.
Centro FONDAP Regulacion Celulary Patologia “Joaquin
Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

Las galectinas son una familia de lectinas animales que re-
conocen especificamente f3-galactosidos en glicoproteinas y
glicolipidos y se secretan desde el compartimento citosdlico
por mecanismos no-exociticos. Cumplen diversas actividades
biologicas mediadas por interacciones con glicoproteinas
de la superficie celular, principalmente integrinas 1, y de
la matriz extracelular, o con proteinas citoplasmaticas y
nucleares. Intervienen asi en diversas vias de sefializacion y
se las ha involucrado en cancer. Un miembro de esta familia,
galectina-8 (Gal-8), se encuentra ampliamente expresada en
lineas tumorales, muchas de ellas de origen epitelial, pero
su funcion es controversial. Promueve la invasividad de
células de cancer de prostata pero inhibe la proliferacion de
carcinomas pulmonares. Al evaluar los efectos de Gal-8 sobre
cé¢lulas MDCK, una linea epitelial no tumoral, observamos
que: 1) como matriz promueve la adhesion celular y genera
una activacion sostenida de ERK; 2) su sobre-expresion por
transfeccion permanente incrementa la activacion basal de
ERK, incluso en células en suspension, promueve el cierre
de heridas por migracion y la proliferacion celular. Nuestros
resultados sugieren que Gal-8 puede cumplir funciones im-
portante en la mantencion de epitelios y que sus alteraciones
podrian contribuir a la tumorigénesis incrementando la tasa
de proliferacion

(FONDECYT # 1050715 y FONDAP # 13980001).
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63.- E-CADHERIN FACILITATES CAVEOLIN-1-ME-
DIATED DOWN-REGULATION OF SURVIVIN AND
INHIBITION OF CELLPROLIFERATION (E-cadherina
facilita la inhibicion en la expression de survivina y la
proliferacion cellular mediada por caveolina-1). Torres,
VA, Tapia, JC, Lladser, A, Rodriguez, D, Leyton, L, Quest,
AFG. FONDAP Center for Molecular Studies of the Cell,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Caveolin-1 functions as a tumour suppressor or promotes
events associated with tumour progression and metastasis
in a cell type-dependent fashion. The molecular basis of
such differences is not understood. In HT29(ATCC) colon
cancer cells, caveolin-1 expression decreased survivin
mRNA and protein levels via a transcriptional mechanism
involving the B-catenin-Tcf/Lef pathway. Surprisingly, this
was not the case in metastatic HT29(US) cells. Survivin
down-regulation was paralleled by co-immunoprecipitation
and co-localisation of caveolin-1 and B-catenin from
HT29(ATCC), but not HT29(US) cells. Metastasis is often
associated with loss of E-cadherin. Indeed, E-cadherin was
expressed in HT29(ATCC), but not HT29(US) cells and
re-expression of E-cadherin in HT29(US) cells restored
co-immunoprecipitation and co-localisation with -catenin,
as well as survivin down-regulation and inhibition of cell
proliferation by caveolin-1. Results similar to those for
HT29(US) cells were obtained in the metastatic melanoma
cell line B16-F10. These findings provide a first mechanistic
insightasto how caveolin-1 function may vary inacell context
dependent fashion and suggest that the absence of E-cadherin
severely compromises caveolin-1 in this respect.

Supported by FONDAP#15010006, ICGEB#CRP/CH102-
01 (to AQ); CONICYT Ph.D Fellowships (to AL, VT, DR)
and Fondecyt#1040390 (to LL)

64.- ODULACION DE LA CAPACITACION ESPERMA-
TICA POR COACTIVACION DE LOS RECEPTORES
DE DOPAMINA D2R Y CANABINOIDE CBI. Alfredo
Ramirez’s, Maite Castro!, Laura Ramio?, Mauricio Torres’,
Montserrat Rivera?, Teresa Rigau?, Joan-Enric Rodriguez-
Gil?, llonal. Concha'. 'Instituto de Bioquimica, Universidad
Austral de Chile, 2Unitat Reproduccioé Animal, Universitat
Autonoma de Barcelona, Espaiia

Laanandamida es un endocanabinoide, que junto adopamina,
manifiestan una compleja interaccion en el sistema nervioso.
Dichas moléculas han sido detectados en tejidos y fluidos
reproductivos, destaca el plasma seminal, tGtero, oviducto y
licor folicular, sugiriendo un rol a nivel reproductivo.

Los receptores D2R y CBI1, una vez activos, se acoplan a
proteinas Gaio y bajan los niveles de cAMP, inactivando
PKA. Sinembargo, se ha demostrado que el grado y dindmica
de asociacion de los receptores CB1 y D2R (en las células
que los coexpresan) altera dramaticamente la sefializacion
del receptor CB1, acoplandolo a Proteina Go.

En el contexto de la capacitacion espermatica, uno de los
eventos que juegaunrol clave es la fosforilacion en tirosinas,
la cual es gatillada (indirectamente) por la via cAMP/PKA.
En este trabajo presentamos evidencia de que el esperma-
tozoide de cerdo coexpresa los receptores de dopamina
D2R y canabinoide CB1. Con este modelo evaluamos la
dinamica y asociacion de ambos receptores y el efecto de
su activacion/coactivacion en parametros vinculados a la
capacitacion, motilidad y viabilidad espermatica, destacando
la fosforilacion en tirosinas y la validacion de fosfo DARPP-
32 como sensor de cAMP.

(MECESUPs; DID-UACh 200460 y 200509, Ministerio de
Ciencia y Tecnologia, Espafia AGL2001-2568, FONDCE-
CYT 1060135)

65.-CONSTRUCCION DE TRIMEROS DELRECEPTOR
P2X,E IDENTIFICACION DEL SITIO DE UNION A
CU* Sanhueza D., Cifuentes A., Arredondo C., Coddou C.,
Huidobro-Toro J.P,, Bull P. Centro de Regulacion Celulary
Patologia, Instituto MIFAB, Departamentos de Fisiologia y
de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Cien-
cias Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Elreceptor P2X,es unreceptorionotropico activado por ATP
y modulado por cationes divalentes. La estructura funcional
del receptor consta de 3 monomeros. Hemos demostrado que
las unidades monoméricas del P2X, poseen una histidina ex-
tracelular, H140, muy importante en lamodulacion por Cu*2.
Para establecer si el Cu*? y este aminoacido interactian en
formaintramolecular o intermolecular, se disefi6 la siguiente
estrategia: se construy6 un plasmido que posee la secuencia
codificante para el receptor P2X,, no como monoémeros in-
dependientes sino como una sola proteina trimérica. Primero
se demostrd que la construccion obtenida correspondia al
trimero. Esto se determind por experimentos de digestion
de la construccion usando enzimas de restriccion; HindIII-
Xbal permiti6 escindir el inserto y conocer su tamafo, y
Smal permiti6 determinar la orientacion de los mondmeros
dentro del trimero. Esta construccion se inyecto en oocitos
de X. laevis, y la proteina fue detectada por western blot.
Su tamafio fue equivalente a un trimero (250 KDa). Por
voltage-clamp se determind que es un receptor funcional
con corrientes inducidas por ATP. La actividad del trimero
obtenido tiene una ECsy 54,8 uM para ATPy de 8,9 uM para
Cu*? y un coeficiente de Hill de 0,9477.

FONDAP 13980001, MIFAB.

66.- NUEVO PAPEL DEL Na* COMO ACTIVADOR DE
LAGLICOLISIS Astrid Schmied!?, Carolina Montenegro'?
y Felipe Barros' 'Centro de Estudios Cientificos, CECS.
2Universidad Austral de Chile.

La homeostasis energética es esencial para la viabilidad ce-
lular. E1 Modelo Convencional propone que esta estabilidad
depende de la activacion de la glicélisis en respuesta a la
deplecion de ATP, por ejemplo por la accion de la bomba
de Na*-K* ATPasa, enzima que consume hasta el 80% del
ATP total. En esta retroalimentacion negativa, se sostiene
que el Na*activaalabomba, la que disminuye el ATP, lo que
a su vez activa a la glicolisis. Utilizando una linea celular
epitelial que expresa constitutivamente el gen reportero de la
luciferasa (HeLa-Luc*) para medir la concentracion de ATP
citosodlico en tiempo real, observamos que la gramicidina, un
iondforo de Na*, indujo un incremento inmediato de la lumi-
niscencia, con una tasa de 28 = 5 pM/min. Para confirmar la
participacion del Na*, éste fue reemplazado equimolarmente
por el cation no permeante NMDGH, observandose ahora una
disminucion en la luminiscencia a razén de -21 = 3 pM/min
en respuesta a gramicidina. El efecto de gramicidina no fue
inhibido por ouabaina, un inhibidor especifico de la bomba
(34 £ 10 uM/min). Con el objetivo de discriminar la via
metabolica que estaba siendo activada por Na*, se realizaron
experimentos utilizando acido iodoacético (AIA) como in-
hibidor de la glicdlisis (GAPDH), y oligomicina-rotenona,
como inhibidores mitocondriales (ATP sintasa-Complejo
I). En células pre-tratadas con AIA la gramicidina no tuvo
efectos significativos, pero en aquellas desprovistas de
fosforilacion oxidativa, el ATP aumento6 a razon de 29 + 5
uM/min, tasa similar a la control.

Estos resultados contradicen el Modelo Convencional,
sugiriendo que el Na* activa la produccion glicolitica de
ATP por un mecanismo independiente de la actividad de la
bomba de Na*-K+ ATPasa.

Fondecyt 1051082
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67.- EFECTO SINERGICO DEL FACTOR DE CRE-
CIMIENTO TRANFORMANTE TIPO BETA (TGFB)
Y ACIDO LISOFOSFA TIDICO (LPA) SOBRE LA EX-
PRESION DEL FACTOR CRECIMIENTO DE TEJIDO
CONECTIVO (CTGF) EN MIOBLASTOS C2C12. (Syn-
ergic expression of CTGF in response to TGFP and LPA in
C2C12myoblasts). Zuiiiga L.M. y Brandan E. Laboratorio de
Diferenciacion Celulary Patologia. FONDAP Biomedicina
JV Luco. P. U. Catolica de Chile. Santiago. Chile.

En Distrofia Muscular de Duchenne el progreso de la
enfermedad sigue la cascada patologica de dafio muscular,
necrosis y fibrosis. La fibrosis es regulada por TGFf y sus
efectos son mediados por CTGF que actia de un modo au-
tocrino/paracrino incrementando la respuesta fibrotica. En
fibroblastos, LPA y estrés mecanico inducen la expresion
de CTGF por activacion de la via de sefalizacion RhoA-
actina y TGFP induce la expresion de CTGF por la via de
sefializacion SMAD. TGFf y LPA son componentes activos
en el microambiente generado por dafio muscular y pueden
actuar sobre mioblastos induciendo la expresion de CTGF. El
objetivo del presente trabajo fue determinar los efectos de la
exposicion concomitante de TGFP y LPA en mioblastos. Los
niveles de expresion de CTGF en respuesta a ambos factores
se incrementaron de modo sinérgico. Utilizando inhibidores
de estas vias de sefalizacion se determiné que el efecto es
absolutamente dependiente de la actividad del TGFBRI
(SB431542) y parcialmente dependiente de la actividad de
ROCK (Y27632). Unhallazgo interesante es que SB431542
inhibi6 completamente la induccion de CTGF en respuesta
a LPA. Lo anterior sugiere un novedoso cross-talk entre
receptores serina/treonina quinasa y receptores acoplados a
proteinas G. Concluimos que en mioblastos C2C12 factores
asociados a la patologia del mtisculo distrofico como TGFf3
y LPA inducen una fuerte expresion de CTGF y que este
efecto es dependiente de la activacion de TGFBRI.

(Financiado por FONDAP, MIFAB, MDA, HHMI Inter-
nacional Scholar)

68.-ELSENSOR REDOXDE LOS HEMICANALES FOR-
MADOS POR LA CONEXINA43 SE LOCALIZA EN EL
C- TERMINAL DE LA SUBUNIDAD PROTEICA. Kenji
E Shoji', Mauricio A. Retamal', Kurt A. Schalper'y Juan C.
Saez!. 'Depto. Cs. Fisiologicas, P. U.Catélica de Chile.

En astrocitos corticales, el estrés oxidativo inducido por
inhibicion metabolica (IM) aumenta la permeabilidad ce-
lular mediada por hemicanales formados por la conexina43
(HCs-Cx43) y dicha permeabilizacion es inhibida por el
reductor ditiotreitol (DTT). En este trabajo utilizamos cé-
lulas HeLa parentales (sin HCs) o transfectadas con Cx43
silvestre (HeLa-Cx43), Cx43 con su C-terminal truncado
(HeLa-Cx43-A257) o Cx45 silvestre (HeLa-Cx45). La IM
se indujo con acido iodoacético y antimicina A. La cantidad
de HCs en la membrana se determind mediante biotinila-
cion de proteinas de superficie e inmunotransferencia. La
permeabilidad celular se evalué mediante la captacion de
bromuro de etidio (BrEt). La IM aument6 la velocidad de
captacion de BrEt solo en las HeLa transfectadas y dicho
aumento fue sensible a La** e insensible a bloqueadores
de otras vias de ingreso del trazador de permeabilidad. El
incremento observado en las HeLa-Cx43 fue inhibido por
el péptido mimético Gap26 (300 uM). La IM, ademas,
aumento la cantidad de HCs presentes en la membrana de
las HeLa-Cx43 y HeLa-Cx43-A257. Sin embargo, E1 DTT
(10mM) bloqued la permeabilizacion celular solo en las
HeLa-Cx43 y no en las HeLa-Cx43-A257 ni en las HeLa-
Cx45 (sin residuos de cisteina en el C-terminal). Por esto,
el sensor redox de los HCs-Cx43 deberia localizarse en el
C-terminal de la Cx43.

69.- FUNCION, ASOCIACION AMEMBRANAS Y ENS-
AMBLAJE DEL COMPLEJOADAPTADOR EPITELIAL
APIB EN EL TRANSPORTE POLARIZADO DE PRO-
TEINAS. Carolina Torrealba, Maria-Isabel Yuseff, Jorge
Cancino y Alfonso Gonzdlez. Depto. Inmunologia Clinica
y Reumatologia, Facultad Medicina. Centro FONDAP
Regulacion Celular y Patologia “Joaquin Luco” (CRCP).
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile y MIFAB.

Las células epiteliales poseen una superficie dividida en
dominios apical y basolateral a los cuales destinan distin-
tas proteinas. Las proteinas basolaterales contienen en sus
regiones citosdlicas diversos tipos de sefiales de destinacion
basolateral, las mas frecuentes basadas en motivos depen-
dientes de tirosina. No se sabe exactamente donde y como
son reconocidas estas sefiales. Las evidencias, incluyendo
las nuestras, involucran a lared trans-Golgi (TGN) y a endo-
somas de reciclaje a cuyas membranas se asocian complejos
proteicos que podrian mediar el transporte basolateral. Entre
los complejos se ha involucrado al adaptador tetramérico
AP1B especifico de células epiteliales. Hemos introducido
previamente la estrategia de interferir con el transporte
basolateral utilizando péptidos membrana permeable que
contienen distintas sefales de destinacion basolateral. Aqui
encontramos que los péptidos que contienen sefiales de
destinacion basolateral ya sea del LDLR y VSVG inhiben
el transporte de las proteinas correspondientes y disocian
la AP1B de la membrana de un compartimento endosomal
de reciclaje. Ademds, en experimentos de pulso y caza
encontramos evidencia de que este complejo AP1B se en-
samblaria secuencialmente, integrando tardiamente una de
las subunidades. Estos resultados contribuyen a comprender
los mecanismos de destinacion basolateral

(Financiado por FONDAP 13980001 y MIFAB).

70.- TRAFICOINTRACELULAR DE LAS ISOFORMAS

DEL RECEPTOR V2. (Intracellular traffic of V2 recep-
tor isoforms). Trigo, C.A., Sarmiento, J.M., Afiazco, C.C.,
Gonzdlez, C.B. Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

El receptor V, de vasopresina presenta dos isoformas que
se generan por empalme alternativo. Estas isoformas son
capaces de homo- y heteroligomerizar durante el proceso bio-
sintético. Laisoforma V,, quedaretenida intracelularmente, a
diferenciadela forma V., y al heteroligomerizar actia como
mutante negativa. A fin de determinar el lugar de la via secre-
toria donde queda retenida la isoforma V., se transfectaron
células COS 7 con las isoformas como proteinas de fusion
a CFPy se hicieron estudios de fraccionamiento subcelular,
como también, estudios de co-localizacion usando anticuer-
pos contra proteinas especificas de organelos celulares. El
fraccionamiento celular en gradientes de sacarosa mostro
que, mientras la isoforma V», co-sedimenta con marcadores
de RE, Golgi y membrana plasmatica, el V, lo hace con
marcadores de RE y Golgi. Concordantemente, mientras
el Vs, se co-localizd con marcadores de RE, ERGIC, Golgi
y membrana plasmatica, el V2, co-localizé con marcadores
de RE, ERGIC y Golgi. Estudios de unioén de vasopresina
usando [*H] vasopresina mostraron que la isoforma V,, no
une la hormona a diferencia del V... Estos resultados reafir-
man la hipétesis que la isoforma Vy, regula la expresion de
superficie de la forma V,, por retencion intracelular.

Financiado por Fondecyt 1060158.
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71.- EXPRESIONAUMENTADADE LAy-GLUTAMATO
CISTEINLIGA.SA COMO PARTE DE LAESTRATEGIA
DEADAPTACIONDE LARGO TERMINOALAACUMU-
LACION DE HIERRO EN CELULAS SHSYS5Y. Pamela
Valdés, Pabla Aguirre y Marco T. Nufiez. Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias y Centro de Dinamica
Celular y Biotecnologia, Universidad de Chile.

Enneuronas, el hierro redox-activo es uno de los mas potentes
oxidantes intracelulares, en tanto que el glutation (GSH) es
el principal antioxidante celular. En este trabajo, larespuesta
adaptativadel sistema GSH a cargas prolongadas de hierro fue
caracterizada en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
Después de la muerte inicial (dias 1-2) de gran parte de la
poblacién celular, las células sobrevivientes aumentaron hasta
en 5 veces su contenido de GSH. Este aumento fue trazado a
un incremento en la expresion de la sub-unidad catalitica de
la y-glutamato cistein ligasa, enzima clave en la sintesis de
GSH. Interesantemente, bajo condiciones de alto consumo
de GSH las células mantuvieron niveles bajos (1 nmol/mg
proteina) de glutation oxidado (GSSG). Esta regulacion
fue lograda por el efectivo reciclaje de GSSG a GSH por la
enzima GSSGreductasay por laextrusion de GSSG mediado
por la proteina de resistencia a multidrogas 1 (MDRP1). El
incremento en la sintesis de GSH y la mantencion de bajos
niveles de GSSG contribuyeron a recuperar el potencial de
reduccion de -290 mVolts en la situacion de muerte celular
hasta — 320 mVolts en las células sobrevivientes. Estos
resultados destacan el papel fundamental del GSH en la
respuesta adaptativa a la acumulacion de hierro observado
en casos de desordenes neurodegenerativos tales como la
enfermedad de Parkinson.

Financiado por proyecto P99-031 de la Iniciativa Cientifica
Milenio, MIDEPLAN.
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72.-DOMINANTNEGATIVE OF DISABLED-2 CONSTI-
TUTIVELYACTIVATES CANONICALWNTSIGNALING
(El dominante negativo de Disabled-2 activa constitutiva-
mente la via de sefalizacion Wnt). Jéssica Scheu, Enrique
Brandan, Maria Paz Marzolo y Nibaldo C. Inestrosa. Centro
de Reg. Celular y Patologia “Joaquin V. Luco” (CRCP) y
MIFAB, Fac. de Cs. Biologicas, U. Catélica de Chile.

The activation of the Wnt signaling induces an increase of
B-catenin and its translocation to the nucleus where acti-
vates the transcription of target genes involved in neuronal
development. Disabled-2 (Dab-2), is an adaptor protein of
endocytosis which modulates Wnt signaling by interaction
with disheveled and axin through its PTB domain. We
study the role of Dab-2 in Wnt signaling and its effects
on the toxicity of the amyloid-f-peptide (AP), using N2a
neuroblastoma cells which express the dominant negative
of Dab-2 (PTB2) and hippocampal cultures.

Results indicate that PTB2 cells present an increase in
B-catenin levels, an induction of cell differentiation and an
increase in cellular protection against AP toxicity. We also
evaluate the role of heparin in the activity of Wnt signal-
ing. Our results indicate that heparin induces an increase in
neuronal differentiation and an accumulation of 3-catenin
in the N2a cells, however in the differentiated PTB2 cells,
the increase was small. These results suggest that the over-
expression of PTB2, drives the constitutive activation of the
Wnt pathway, without the requirement of the endogenous
Wnt-7a ligand released by heparin from the cell surface.
This suggests that heparin acts upstream of PTB2 in the
Whnt pathway.

Supported by FONDAP 13980001 and the Millennium
Institute.

73.- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD GAM-
MA-SECRETASA ENDOSOMAL QUE GENERA UN
FRAGMENTOINTRACELULAR DELRECEPTOR P75.
(Characterization of endosomal y-secretase complex that
generates a soluble fragment of p75 neurotrophin receptor)
Allende E, Lisbona MF, Escudero CA, Urra MS, y Bronfinan
FC. Centro FONDAP de Reg. Celular y Patologia Joaquin
V Luco. Depto. de Fisiologia, P. U. Catdlica de Chile

El receptor p75 es una proteina multifuncional activado
por las neurotrofinas y otros ligandos, regulando sobrevida
y extencion axonal. Estudios recientes muestran que
es procesado proteoliticamente liberando su dominio
extracelular y produciendo un fragmento carboxilo
terminal (p75-CTF). Este fragmento es procesado en su
dominio de transmembrana por la y-secretasa dando origen
a un fragmento citoplasmatico (p75-ICD) que regula la
sefalizacion mediada por p75.

Resultados de nuestro laboratorio (Urra et al., submitted)
indican que la activacion de trks mediado por neurotrofinas,
regularia la produccion del ICD al aumentar la generacién
del p75-CTF. Este ultimo fragmento se internaliza en
endosomas dereciclaje donde es procesado proteoliticamente
por lay-secretasa. Ahora nos encontramos caracterizando la
producciénde p75-ICD, dependiente del tiempo y de distintos
inhibidores de y-secretasa, generado directamente a partir de
membranas. También estamos estudiando lacompetenciacon
péptidos derivados de la proteina precursora del amiloide
(que son igualmente procesados por la y-secretasa). Datos
preliminares nos indican que la actividad y-secretasa es
rapida y altamente especifica para el procesamiento de
p75-CTF, sugiriendo que la proteolisis intramembrana del
receptor, ademas de participar en su sefalizacion, podria
ser un mecanismo alternativo de degradacion de p75. Esto
concuerda con que p75 se destina pobremente a lisosomas

(FONDAP 13980001, FONDECYT 1040999).

74.- TRANSPORTADORES DE MONOCARBOXILA-
TOS EN EL CEREBRO DEL PEZ CARTILAGINOSO.
ANALISIS FILOGENETICO DE LA HIPOTESIS DE
ACOPLAMIENTO METABOLICO GLIA-NEURONA.
(Localization of monocarboxylate transporters in the shark
brain. Phylogenetic analysis of the glia-neurons metabolic
coupling hypothesis). Carolina Balmaceda-Aguilera™, C;
Manuel Cifuentes*, Francisco Nualart*. Depto. de Biologia
Celular. Fac. de Cs. Biologicas. U. de Concepciony*Labc de
Fisiologia Animal, Fac. de Cs., U. de Mdlaga, Espaiia.

El cerebro de los tiburones adultos se caracteriza por
presentar la barrera hematoencefalica desplazada a la
vaina pericapilar y glia radial. Estas adaptaciones podrian
favorecer el acoplamiento metabolico glia-neurona. Esta
condicion fisiologica, estudiada extensamente en mamiferos,
implica que durante la activacion sinaptica los astrocitos
liberan lactato y las neuronas lo captan. En estos procesos
estan involucrados los transportadores de monocarboxilato
(MCT). En mamiferos, se ha determinado la expresion
de MCT1 y MCT4 en astrocitos y células endoteliales.
MCT?2 se localiza en neuronas corticales. En otros grupos
de vertebrados la distribucion de estos transportadores se
desconoce. Mediante la utilizacion de anticuerpos anti-
MCT1, MCT2 y MCT4 hemos determinado la localizacion
de estos transportadores en el cerebro de tiburones obtenidos
del Pacifico y del Mediterraneo. MCT1 se localizo en el
neuropilo, plexos coroideos, glia radial, vasos sanguineos
y en el soma neuronal. MCT2 se encontr6 preferentemente
en vasos sanguineos y algunas neuronas. MCT4 se localizo
en el neurdpilo, glia radial y vasos sanguineos. Nuestros
resultados muestran por primera vez la localizacion de los
MCTs en cerebro de tiburon. Considerando las adaptaciones
celulares y funcionales de este tipo de cerebro, la glia radial
pericapilar que incorpora la glucosa directamente de la
sangre, podria liberar lactato al parénquima cerebral, como
se ha descrito para el astrocito de mamifero. FONDECYT
1050095. “Becaria CONICYT.



58 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

75.- ENDOCITOSIS Y DETERMINANTES MOLECU-

LARES DEL RECEPTOR DE NEUROTROFINAS P75
EN MODELOS NEURONALES. Lisbona F, Escudero C,
y Bronfman FC. Centro de Regulacion Celular y Patologia
(FONDAP), Depto. de Fisiologia, P. U. Catolica de Chile.

Los receptores de tirosina quinasa (Trks) y p75 son proteinas
multifuncionales activadas por las neurotrofinas, regulando
sobrevida y extencion axonal. Evidencias sugieren que la
internalizacion y trafico de los Trks es importante para la
sefializacion neurotrofica a través del axon, mientras que
para p75 hay pocos estudios. Nosotros expresamos p75 en
neuronas hipocampales mediante el “Semliki Forest Virus”.
p75-junto con NGF- fue encontrado en el axon y region soma-
todendritica en endosomas positivos para gangliosido GM1y
transferrina pero negativos para Lysotracker-Red evadiendo la
rutadegradativa (comoreportado en PC12) Interesantemente,
GMI es usado como un marcador retrogrado de neuronas en
el sistema nervioso y ademas es marcador de balsas lipidicas.
La internalizaciéon de GM1 es mediada por un mecanismo
clatrina-dependiente en neuronas hipocampales sugiriendo
que p75 es también internalizado por este mecanismo. GM1
y p75 colocalizan a tiempos cortos de internalizacion en
endosomas tempranos, pero a tiempos mas largos GM1 es
finalmente destinado al Golgi, sugiriendo una red compleja
de destinacion celular en neuronas. Para evaluar el rol de
los las balsas lipidicas en la internalizacion de p75 y GM1,
estamos estudiando el efecto de la deplecion de colesterol y
de mutantes de p75 no asociados a balsas lipidicas.
Estudios preliminares con moléculas dominantes negativos
para AP2-un adaptador que media la internalizacion por
clatrina- y mutantes de p75 para posibles sitios de asociacion
conAP2, sugieren que p75 no usa la proteina adaptadora AP2.
Diferentes adaptadores de clatrina usados en la entrada a la
via endocitica para p75 y TrkA pueden ser las bases para las
diferentes cinéticas de internalizacion y destinacion endosomal
reportadas para TrkA y p75

(FONDAP 13980001, FONDECYT 1040999).

76.- HIERRO YESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO
(ROS) ENLADIFERENCIACION DE NEUROBLASTO-
MAS HUMANOS POR ACIDO RETINOICO. Daniel Bér-
quez!, Ricardo Delgado?, Pablo Muiioz' y Marco Tulio Nuriez!.
I: Laboratorio del Hierro y Biologia del Envejecimiento y *:
Laboratorio de Fisiologia Celular, Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Debidoaqueel hierroy lasROS generan el altamente reactivo
radical hidroxilo, la relacion dogmatica de hierro y ROS con
los sistemas neuronales ha sido hasta ahora mas patologicaque
fisiologica. Esta nocion ha empezado a cambiar. Resultados
obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado que: (i) neu-
roblastomas sometidos a deprivacion de hierro disminuyen su
actividad eléctrica; (ii) el hierro induce aumentos transcientes
de calcio en cultivos primarios de neuronas hipocampales, los
que son inhibidos por la utilizacién manitol, un atrapador de
radical hidroxilo y (iii) la estimulacion por hierro es capaz de
emular el fendmeno de potenciacion de largo plazo (LTP) en
cortes hipocampales de rata. En concordancia con lo anterior,
encontramos unasignificativa disminucion en la expresion de
neuromodulina en presencia de dimetiltiourea, antioxidante
concapacidad deatrapar el radical hidroxilo. Neuromodulinaes
el principal regulador de la plasticidad sinaptica, participando
en la neuritogénesis, la liberacion de neurotrasmisores y en la
LTP. Actualmente estamos caracterizando los cambios en el
metabolismo del hierroy de las ROS durante la diferenciacion
delos neuroblastomas SH-SY5Y mediada por acidoretinoico,
un modelo tnico para obtener neuronas humanas en cultivo.
Nuestrosresultados apuntan aun papel fundamental del hierro
en el establecimiento de un tono oxidativo necesario para la
diferenciacion y funcion neuronal.

77.- OVEREXPRESSION OF NMDARS CONTAIN-
ING THE NR2B SUBUNIT INDUCES STRUCTURAL
PLASTICITY IN VITRO. Fernando Bustos!, Fernando
Sepulveda?, Luis Aguayo’ and Brigitte van Zundert'. 'De-
partment of Physiopathology, Department of Physiology,
Faculty of Biological sciences, University of Concepcion,
Concepcion, Chile.

It has long been recognized that functional and structural
plasticity in the central nervous system is apparent during an
early period of life. Itisunclear why plasticity is very limited
in the adult brain, but it has been postulated that this is due
to switch in the subunits of the NMDA receptor (NMDAR)
during development; from NR1NR2B to NRINR2A recep-
tors. The precise molecular mechanisms ofhow the NMDAR
regulate structural plasticity can not be established because
ofthe expressing of the tri-heteromers NRINR2ANR2B. To
unmask the specific relationship between the NMDA recep-
tor subunits and structural plasticity we have used ventral
spinal cord neurons (VSCNs), in which the expression of the
NR2A and NR2B subunits, but not NR1, can be suppressed
in the presence of growth- factor rich culture conditions. To
either obtain only NRINR2A or NRINR2A receptors, we
transfected VSCNs, together with pDSRed2, with GFP-
NR2A and GFP-NR2B, respectively. Using electrophysi-
ological analyses and immunocytochemistry we confirm
that functional NR1NR2A and NR1NR2B receptors can be
expressed at the postsynaptic membrane of VSCNs. Next,
we analyzed the dendritic architecture of pDsRed2 and GFP
positive neurons. As expected from our hypothesis, we found
that NRINR2B receptors significantly alters the dendritic
architecture of VSCNs compared to NRINR2A receptors.
Funded by Fundacion Andes N° C-14060/25.

78.-USODE VECTORES LENTIVIRALES PARAESTU-
DIAR LA FUNCION DE REST/NRSF EN NEURONAS
HIPOCAMPALES. José Canovas, Pablo Moya, J. Cristobal
Maass, Rodrigo Montefusco, Mario Herrera-Marshitz, Paola
Morales, Diego Bustamante, Pedro Zamorano* y Manuel
Kukuljan. ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, y *Universidad de Antofagasta.

REST/NRSF hasido descrito como un represor transcripcio-
nal activo en células noneuronales y precursores neuronales.
Su papel en la regulacion de la expresion génica en neuronas
es poco claro y no ha sido explorado, en parte debido a la
letalidad temprana de la delecion del gen que lo codifica.
Paraestudiar el papel de REST/NRSF en neuronas se genero
vectores lentivirales que codifican una forma dominante
negativa de REST/NRSF u horquillas cortas de RNA para
interferir su expresion. La transduccion de neuronas hipo-
campales de rata con la construccion dominante negativa
se asocia a alteraciones en la morfologia de neuritas y en
la viabilidad celular, en comparacion con las neuronas no
transducidas y con las transducidas con un vector viral que
expresa solo GFP. Lo anterior es compatible con la idea de
que REST/NRSF es necesario para la mantencion del feno-
tipo de neuronas postmitdticas. Se presenta el estudio de la
pérdida de funcion de REST/NRSF en cultivos neuronales,
cultivos organotipicos e in vivo, mediante la administracion
estereotaxica de vectores lentivirales.

ACT 047, ICM P04-068-F
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79.- PARTICIPACIONDEASTROCITOS EN LAINHIBI-
CION DEL TRANSPORTE DE GLUCOSA NEURONAL
MEDIADO POR ACIDO ASCORBICO. Maite A. Castro?,
llonal. Concha'y Francisco Nualart. !Instituto de Bioquimi-
ca, Universidad Austral de Chile, 2Departamento de Biologia
Celular, Universidad de Concepcion, CHILE.

El acido ascorbico (AA) se concentra en el Sistema Ner-
vioso Central (SNC). La concentracion de AA extracelular
en el cerebro aumenta junto con la actividad sinaptica.
Previamente, nosotros demostramos que el aumento de AA
intracelular neuronal es capaz de inhibir la utilizacion de
glucosa en neuronas bajo actividad sinaptica glutamatérgica.
En consideracion a que L-glutamato es capaz de estimular el
eflujode AA en cultivos primarios de astrocitos y a que, segin
nuestras evidencias, las neuronas expresan transportadores
de AA de alta afinidad, nosotros creemos que en presencia
de glutamato se estimula la exportacion de AA desde as-
trocitos hacia neuronas, favoreciendo la inhibicion de la
utilizacion de glucosa en las células neuronales. Utilizando
cultivos primarios de astrocitos y neuronas de corteza de
rata, observamos que L-glutamato fue capaz de estimular
la exportacion de “C-AA desde astrocitos hacia neuronas.
El AA incorporado por las neuronas fue capaz de inhibir el
transporte de 3H-desoxiglucosa (CH-DOG) y este efecto fue
dependiente del tiempo de estimulo con L-glutamato, de la
concentracion del neurotransmisor y de la concentracion de
AA utilizada en el ensayo. Por consiguiente, la exportacion
de AA desde astrocitos hacia neuronas, estimulada por L-
glutamato, es capaz de inhibir la incorporacion de *H-DOG
en las neuronas. Las células astrociticas podrian jugar un
papel protagoénico en la modulacion metabodlica neuronal
bajo episodios de actividad sinaptica glutamatérgica.
(FONDECYT 1060135 y 1050095, Beca Apoyo Tesis
Doctoral CONICYT 2003)

80.-LACONFIGURACIONSINAPTICADE NEURONAS
DE HIPOCAMPO ES MODIFICADA POR QUELAN-
TES DE METALES DE TRANSICION (SYNAPTIC
CONFIGURATION OF HIPPOCAMPAL NEURONS IS
MODIFIED BY TRANSITION METAL CHELATORS).
Castro P.¥, Waldron, J.¥, Fuentealba J.5, Aguayo L.G.5, &
Opazo CY. ¥Laboratorio de Neurobiometales, sLaboratorio
de Neurofisiologia, Departamento de Fisiologia, Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion, CHILE.

Las ratas sometidas a dietas deficientes en Zn*? presentan
problemas de memoria y aprendizaje, lo que es acompafiado
con una disminucion especifica del contenido de Zn*2 de las
vesiculas sinapticas del hipocampo. Es interesante destacar,
que primates y nifios con deficiencia de Zn*2 también presenta
problemas de aprendizaje y memoria, reforzando el papel del
Zn*2 en el funcionamiento del hipocampo. Sin embargo, el
mecanismo asociado a estos cambios no ha sido caracteriza-
do. En el presente trabajo, evaluamos el efecto de diferentes
quelantes de metales de transicion sobre los niveles de los
mRNA de proteinas pre-sinapticas en cultivos primarios
de hipocampo de rata. Nuestros resultados indican, que el
quelante Neocupreina afecta diferencialmente los niveles
intracelulares de Zn*2y Ca*, sin alterar la viabilidad celular,
pero disminuyendo los niveles de los mRNA de sinapsina
I, dinamina I y dinamina II. Estos resultados sugieren, que
la configuracion de las sinapsis formadas en el hipocampo
es sensible a los cambios en los niveles de intracelulares de
Zn*, lo que podria alterar el funcionamiento normal de la
red neuronal del hipocampo.

P.C. es becario CONICYT. Financiado por proyectos Fun-
dacién Andes C-14060/77 (C.0O.) y DIUC 205.033.100-1.0
(C.0)).

81.- WNT LIGANDS MODULATE THE SYNAPTIC
TRANSMISSION IN HIPPOCAMPAL CA3-CAl CIR-
CUIT. Cerpa, W', Molina, C2., Bonansco, C*., Inestrosa,
N. C!. 'Centro Fondap CRCP, MIFAB, Facultad de Ciencias
Biologicas, P. Universidad Catélica de Chile.2Departamento
de Fisiologia, Fac. de Ciencias, U. de Valparaiso, Chile.

The Wntsignaling pathway has been associated to embryonic
development and cancer. Recently, this pathway has been
related to neuroprotection events. To evaluate whether the
glutamatergic synapses of the hippocampus is modulated
by Wnt ligands (Wnt-7a and Wnt-5a), we analyzed the
amplitude of excitatory postsynaptic currents (EPSCs), both
the extracellular (field register, fESP) and the intracellular
response (patch clamp; whole cell). In both kind of studies,
the Schaffer collateral pathway from hippocampal slices
were stimulated, then we compared the responses after 40
min of Wnt-5a or Wnt-7a treatments with the basal response
before each treatment. Both Wnt-5a and Wnt-7a increased
the amplitude in the postsynaptic response (fEPSP and
EPSCs). On the other hand, Wnt-7a decreased the paired-
pulse facilitation (PPF) index and induced an increase in
the frequency of minis-EPSC (TTX insensitive, mEPSC).
The Wnt-5a response in amplitude increase did not affect
the PPF. These results showed that Wnt ligands have dif-
ferential effects on the hippocampal synaptic transmission,
where Wnt-7a modulated the presynaptic region and the
Wht-5a produced postsynaptic effects.

Supported by: FONDAP N° 13980001, MIFAB. Fondecyt
CONICYT 1061074 a CB

82.- REGULACION DE LA INTERACCION ENTRE
LA PROTEINA ASOCIADA A MICROTUBULOS 1B
(MAPIB) YLA ENZIMA TUBULINA TIROSIN LIGASA
(TTL) Erick Contreras-Vallejos’, Sebastian Rojas', Elias
Utreras', Eva-Maria Jiménez-Mateos?, Lorena Saragoni?,
Ricardo B- Maccioni?, Didier Job’, Jesus Avila? y Chris-
tian Gonzalez-Billault! (1) Laboratorio de Neurociencias,
Facultad de Ciencias, U. de Chile (2) Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, CSIC-UAM, Madrid, Esparia (3)
Lab. de Biologia Celular y Molecular, Fac. de Ciencias, U.
de Chile (4) CEA-INSERM, Grenoble, Francia.

Las modificaciones post-traduccionales de la alfa-tubulina
contribuyen a determinar las propiedades dinamicas de
ciertas poblaciones de microtiibulos. Esto es particularmente
importante para procesos que requieren cambios rapidos en
laestabilidad del citoesqueleto que permitan lamodificacion
de las propiedades morfologicas o motiles de las células.
Estas modificaciones deberian regularse localmente durante
los procesos de elongacion axonal, migracion neuronal y
guia axonal. La proteina MAP1B es una proteina asociada
amicrotubulos que participa y regula los tres procesos antes
mencionados. Se ha descrito que la presencia de una variante
fosforilada de MAP1B esta enriquecida en el extremo distal
de axones, esencialmente la zona de mayor dinamicidad del
axon. Interesantemente se ha descrito que concomitantemente
con el gradiente de MAP1B fosforilada, se produce un gra-
diente de microtibulos alfa-tirosinados. Esta modificacion
post-traduccional es efectuada por accion de la enzima tu-
bulina tirosin ligasa (TTL). En este trabajo hemos decidido
analizar como la posible interaccion de ambas proteinas
seria susceptible de ser regulada por la fraccion fosforilada
de MAPI1B. Los resultados indican que MAPIB y TTL
interaccionan a través de inmunoprecipitacion y pull-down.
Adicionalmente se muestra que la sobre-expresion regula-
da de la enzima glicogeno sintasa quinasa 3 beta (gsk3p),
induce cambios en el patron de fosforilacion de MAPIB.
Finalmente, se discute el efecto de dicha fosforilacion sobre
la interaccion entre ambas proteinas.
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83.- ESTUDIO DE LA COMPOSICION Y
LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS SINAPTICAS
GLUTAMATERGICAS Y GABAERGICAS EN EL
ANIMAL HIPOTIROIDEO :Cortes C., 'Morales E.,

’Naranjo D, 'Riedel C., 'Universidad Andrés Bello.
2Universidad de Valparaiso.

Funciones cognitivas como la memoria y el aprendizaje
estan afectados de manera critica en el hipotiroidismo. Se
desconocen los mecanismos celulares y moleculares que
subyacen a esta alteracion. Las neuronas glutamatérgicas y
las neuronas gabaérgicas que participan en estos procesos
cognitivos, son candidatos atractivos de los mecanismos
de regulacion de las hormonas tiroideas. Hemos observado
cambios en la modulacion de la actividad del receptor de
NMDA por BDNF; disminucién en la composicion de su
subunidad NR1 y la del receptor TrkB en las densidades
postsinapticas (DPS), a pesar de estar éstas sobreexpresadas
en el telencéfalo. Nuestra hipotesis plantea que el deterioro
de la actividad de la DPS se debe a que el trafico de sus
proteinas est4 afectado. Para localizar estos cambios se les
indujo hipotiroidismo a ratas adultos dandoles 0.05% de
propiltiouracil en el agua de beber por 21 dias. Estudiamos la
distribucion de estas proteinas por inmunohistoquimica en el
cerebro. Observemos cambios en laintensidad de lamarca de
NR1yTrkB enlasarborizaciones dendriticas de las neuronas
piramidales de hipocampo y corteza cerebral. Evaluamos la
expresion del receptor de GABA en la corteza e hipocampo,
de la cual no se observo diferencia significativa. Estos
resultados apoyan la nocion de que las DPS del telencéfalo
son blancos de accion de las hormonas tiroideas.
FONDECYT 1040349

84.- PARTICIPACION DE LA VIA ENDOCITICAACTI-
VADA POR BDNF/TRKB EN SINAPSIS EXITADORAS
DESPUES DE TRATAMIENTO CON ANTIDEPRESI-
VOS. Falcon,R.'2, Bronfman,FC.2, Orrego,F.!, Wyneken,U.!
!Laboratorio Neurociencias, Universidad de los Andes,
2Centro FONDAP Regulacion Celulary Patologica Joaquin
Luco, Depto. Fisiologia, Pontificia Universidad Catdlica.

La neurotrofina BDNF y su receptor TrkB tienen un papel
central en el efecto del tratamiento cronico con antidepresivos.
Pensamos que uno de los mecanismos involucrados es la
internalizacion de BDNF/TrkB desde sinapsis excitadoras
neocorticales. Las vesiculas endocitadas no sélo serian ca-
paces de sefializar desde localizaciones intracelulares, sino
también portarian otros elementos claves para el “mensaje
antidepresivo”.

Estudiamos la via endocitica en fracciones sinapticas
mediante biotinilacion de receptores de superficie y coin-
munoprecipitaciones. Aislamos poblaciones de vesiculas
intracelulares a partir de la fraccion microsomal en situacion
control y tratamiento con fluoxetina.

En sinaptosomas, encontramos que TrkB se comienza a
internalizar después de 2.5 minutos de estimulacion con
BDNEF. Junto a ello, la subunidad GluR2 del receptor AMPA
se inserta en la membrana. Ademés, GluR2 y TrkB coin-
munoprecipitan. Después de tratamiento con fluoxetina, el
marcador de vesiculas endociticas tempranas, Rab5, migraa
poblaciones de vesiculas mas livianas, mientras la subunidad
NRI1 del receptor NMDA migra completamente a vesiculas
livianas. Nuestros resultados sugieren que la via endocitica
BDNEF/TrkB se activa y modifica en sinapsis excitadoras
después de tratamiento antidepresivo, y que el trafico de
subunidades para receptores glutamatérgicos es regulado
diferencialmente.

Financiamiento: - UW, Fondecyt 1020127; U. de los Andes
MED 005-05 - FB,FONDAP 13980001; Fondecyt 1040999;
Fundacion Andes.

85.- DISTRIBUCION DE LA ISOFORMA GLUT6 EN
REGIONES CEREBRALES NVOLUCRADAS EN EL
SENSING DE GLUCOSA. (Distribution of GLUT6 in brain
regions involved in glucose sensing) *Fernando Martinez,
Francisco Nualarty Maria de los Angeles Garcia. Departa-
mento de Biologia Celular. Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Universidad de Concepcion

Previamente hemos demostrado que en células gliales del
hipotalamo se expresa la isoforma GLUT?2, potenciando la
participacion de éstas células en el mecanismo sensor de glu-
cosahipotalamico. Estudios de expresion através de Nortern
blots han demostrado que la isoforma GLUT6 se expresa
en cerebro. Sin embargo, no existen datos de localizacion a
nivel de mRNA o proteina. Dado que esta nueva isoforma de
la familia de los transporadores de glucosa presentaria una
baja afinidad por glucosa, similara GLUT2, nos propusimos
caracterizar su expresion en regiones que participan en el
control del balance energético como el hipotalamoy el tronco
posterior. Mediante RT-PCR determinamos la expresion
de GLUT6 en ambas regiones cereberales. Disefiamos una
ribosonda marcada con digoxigenina para hibridacion in situ.
EImRNA para GLUT6 se localiz6 principalmente en células
gliales del hipotalamoy el tronco posterior. Complementamos
estos hallazgos con inmunohistoquimica, confirmando que
GLUTS® se localizan en la glia ependimaria del hipotalamo
principalmente en tanicitos, células que a su vez expresan
GLUT?2. Estos resultados confirman que la glia hipotalamica
posee dos transportadores de glucosa de baja afinidad para
cumplir su funcién en el sensing de glucosa.

Proyecto FONDECYT-1060962 *Becario CONICYT

86.- COLOCALIZACION DE GLUCOQUINASA y
GLUT2 EN CELULAS GLIALES HIPOTALAMICAS
(Glucokinase and GLUT?2 colocalization in hypothalamic
glial cells). Carola Millan, Fernando Martinez, Christian
Cortés, Isabel Lizama, Francisco Nualart, Karin Reinicke
v Maria de los Angeles Garcia. Departamento de Biologia
Celular. Universidad de Concepcion.

La glucoquinasa (GK) es una enzima fundamental en el me-
canismo sensor de glucosa periférico. Existen dos isoformas
de glucoquinasa: pancreatica (GKp) y hepatica (GKh). La
GKp se localiza en el citosol y junto con GLUT2, participan
en la secrecion de insulina. La GKh se localiza en el ntcleo
de los hepatocitos y transloca al citosol en concentraciones
altas de glucosa. A nivel cerebral, se ha detectado la ex-
presion de GK en el hipotdlamo, el cual, regula la ingesta
alimenticia. Sin embargo, no esta definido si la expresion
de GK es glial o neuronal. Previamente, demostramos que
los tanicitos hipotalamicos expresan GLUT2. En este estu-
dio, analizamos la distribucién de GK y su colocalizacion
con GLUT2 en el hipotdlamo de ratas. Mediante RT-PCR
demostramos que en hipotalamo se expresan ambas iso-
formas de GK. Analisis inmunocitoquimicos demostraron
que GLUT2 y GK se expresan en tanicitos. La localizacion
de GK es observada en el nticleo de los tanicitos, mientras
que GLUT2 est4 en la membrana apical y procesos. En los
ependimocitos ciliados, GK esta localizada en el citosol
y GLUT?2 en los cilios. Utilizando inmunofluorescencia e
inmunoblot de cultivos primarios enriquecidos en tanicitos,
confirmamos la localizacion nuclear de GK. Estos resultados
apoyarian la participacion de los tanicitos en el sensing de
glucosa hipotalamico.

Proyecto CONICYT AT24050185-FONDECYT 1060962.
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87.-THE NEURONAL GLYCOPROTEINTHY-1INDUC-
ES MIGRATION OF ASTROCYTES. (La glicoproteina
neuronal Thy-1 induce migracion de astrocitos). Muifioz N,
Murioz D, Quest AFG, Budrrige K and Leyton L. FONDAP,
Center for Molecular Studies of the Cell. Facultad de Me-
dicina, Universidad de Chile.

Astrocytes, the most numerous glial cells in the central
nervous system convert to fibroblast- like morphology
when exposed to blood borne factors upon brain injury.
These so called “reactive astrocytes” also proliferate and
migrate to the damaged site to form the glial scar, which
constitutes a major impediment to neuronal regeneration.
Such morphological changes observed in astrocytes in
vivo may be related to those triggered in vitro by Thy-1, an
abundant neuronal glycoprotein that binds to.avB3 integrin
in astrocytes provoking dramatic changes in cell shape.
Thus, in this study we hypothesized that sustained Thy-1
engagement of avP33 integrin stimulates astrocyte migration.
An astrocyte monolayer was scratched with a pipette tip
and migration into the cell-free zone was monitored after
treating the cells with soluble Thy-1-Fc-Protein A. Thy-1
induced the formation of filopodia, lamellipodia and also
migration of astrocytes into the wounded area.. Moreover,
according to results obtained with MTS proliferation and
Trypan blue exclusion assays, this effect was not due to
cell proliferation. The data indicate that binding of Thy-1 to
avB3 integrin initially stimulates cell adhesion and changes
in cell shape and subsequently cell migration in a sequence
similar to that described for astrogliosis.

Supported by FONDECYT 1040390, FIRCA
1R03TW006024-03 (LL), FONDAP 15010006 (AFGQ).

88 ESTUDIO DE LAREGULACION ENLAEXPRESION
DE NEUROLIGINAS POR VIA DE SENALIZACION
WNT. 'Elizabeth Escobar, Felipe Nuiiez, >Patricio
Castro, 'Paulina Bahamonde, ?Carlos Opazo y 'Giancarlo
V. De Ferrari. 'Dept. Bioquimica y Biologia Molecular
y 2Fisiologia, Fac. Ciencias Biologicas, Universidad de
Concepcion.

Las neuroliginas (NLGs) corresponden a una familia de
proteinas de transmembrana que participan en la adhesion
celular regulando la formacion de sinapsis exitatorias e
inhibitorias. El desbalance de este proceso ha sido asociado
a desordenes neurologicos, tales como la enfermedad de
Alzheimer y el Autismo. En la cara citosolica, las neuroli-
ginas interaccionan con proteinas “scaffold” como PSD95
y S-SCAM, las cuales reconocen componentes de la via de
sefializacion Wnt como B-catenina y el receptor Frizzled.
Recientemente, hemos identificado elementos de respuesta
para los efectores nucleares TCF/LEF en el promotor de las
neuroliginas. A continuacion, mediante ensayos de induccion
de actividad Wnt por litio y valproato, en cultivos prima-
rios de neuronas corticales de rata, se observo un aumento
concentracién-dependiente del ARNm (RT-PCR). De igual
forma, hemos clonado la region del promotor de NLG3
(-1789/4309) acoplado a un gen reportero de luciferasa y
observado en ensayos funcionales en células HEK293 un
aumento en la actividad del promotor inducido por Wnt3a.
Lo anterior sugiere un rol de la via de senalizacion Wnt en
la expresion de neuroliginas y por lo tanto en la regulacion
de la actividad sinaptica.

Financiado por Fundacion Andes N° C-14060/77 y FON-
DECYT N° 1050097.

89.- METAL-DEPENDANT UPTAKE OF CLIOQUINOL
INN2ACELLS (LA CAPTACION DE CLIOQUINOL EN
CELULASN2AES DEPENDIENTE DEMETALES) Opazo
C.3, Bellingham S.A.'2, Volitakis 1., Camakaris J.2, Masters
C.L.", Cherny R.A.! & Bush A.1.''Oxidation Disorders Labora-
tory, The Mental Health Research Inst., Dept. of Pathology, The
University of Melbourne, AUSTRALIA; *Dept. of Genetics, The
University of Melbourne, Australia, *Lab. of Neurobiometals,
Dept. of Physiology, U. of Concepcion, CHILE.

Perturbed Cu, Zn, and Fe homeostasis in AD brain tissue is
believedto influence aggregation and toxicity of the B-Amyloid
peptide (AP). Thus, metal sequestration has been proposed
as a therapeutic strategy for AD. Clioquinol (CQ) penetrates
the blood-brain barrier and inhibits amyloid pathology in
transgenic mice. To investigate the cellular uptake of CQ, we
incubated N2A cells with radioiodinated CQ (['*I]CQ) alone
or in the presence of metals or metal-Af complexes. ['»I]CQ
uptake was increased in the presence of Zn and Cu, but not
Fe. The addition of 10 uM CuCl, or 10 pM ZnCl, resulted in
a 2-3 fold increase in cellular ['»I]CQ. Furthermore, when
Cu or Zn was complexed to AB1-42 we observed enhanced
['»]CQ uptake resulting in a 6-fold increase in the presence
of 10 uM Cu- AB1-42, but not 10 uM Zn-AB1-42 or 10 pM
soluble AB1-42. These data support a novel mechanism for
the therapeutic benefits of CQ, whereby CQ may not only
bind bioavailable ‘free’ copper but also remove Cu from
aggregated AP plaques potentially restoring the imbalance
in neuronal copper homeostasis.

C.O. es becario Fundacion Andes.

90.- PPARy, UNRECEPTOR NUCLEARINVOLUCRADO
EN PROCESOS NO GENOMICOS EN CELULAS PCI12
DIFERENCIADAS YNEURONAS. Pacheco, A., Martinez,
G., Piderit, D., Lopez F., Bronfman M. Centro de Regulacion
Celulary Patologia (CRCP) and Mileniumn Institute for Fun-
damental and Applied Biology, Depto. de Biologia Celulary
Molecular, Fac. de Cs. Biologicas, U. Catdlica de Chile.

Los PPARs son miembros de la superfamilia de los receptores
nucleares y estan implicados en diferentes procesos fisiologicos
y fisiopatologicos, como regulacion de lahomeostasis lipidica
y energética, diabetes y sensibilizacion a la insulina,y cancer.
Existen tres isoformas (o, B/3 y y), pero la mas estudiada
es PPARY, por su importancia no solo en metabolismo de
lipidos sino porque ademas modula el sistema inmune y sus
agonistas tienen propiedades anti-inflamatorias. Hasta ahora
muy poco se sabe del rol que tienen los PPARs en el sistema
nervioso. Recientemente en nuestro laboratorio, se encontrd
que PPARY es uno de los blancos de la via de sobrevivencia
neuronal iniciada por NGF, y que tiene como blanco a la pro-
teina antiapoptotica Bel-2. Esto sugiere que los activadores de
PPARypodriantenerunefecto directo en lasobrevidaneuronal,
constituyendose en una nueva aproximacion farmacologica
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. A
diferencia de las isoformas o y /3, que tienen una local-
izacion nuclear, PPARy presenta una localizacion nuclear-
citoplasmica, encontrandose en neuritas y axones distales de
células PC12 diferenciadas con NGF, neuronas corticales y
del ganglio dorsal. Se corrobor¢ la presencia de PPARy en
axones por inmunofluorescencia de fibras aisladas y cortes,
de nervio ciatico de rata (no lesionados) encontrando que
PPARYy colocalizacon NFH y MAP1B (proteinas marcadoras
del axon). Ademas en células PC12, resultados preliminares
mostraron que PPARy co-immunoprecipita y colocaliza con
ERKS, MAPK involucrada en sefializacion retrograda en
neuronas. Estos resultados sugieren que PPARy ademas de
sus acciones gendmicas, podria tener funciones no gendmicas
y/o estar involucrado en sefializacion retrograda.

Financiamiento: FONDAP 13980001 y MIFAB P04-071-F.
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91.-EL TRA:FICO DE RECEPTORES GABA YSU LO-
CALIZACIONSINAPTICA ENNEURONAS HIPOCAM-
PALES Omar RamirezS, Steffen Hirtel* y Andrés Couves.
§ Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. * Programa de Anatomia
y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Elécidoy-amino butirico(GABA) es el principal neurotrans-
misor inhibitorio del sistema nervioso central (SNC). Los
receptores metabotropicos GABAg son responsables de la
inhibicion sinaptica lenta. Estan compuestos por las subuni-
dades GABAsR1/GABAgR2 y se distribuyen ampliamente
en neuronas del SNC. Se ha demostrado su localizacion en
sinapsis centrales por microscopia de fluorescenciay electro-
nica. Sinembargo, los mecanismos de transporte intracelular
y localizacion del heterodimero en terminales presinapticos
y sitios postsinapticos son desconocidos.

En el presente trabajo se estudia el transporte y localizacion
sinaptica de receptores GABAp Ademas se investigan
los dominios relevantes en la localizacion sindptica del
receptor utilizando receptores recombinantes. Para ello
se utilizan técnicas bioquimicas y microscopicas. Los
estudios se complementan con procesamiento de imagenes
que incluyen deconvolucion, analisis de colocalizacion y
reconstrucciones 3D.

Se caracterizo la localizacion subcelular de GABAgR1 y
GABAGgR?2 durante la diferenciacion neuronal y se demostrd
que la distribucion de las subunidades cambia de un patron
somato-dendritico difuso a uno discreto concentrado en
dendritas.

Seidentificaron poblaciones de receptores GABAg intracelu-
lares y sindpticas midiendo su colocalizacion con receptores
glutamatérgicos tipo AMPA. Se demostr6 que ambos recep-
tores estan separados en compartimientos intracelulares en
neuronas inmaduras pero que convergen en sinapsis durante
la diferenciacion neuronal.

Finalmente se compar6 el comportamiento de las poblaciones
intracelulares que contienen GABAgR2 con las que contienen
receptor de AMPA en gradientes de sacarosa. Se demostro
que estametodologia representa una herramienta eficaz para
separar distintos compartimentos intracelulares.

Financiamiento: FONDECYT 1040083, Iniciativa Cienti-
fica Milenio ICM-P04-068-F y FONDAP 15010006. Beca
doctoral de O.R. MECESUP UCHO0306

92.- PROTEINAS DE ANDAMIO EN CILIOS OLFATO-
RIOS DE RATA: POSIBLES ORGANIZADORES DE LOS
CONSTITUYENTES DE LAQUIMIOTRANSDUCCION
MYV Saavedra', U Thomas?, ED Gundelfinger?, J Bacigalu-
po! U Wyneken’. 1. Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile. 2. Neurochemistry Depar-
tment, Leibniz Institute for Neurobiology, Germany 3. Lab.
Neurociencias, Facultad de Medicina, U. de Los Andes

Unaneurona olfatoria puede responder de manera excitatoria
o inhibitoria a odorantes. La quimiotransduccion ocurre en
un pequeflo compartimiento subcelular, el cilio olfatorio.
Si bien los componentes iniciales de la cascada de trans-
duccion involucrados en ambas respuestas son comunes,
el canal i6nico que opera como efector final es diferente en
ambos casos. Sobre esta base planteamos la hipotesis que la
maquinaria de transduccion estaria organizada en complejos
macromoleculares mediante proteinas de andamio.
Utilizando inmunohistoquimicay Western blot encontramos
las siguientes proteinas andamio asociadas a membranas
ciliares: ProSAP1 y 2, CASK, SAP97 y Lin-7. En cambio,
la proteina de andamio SAP102, también presente en los
cilios, estd enriquecida en la fraccion soluble y ademas
presenta un peso molecular menor que el esperado. Por
RT-PCR detectamos nuevas variantes de procesamiento de
SAP102 en epitelio, una de las cuales corresponderia a la
banda observada por Western blot. Los resultados muestran
laexistenciade proteinas de andamio enlos cilios, sugiriendo
una funcion en la quimiotransduccion.

Mideplan ICM P99-031-F, Fondecyt 1020964, Mecesup
UCHO0012, Programa CONICYT Bicentenario en Ciencia
y Tecnologia ACT 45 (JB)

93.- LA SOBREEXPRESION DEL TRANSPORTADOR
DE VITAMINACSVCT2YSULOCALIZACION EN LA
MEMBRANA PLASMATICA INDUCE UN FENOTIPO
DIFERENCIADO EN CELULAS NEURONALES.
(SVCT?2 overexpression induces neuronal cells differentia-
t{on). Katterine Salazar*, Jose Sarmiento*, Maria de los
Angeles Garcia*, Carlos Gonzalez*, Francisco Nualart*.
*Laboratorio de Neurobiologia, Depto. de Biologia Celular,
Fac. de Ciencias Biologicas, U. de Concepcion y *Departa-
mento de Fisiologia, U. Austral de Chile, Valdivia.

Diferentes evidencias sugieren que la vitamina C es capaz
de estimular la diferenciacion de neuronas en estadios
post-natales. La incorporacion de vitamina C es mediada
por el transportador activado por sodio, SVCT2wt. Recien-
temente, se ha aislado desde el cerebro fetal humano una
isoforma de menor tamafio (SVCT2sh) la cual funcionaria
como un dominante negativo al ser transfectada en células
HEK293. Actualmente, se desconoce laaccionde SVCT2wt
y SVCT2sh en la diferenciacion de células neuronales. De
esta forma, hemos analizado el efecto de la sobre-expresion
de proteinas de fusion, SVCT2wt-YFP, SVCTsh-YFP y
SVCT2sh-HIS, en la linea celular de neuroblastoma N2A
y HN33.11. Evaluamos la expresion y funcion de ambas
proteinas de fusion mediante transfeccion y microscopia
confocal, Western blot y estudios cinéticos. Nuestros
resultados muestran que un aumento en la expresion de
SVCT2 induce un fenotipo diferenciado en células N2A,
que se correlaciona con un aumento en la captacion de acido
ascorbico y una localizacion preferentemente a nivel de la
membrana celular. Sin embargo, este fenotipo no es repro-
ducido al sobreexpresar SVCTsh-YFPy SVCT2sh-HIS y el
transportador de glucosa GLUT1. Estos resultados indican
que la regulacion de la funcion y localizacion de SVCT2
podria ser un mecanismo que contribuya a la diferenciacion
y maduracion de las neuronas del SNC.

FONDECYT 1050095, *Becaria CONICYT.
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94.- EXPRESION Y FUNCION DE SVCT2 EN LA GLIA
RADIAL, ELPRECURSOR NEURGENICO Y GLIOGE-
NICO CEREBRAL (SVCT2 expression andfunctioninradial
glia, the neurogenic and gliogenic brain stem cell). Carmen
Silva-Alvarez*, Francisco Nualart. Departamento Biologia
Celular, Fac. de Ciencias Biologicas, U.de Concepcion.

Lagliaradial es considerada la principal stem cell del sistema
nervioso central (SNC) en desarrollo. Se destacaen lacorteza
cerebral por sumorfologia bipolar, la cual toma contacto con
lasuperficiemeningeay el liquido cefalorraquideo (LCR), lo
que le permite actuar como guia para la migracion neuronal.
Se desconocen los estimulos que inducirian la diferenciacion
bipolar de esta célula, sin embargo, diferentes antecedentes
sugieren que factores meningeos y la vitamina C, podrian
modular la diferenciacion de esta célula. De esta forma defi-
nimos lalocalizacion del transportador SVCT2 enel SNCen
desarrollo y en la glia radial. Mediante inmunohistoquimica
e hibridacion in situ observamos que SVCT2 se localiza
preferentemente en el borde ventricular de la glia radial
durante el proceso de neurogénesis (estadios E12 a E17).
Una distribucion similar de SVCT2 se observo en el cerebro
humano de 9 semanas de gestacion.. En cultivos primarios
de células corticales, hemos determinado que la adicion de
vitamina C ejerce un efecto radializante muy marcado en la
diferenciacion in vitro de la glia radial positiva para RC2,
SVCT2 y GFAP. Estos resultados sugieren que SVCT?2 se
encuentra expresado en la glia radial durante el proceso de
neurogénesis, disminuyendo su presencia durante la etapa
de gliogénesis. Para el proceso de neurogénesis la glia ra-
dial tendria que mantener su contacto ventricular captando
vitamina C del LCR.

FONDECYT 1050095, *Becaria CONICYT.

95.- PLASTICIDAD NEURAL DE CELULAS TRON-
CALES MESENQUIMA TICAS HUMANAS (HMSC):
TRANSDIFERENCIACION YCONTAMINACION CON
PROGENITORES NEURALES (NPC). Rodrigo Somoza

Paulette Conget, Francisco Javier Rubio. Instituto de Cs.,
Fac. de Medicina Clinica Alemana-U. del Desarrollo

LashMSCaisladas de lamédula 6sea se diferencian hacia los
linajes mesenquimaticos: adipo, condro, osteo y miogénico;
pero ademas, bajo condiciones de cultivo particulares, pue-
den generar células que expresan marcadores de neuronas,
astrocitos y/u oligodendrocitos. Esta capacidad ha sido
interpretada como plasticidad neural de lashMSC; que, entre
otros factores, podria atribuirse a transdiferenciacion o a la
presencia de NPC en los cultivos de hMSC. Para evaluar
dichas hipotesis hemos generado clones, por dilucion limite,
a partir de cultivos de hMSC y los hemos caracterizado en
funcion de la expresion basal, por qRT-PCR, de marcadores
neurales y de su potencial de diferenciacion, in vitro, a los
linajes neural y mesenquimatico. De un total de 40 clones
generados, 90% se diferenciaron a células mesenquimaticas.
De estos, el 44% expresan marcadores neuronales (NF-M)
y/o gliales (GFAP y/o GalC) al ser expuestos al medio de
diferenciacion neural. Sugiriendo que algunas hMSC efec-
tivamente transdiferencian al linaje neural. Por su parte,
10% de los clones no diferenciaron a ninguno de los linajes
mesenquimaticos estudiados, pero expresaron basalmente
marcadores neurales (NF-M y/o GFAP) lo que muestra que
efectivamente los cultivos de hMSC estan contaminados
con NPC. En conjunto estos resultados demuestran que la
plasticidad neural de las hMSC se debe tanto a su transdife-
renciacion como a la contaminacion por NPC de los cultivos
de células adherentes de médula 6sea.

Financiamiento: Fundacién Andes C-14060/60 y UDD
80.11.003

96.- FUNCIONES ESPECIFICAS DE LOS PRODUCTOS
DEL GEN DLG EN LA SINAPSIS NEUROMUSCULAR
DE LA LARVA DE DROSOPHILA. Francisco Urra
Romina Barria, **Ulrich Thomas, *Vivian Budnik, Ricar-
do Delgado ***y Jimena Sierralta. Instituto de Ciencias
Biomédicas, Universidad de Chile y CENI. * Department
of Neurobiology, UMASS Medical School, EUA. ** Leib-
niz Institute for Neuroscience, Magdeburg, Alemania. ***
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Las mutantes discs-large (dlg) de Drosophila presentan
anormalidades en el desarrollo, incluyendo defectos en la
estructuray funcion sinaptica. Estos defectos fueron atribui-
dos a un unico producto del gen, DLG-A, una proteina de
andamio de la familia guanilato kinasas asociadas a mem-
brana (MAGUK). Previamente describimos la presencia de
varias isoformas de DLG, producto de diferentes inicios de
transcripcion y procesamiento alternativo del gen dig. Algu-
nos de los productos presentan un dominio S97N homdlogo
al N-terminal de la proteina mamifera SAP97/hDLG. En
la unién neuromuscular de larvas (UNM), se expresan dos
productos del gen dlg con y sin dominio S97N, DLGS97
y DLGA, respectivamente. Estudiamos la contribucion de
DLG-A y DLGS97 por separado en la localizacion de pro-
teinas sinapticas y en la funcion sinaptica mediante el uso
de mutantes isoforma-especificas y la expresion de RNAi
isoforma-especifico. La localizacion de proteina se estudid
por microscopia confocal y la funcion se estudio registrando
corrientes sinapticas evocadas (EJCs) y eventos de liberacion
espontaneos (mEJCs) mediante voltage clamp. Nuestros
resultados son consistentes con un modelo en el cual los
dos productos de dlg forman complejos independientes en
la UNM con funciones parcialmente compartidas. Proyecto
ICM P04-068-F, NIH R03 TW007068-02 y ACT#47.

97.- LOS HEMICANALES Y CANALES DE UNIONES
EN HENDIDURA DE ASTROCITOS CORTICALES
SON REGULADOS EN FORMA OPUESTA POR ALTA
CONCENTRACION DE GLUCOSA. Natalia Vega, Pablo
J. Saez, M. Victoria Velarde y Juan C. Saez. Departamento
de Ciencias Fisiologicas, Pontificia Universidad Catolica
de Chile, Santiago, Chile.

Los astrocitos en cultivo expresan hemicanales (HCs) y
canales de uniones en hendidura (CUH) constituidos por
conexina43. Ademas, la comunicacion intercelular mediada
por CUH en células endoteliales y musculares lisas es redu-
cida por concentraciones elevadas de glucosa ([glucosa])).
Nosotros estudiamos si altas [glucosa] afectan los HCs y las
CUH en astrocitos corticales de rata. Los astrocitos fueron
cultivados en medio conuna [glucosa] bajaoalta (5 6 25mM)
durante 72h; se evalud el estado funcional de los HCs y CUH.
En células HeLa transfectadas con Cx43-EGFP se evaluo
la expresion y distribucion celular de la proteina. Alrededor
de las 48h de cultivo en 25mM glucosa, la permeabilidad
celular mediada por HCs aument6 3-4 veces; respuesta que
fue resistente a ditiotreitol, sugiriendo que no participa la
oxidacion de residuos de cisteina de la conexina43. Ademas,
ocurri6 reduccion de la comunicacion celular mediada por
CUH, junto a una disminucion de los niveles de conexina
y del numero de CUH. Es posible que la apertura de HCs
favorezca la pérdida de asimetria electroquimica a través de
la membrana plasmatica y la reduccion de los CUH dismi-
nuya la capacidad de tamponamiento espacial del sincicio
astroglial, lo que aumentaria la susceptibilidad del SNC a
condiciones nocivas.
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98.- LA MOVILIDAD DE MARLIN-1 DEPENDE DEL
CITOESQUELETO Y PARTICIPA EN EL TRANSPORTE
DELRECEPTOR GABAg. Vidal, R. 1§, Ramirez, O. §, y Couve,
A.§. § Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile. } Escuela de Graduados,
Fac. de Ciencias, U. Austral de Chile.

Cambios en laactividad eléctrica generan respuestas adaptativas
enneuronas que incluyen sintesis, trafico, ensamblaje, insercion
ydegradacion de losreceptores de neurotransmisores. Ensinap-
sis inhibitorias se conoce bastante para receptores ionotropicos
tipo GABA,, sin embargo existe poca evidencia respecto a los
eventos intracelulares que controlan el trafico y la localizacion
subcelular de receptores metabotropicos GABAg. Para iden-
tificar proteinas que partcipan en estos procesos se realizo un
ensayo de doble hibrido y se describié Marlin-1, una proteina
capaz de asociarse al receptor GABA;. Marlin-1 se expresa en
predominantemente en cerebro, estudios de asociacion revelan
que interactiia directamente con la subunidad GABAgRI1 y
su localizacion celular y subcelular es similar al receptor.
Proponemos que Marlin-1 estd implicada en la localizacion
subcelular y trafico de los receptores mediante su interaccion
con citoesqueleto neuronal y motores moleculares. Para abor-
dar esta problematica usamos una combinacion de técnicas
bioquimicas, cultivos primarios de neuronas hipocampales,
expresion de cDNAs y microscopia confocal. Los estudios
bioquimicos mostraron unarobusta asociaciéon de Marlin-1 con
fracciones enriquecidas en microtibulos y que ciertas poblacio-
nes intracelulares de complejos proteicos contienen Marlin-1y
GABAGgR1. Ademas demostraron la interaccion especifica de
Marlin-1 y kinesina-1. Los estudios microscopicos realizados
con la técnica de FRAP demostraron la movilidad de Marlin-1
en neuronas, la cual depende de microtibulos polimerizados.
Estos antecedentes sugieren que Marlin-1 esta involucrada
en el transporte de GABAsR1 mediante sus asociaciones con
microtibulos y el motor citoesquelético kinesina-1.

Financiamiento: FONDECYT 1040083, Iniciativa Cientifica
Milenio ICM-P04-068-F y FONDAP 15010006.

99.- CARACTERIZACION DE LA PROTEINAMARLIN-2
Roger Koenig-Roberts] y Andrés Couvey. § Programa de Fi-
siologiay Biofisica, ICBM, Fac. de Medicina, U. de Chile. } Esc.
de Bioquim., Fac. de Cs. Quimicas y Farm., U. de Chile.

Nuestra investigacion se ha centrado en definir los mecanismos
que dan cuenta de las inusuales propiedades de estabilidad del
receptor metabotropico de GABA (GABAgR) en lamembrana
plasmatica, asi como en los mecanismos que explican su dis-
tribucion sindptica. Por medio de la técnica de doble hibrido,
se identifico recientemente una proteina llamada Marlin-1
que se asocia a la subunidad GABAgR1. El presente estudio
tiene como objetivo la caracterizacion de un nuevo miembro
de la familia de Marlin-1, denominada Marlin-2, identificada
por homologia de secuencias. Realizamos analisis in silico de
Marlin-2, el cual predice dominios de alfa-hélice, cierre de
leucinas y secuencias de localizacion nuclear. Obtuvimos el
c¢DNA de Marlin-2 humano y lo subclonamos en un vector de
expresion mamifera con el epitope HA. Con esta herramienta
logramos identificar el patron de distribucion subcelular en
sistemas heterdlogos, el cual es citoplasmatico y nuclear, con
una distribucion granular similar a Marlin-1. También estu-
diamos la interaccion entre GABAgRs y Marlin-2 mediante
inmunoprecipitacion. Ademdas desarrollamos un anticuerpo
contraMarlin-2, el cual nos ha permitido estudiar su distribucion
tisular, celulary subcelular, principalmente en neuronas. Con las
herramientas desarrolladas en este trabajo podremos investigar
en mayor profundidad la relacion funcional de Marlin-2 con
Marlin-1 y GABAgR.

Financiamiento: FONDECYT 1040083, Iniciativa Cientifica
Milenio ICM-P04-068-F y FONDAP 15010006.

100.- PPARI PROTECTS NEURONS FROM THE ROS
DEPENDENT TOXICITY OF f-AMYLOID. Alfaro 1
E., Cerpa W., Bronfinan M. and Inestrosa NC. Centro de
Regulacion Celulary Patologia “Joaquin V. Luco” (CRCP)
v MIFAB, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Uni-
versidad Catolica de Chile.

Inneurons, B-amyloid (AB) toxicity involves increased radical
oxygen species (ROS), and increased intracellular calcium,
which may result from either a loss of plasma membrane
integrity due to oxidative stress, or from deregulation of cal-
cium channels. In addition, A also induces a disturbance of
signaling pathways and interact with membrane proteins. We
have previously shown that ligand-activated PPARy protects
hippocampal neurons from A B-induced toxicity, as measured
by the 3-[4,5 -2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
reduction assay, and prevent the excitotoxic AB-induced rise
inbulk-free calcium. We found that the antioxidant Quercetin
was able to protect hippocampal neurons from H,O,—induced
stress but only partially from A toxicity as measured by the
MTT assay, thus, providing a tool to discriminate between
A-induced toxicity through increased ROS levels from
AB-induced ROS-independent effects. Using this approach
we show that the AB-induced ROS dependent pathway is
the principal target of PPARy-dependent neuroprotection
against AP and against the ROS-dependent AB-induced rise
in bulk-free calcium.

Supported by FONDAP N° 13980001 and the Millennium
Institute (MIFAB).

101.-ANALISIS DE SECUENCIAYESTRUCTURADEL
GENLRP6 ENINDIVIDUOS CON ENFERMEDAD DE
ALZHEIMERESPORA'DI CA. RodrigoArriagada’, Miguel
Avila!, Fabienne Wavrant de-Vrieze?, Parastoo Momeni?,
John Hardy?y Giancarlo V. De Ferrari'. 'Depto. Bioquimica
yBiologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Uni-
versidad de Concepcion, Concepcion-Chile y 2Laboratory
of Neurogenetics, NIA-NIH (Bethesda, USA).

Mediante busqueda de regiones de susceptibilidad genética
para la enfermedad de Alzheimer esporadica (EA, presen-
tacion tardia > 65 afios) se ha definido una amplia zona en
el brazo-p del cromosoma 12, la cual co-localiza con el gen
que codifica para la proteina LRP6 (LDLR-related protein
6), un co-receptor de la sefial Wnt. Anteriormente hemos
descrito la asociacion de dos polimorfismos nucleotidicos
simples (SNPs) presentes en el LPR6: 1le1062— Val (14¢) y
Cys1270—Cys (18¢) en series de casos-controles y familias
de individuos con EA esporadica. En este trabajo quisimos
evaluar si en la secuencia del LRP6 existen mutaciones o
SNPsno descritos, los cuales segregan con los polimorfismos
LRP6-14e y LRP6-18e enunasub-poblacion compuesta por
24 individuos confirmados con EA esporadica (familias del
NIA-NIH). Para ello, hemos secuenciado la region codifi-
cante correspondiente a los 23 exones del LRP6, ademas
de aprox. 500 pb de la zona 5’ sin traducir. Al respecto,
hemos encontrado 9 variantes nucleotidicas, 7 de los cua-
les corresponden a cambios no sinénimos (cambio en un
aminoacido). Estas nuevas mutaciones se concentran en
solo tres individuos con EA. Actualmente, nos encontramos
analizando el posible efecto funcional dichas variantes en
la actividad de la via Wnt.

Financiado por FONDECYT 1050097.
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102.- LAINHIBICION DEL MODULO DE TRANSDUC-
CIONDESENAL c—Al}L/P73 PREVIENE LAAPOPTOSIS,
LA FOSFORILACION DE LA PROTEINA TAU Y EL
DANO A LA MEMORIA ESPACIAL INDUCIDA POR
FIBRAS AB. Cancino, G.1., Yévenes, L.F.,, Hernandez, D.E.,
Castro, PU. y A.R. Alvarez. Laboratorio de Serializacion
Celular, Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Biologicas, P. U. Catdlica de Chile.

El péptido B-amiloide (AB) ha sido indicado como el prin-
cipal inductor de la neurodegeneracion en la Enfermedad
de Alzheimer (EA). Sin embargo, los mecanismos por el
cual las neuronas degeneran en la EA son desconocidos.
Recientemente, nosotros demostramos que la activacion
del médulo c-Abl/p73 esta involucrada en la induccion de
muerte neuronal por fibras AP in vitro, produciéndose un
incremento de la actividad de c-Abl al igual que un aumento
en los niveles nucleares de la proteina p73. Consistente con
losresultados anteriormente descritos, nosotros encontramos
en modelos in vivo que el médulo c-Abl/p73 es inducido
en hipocampos de ratas inyectadas con fibras AB. TAp73
es la isoforma de p73 que mas se expresa, co-localizando
con marcadores de dafio neuronal como caspasa-3 activada.
Mas importante aln, la inhibiciéon del médulo c-Abl/p73
previene la estabilizacion de la isoforma pro-apoptotica de
p73, la fosforilacion de tau, la induccion de apoptosis y el
dafio de lamemoria espacial inducido por fibras A . Nuestros
resultados sugieren fuertemente que el sistema c-Abl/p73 es
un regulador de la neurodegeneracion inducida por fibras
AR, proponiendo a sus componentes como candidatos para
ser utilizados como blancos terapéuticos en enfermedades
neurodegenerativas.

Financiamiento: FONDECYT 1040782

103.-ROL CITOPROTECTORDE HO1YBCL2 FRENTE
ASTRESS OXIDATIVO PRODUCIDO POR HIERRO EN
CELULAS DE NEUROBLASTOMA. Carriel C. Arredondo
M. Laboratorio de Micronutrientes, INTA, Universidad de
Chile.

Frente a un dafio producido por stress oxidativo se gatilla
el proceso apoptdtico. En la mitocondria la apoptosis es
regulada por proteinas de la familia Bcl-2 que promueven o
inhiben la apoptosis. Se destaca la accion de 2 proteinas que
tienen un rol antagonico, Bax y Bcl-2. Bax es una proteina
citoplasmatica pro-apoptotica, que durante la apoptosis, se
transloca a la membrana mitocondrial externa y promueve la
salida de citocromo C. Bcl-2 es una proteina anti apoptotica
que interactia con Bax inhibiendo la salida del citocromo C.
Frente a un stress oxidativo, existiria una interaccion entre
éstas proteinas y la hem oxigenasa (HO1), que tiene un rol
citoprotector conocido. Por ello, estudiamos el rol de estas
proteinas frente aun stress oxidativo producido por hierro. Para
ello, células de neuroblastoma (SHSYS5Y) fueron incubadas
con distintas concentraciones de Fe (5-100 uM) y se estudio:
a)laexpresionde Bax, Bcl2y HO1,b) contenido de Fe interno
y ¢) inmunolocalizacion. Al aumentar la concentracion de Fe,
aumento la expresion de las proteinas Bax, Bcl2 y HO-1 que
se correlaciono con el aumento de Fe interno. Los RNA de
estos genes presentan la misma tendencia. HO1 se transloco
alamembrana plasmatica. HO1 y Bcl2 actuando en conjunto
tendrian un rol citoprotector en la célula.

Financiamiento: FONDECYT 1051006

104.- FRIZZLED-1 MEDIA EL EFECTO PROTECTOR
DEL LIGANDO WNT-3A (Frizzled-1 mediates the protective
effect of the Wnt-3a ligand). Chacon MA e Inestrosa NC.
Centro de Regulacion Celulary Patologia “Joaquin V. Luco”
(CRCP), MIFAB, Fac. Ciencias Biologicas, P. Universidad
Catolica de Chile.

La via de sefalizacion Wnt participa en diversos procesos
celulares, incluyendo proliferacion y diferenciacion celular
junto a la apoptosis. Esta tltima ha sido implicada en cancer
y en la Enfermedad de Alzheimer. Nuestro laboratorio ha
propuesto que la via Wnt media la toxicidad del péptido-
B-amiloide (AP) y consistente con esto ha demostrado que
la activacion de la via Wnt por el ligando Wnt-3a protege
a las neuronas hipocampales de la toxicidad inducida por
AB. En este trabajo hemos estudiado el papel que cumplen
los receptores del ligando Wnt, denominados Frizzled (Fz)
en el efecto neuroprotector del ligando Wnt-3a en células
PC12 no diferenciadas. Los resultados muestran que Wnt-
3a es capaz de estabilizar una proteina clave de la via Wnt,
[-catenina, ademas de activar la transcripcion del gen blanco
ciclina-D1. Estos efectos no se observaron cuando el ligando
no-candnico Wnt-5a fue usado. Wnt-3a fue capaz de proteger
parcialmente a las células PC12 de la toxicidad inducida
por oligomeros de AP. Interesantemente, en células PC12
que sobre-expresan Fz-1, el efecto protector de Wnt-3a se
vio potenciado significativamente, concomitante con una
mayor estabilizacion de B-catenina y la transcripcion de
ciclina-D1. Oligonucledtidos antisentido dirigidos contra
Fz-1, que disminuyen su expresion, resultan en células
que no responden al ligando Wnt-3a mostrando una casi
completa inhibicion del efecto protector de este ligando.
Estos resultados sugieren que Fz1 juega un papel crucial
en el efecto protector de Wnt-3a.

105.- INTERACTION OF THE AMYLOID-B-PEPTIDE
WITH THE SYNAPTIC PROTEIN NEUROLIGIN.
Dinamarca, M1, Taylor, P?, Inestrosa, N. C.! ! CRCP Cen-
ter and MIFAB, Faculty of Biological Sciences, Catholic
University of Chile, and 2University of California, San
Diego, USA.

The interaction between the pre- and postsynaptic neurons is
an essential process in the formation of synapses. Recently,
two synaptic cell adhesion molecules, neuroligin (NRL) and
SynCAM, were showed to be potent inducers of synapse
formation in a non-neural system.

NRL is a cell adhesion protein located at the postsynaptic
region, whose extracellular domain is primarily formed by
an acetylcholinesterase-like domain. Intracellularly, NRL
interacts with PSD-95. On the other hand, the polymeriza-
tion and deposition of the amyloid-p-Peptide (Ap) is the
pathologic hallmark of Alzheimer’s disease. It has been
demonstrated that AP oligomers are neurotoxic, disrupt
synapses by blocking LTP and it has been suggested that
the target region for Af in the synapse is at the postsynaptic
side, however, the specific target in the synapse remain to
be established. To study whether the NRL interacts with Af3,
we used a truncated NRL corresponding to the extracellular
domain of the protein. Through thioflavin-T assay we evalu-
ated the AP polymerization in the presence of NRL. We also
evaluated through electrophoresis and electron microscopy
the formation of AP oligomers in the presence of NRL. We
conclude that NRL interacts with AB modulating the AP
oligomers and fibril formation in vitro.

Supported by FONDAP N° 13980001 and MIFAB.
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106.- PAPEL DE LA VIA C-ABL/P73 EN NEURODEGE-
NERACION EN LA ENFERMEDAD DE NIEMANN-
PICK TIPO C (NPC) Andrés Kleins*, Gonzalo I. Cancino*®,
Julio Amigo*, Oscar Lazo*, Francisca Bronfman®, Alejandra
Alvarez* y Silvana Zanlungos. $ Departamento de Gastroen-
terologia, * Departamento de Biologia Celular y Molecular,
#Departamento de Fisiologia. P. U. Catdlica de Chile

Laenfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC) es un mal auto-
somico recesivo, que lleva alaacumulacion de colesterol libre
en el sistema endosomal-lisosomal. Los pacientes presentan
una pérdida progresiva de neuronas cerebelares de Purkinje
por apoptosis, sin embargo no se conoce como el programa
apoptotico es activado en NPC. Nosotros proponemos que la
via pro-apoptética c-Abl/p73 esta involucrada en la muerte
neuronal en NPC. Analizamos la expresion de p73 y c-Abl
en cerebelos de ratones controles y NPC de 4, 6 y 8 semanas
de edad. A las 4 semanas de vida, los ratones NPC muestran
marca para p73 y c-Abl en las neuronas de Purkinje, y a me-
dida que progresa la enfermedad las sefiales para ambas caen
draméaticamente, lo que se correlaciona con la muerte de estas
neuronas. Para analizar a fondo la participacion del sistema
c-Abl/p73 en la muerte neuronal modulamos esta via in vivo.
Nuestros resultados muestran que la modulacion de esta via
produce una notable mejoria de los ratones NPC reduciendo
lapérdida de peso, los sintomas neurologicos y aumentando la
sobrevida de las neuronas de Purkinje. Esto sugiere que la via
c-Abl/p73 participa en la neurodegeneracion en NPC.
Financiado por Ara Parseghian Medical Research Foundation
y proyectos Fondecyt # 1030415, 1040782y 1040799.

107.- MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN CE-
LULAS CILIADAS EXPUESTAS A COBRE. Olivari, F.,
Herndndez, P, Allende, M.L. Nuicleo Milenio en Biologia del
Desarrollo, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Los teledsteos poseen un sistema sensorial llamado linea
lateral, compuesto por o6rganos llamados neuromastos que
contienen células ciliadas mecanotransductoras, similares a
las encontradas en el oido de mamiferos, y células accesorias.
Concentraciones subletales de cobre en solucion resultan toxi-
cas para los neuromastos del pez cebra. Un efecto similar ha
sido descrito para el aminoglicdsido neomicina, el cual afecta
especificamente a las células ciliadas de manera independiente
delaconcentracion. Los mecanismos implicados en estos tipos
de toxicidad no han sido caracterizados en la linea lateral del
pez cebra, sin embargo existen reportes de marcadores apop-
toticos inducidos por neomicina en células ciliadas. Algunos
de estos marcadores se han observado también durante el
recambio normal de las células del neuromasto. Realizamos
un estudio morfoldgico de la muerte celular inducida por
cobre y neomicina sobre las células ciliadas utilizando la
larva transgénica ET4, la cual expresa GFP en el citoplasma
de éstas, y también las tinciones syto 24 (nuclear) y bodipy
(membranas). Observamos una muerte celular rapida y no
coordinada, donde la velocidad de desaparicion de células
depende de la concentracion de cobre 0 neomicina. Se aprecia
compactacion nuclear en la mayoria de las células y fragmen-
tacion en algunos casos, lo cual es caracteristico de procesos
apoptoticos. Sin embargo las membranas sufren cambios
morfolégicos severos caracteristicos de la necrosis. Algunas
células cambian notablemente su posicion en el neuromasto
durante los tratamientos, sugiriendo cambios en el anclaje o
adhesion de las células. Analizamos también diferencias en la
toxicidad por cobre sobre células ciliadas activas detectables
pormarcaje con latincion4-di-2-Asp (DiAsp), y lasno activas,
resultando las primeras mas sensibles al cation. Ademas se
observo proteccion en presencia de Amilorida, bloqueador de
canales de mecanotransduccion. Estosugiereunarelacion entre
la actividad mecanotransductora y la sensibilidad al cobre.

Financiamiento: FONDECYT 1031003, ICM P02-050.

108.- LA HIPOTIROXINEMIA MATERNAAFECTALA
CITOARQUITECTURANEURONALDELHIPOCAMPO.
10pazo C., 'Valdés C., 'Irarrazaval J., 'Jadue C., 'Riedel C.
Universidad Andrés Bello.

La hipotiroxinemia materna se caracteriza porque la madre
gestante tiene reducido los niveles de tiroxina, patologia
que produce dafio cognitivo a su progenie. Los mecanismos
moleculares que subyacen este dafio se desconocen. Se ha
observado cambios en la citoarquitectura del hipocampo.
Especificamente hemos observado en ratas adultas que
se gestaron en madres hipotiroxinémicas 3.6 veces mas
neuronas en el stratum oriens que ratas gestadas en madres
normales. Experimentos bioquimicos han mostrado cambios
en la expresion y contenido del receptor TrkB y la subunidad
NRI1 del receptor de NMDA en la densidad postsinaptica
(DPS) del telencéfalo. Proponemos que estos cambios se
localizan en las neuronas del stratum oriens. Con lafinalidad
de probar esta hipotesis a ratas prefiadas se les administro
0.02% de metimazol en el agua de beber durante los dias
E12-E15. A los dos meses de edad la progenie macho fue
sacrificada y los cerebros fueron fijados para analizar la
expresion y localizacion de TrkB por inmunohistoquimica.
Se observod 3.5 veces mas de tincion positiva para TrkB en
el stratum oriens del CAl. Este aumento se correlacion6
con tincion positiva contra NeuN (3.6 veces), no asi con
GFAP (1.2 veces). El analisis de estos resultados sugiere
que las neuronas ectopicas del CA1 contienen TrkB en sus
arborizaciones dendriticas. Estos cambios podrian subyacer
mecanismos biologicos alterados que den cuenta del deterioro
cognitivo observado en la progenie.

FONDECYT 1040349

109.- PROCIANIDINA B2 PROTEGE A LAS CELULAS
HEPG2 DEL ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR
PEROXIDO DE HIDROGENO. Rosas C., Visquez L.,
Strobel P, Leighton F., Laboratorio de Nutricion Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

Estudios epidemiologicos han relacionado comidas ricas en
flavonoides con un menor riesgo de mortalidad cardiovascu-
lar. Frutas como manzanas, berries y uva; bebidas como vino,
té (verde y negro)y chocolate (cocoa) sonricos enflavonoides
y contienen, principalmente, procianidinas. Las procianidinas
son una familia de polifenoles poliméricos compuestos de
unidades de flavan-3-ol (catequina y epicatequina) que estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza. Las procianidinas
muestran in vitro una poderosa actividad antioxidante pero se
desconoce el mecanismo por el cual pueden ejercer efectos
antioxidantes en los organismos. En plasma humano se ha
detectado el dimero B2 (epicatequina-(4p-8)-epicatequina)
de las procianidinas, la (-)-epicatequina y la (+)-catequina,
después del consumo de alimentos ricos en flavanoles. He-
mos aislado, purificado e identificado el dimero B2 desde
la cascara de manzana (Granny Smith) mediante técnicas
cromatograficas (columna Sephadex LH-20 y HPLC) y LC-
MS yNMR. Confirmamos su poder antioxidante in vitro, por
mediciones ORAC y FRAP. Utilizando un modelo celular
(HepG2) determinamos que B2 protege a las células del
estrés oxidativo inducido por peroxido de hidrogeno. Los
resultados sugieren que el mecanismo protector del dimero
B2 estaria determinado por su ingreso a la célula y serian los
dimeros y no otras formas oligoméricas ni poliméricas de
procianidinas los responsables de los efectos antioxidantes
en el organismo.

Financiado por proyectos FONDEF D031-1047 y COPEC-
UC SC-0007
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110.- GALECTINA-8 PROMUEVE sobreviday proteccion
EN NEURONAS. Evelyn Pardol?, Andrea Soza'!, Juan
Godoy?, Nibaldo Inestrosa?, Alfonso Gonzdlez'?. 'Depto.
Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad Medicina.
2Centro FONDAP Regulacion Celular y Patologia Joaquin
Luco (CRCP). Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile y MIFAB.

La Galectina-8 (Gal-8), es una lectina de mamifero que
reconoce especificamente -galactosidos en glicoproteinas
y glicolipidos de la superficie celular y matriz extracelular.
Se une y activa ciertas integrinas del tipo B1 y se ha invo-
lucrado en procesos de adhesion, migracion, ciclo celular y
apoptosis. Hemos detectado autoanticuerpos anti-Gal-8 en
pacientes con lupus eritematoso sistémico, una enfermedad
que frecuentemente presenta compromiso neuro-psiquiatrico.
Al estudiar los efectos de la Gal-8 y su autoanticuerpo en
neuronas hipocampales embrionarias en cultivo primario
encontramos: 1) La Gal-8 soluble aumenta la sobrevida y
protege contra inductores de apoptosis tales como el péptido
APy el peroxido; 2) Los autoanticuerpos anti-Gal-8 inducen
apoptosisy 3) Tanto la Gal-8 como los anticuerpos anti-Gal-8
inducen entrada de calcio a las neuronas. Estos resultados
sugieren que la Gal-8 podria tener funciones importantes en
el sistema nervioso central y que sus autoanticuerpos tienen
potencial patogénico

(FONDECYT # 1050715 y FONDAP # 13980001).

111.-REELINAPROTEGE DE LANEURODEGENERA-
CION INDUCIDA POR FIBRAS AB EN CULTIVOS DE
NEURONAS HIPOCAMPALES. Ramirez J.A.!, Marzolo
M.P23 AlvarezA.R.!.! Laboratorio de Senalizacion Celular, ?
Laboratorio de Histologia, Facultad de Ciencias Biologicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.? Centro FONDAP
de Regulacion Celular y Patologia Dr. Joaquin V. Luco

Reelina es una proteina extracelular que regula la laminacion
de la corteza cerebral y el desarrollo de dendritas uniéndose
a los receptores de lipoproteinas ApoER2 y VLDLR. Se ha
postulado que esta proteina regula cascadas de sefializacion
relacionadas con neurodegeneracion. Asi mismo, se
ha propuesto al péptido AR como principal inductor de
neurodegeneracion en cultivos neuronales y modelos in
vivo, donde causa apoptosis y alteraciones al citoesqueleto.
En nuestro laboratorio hemos demostrado que en cultivos
neuronales, tratamientos con medios enriquecidos con
Reelina protegen de la apoptosis causada por fibras de AP,
obteniendo valores de viabilidad similares al control. Bajo
las mismas condiciones, observamos también que Reelina
previene alteraciones del citoesqueleto, tales como aparicion
de neuritas distroficas e incremento del 4rea del soma
neuronal. Por otro lado, recientemente hemos demostrado
la participacion del modulo de transduccion de sefial c-Abl/
p73 en apoptosis neuronal frente a exposicion a Af. Hemos
observado en corteza de cerebro de rata la interaccion
de ApoER2 con c-Abl. Nuestros resultados sugieren
fuertemente que Reelina es capaz de prevenir procesos
neurodegenerativos como la apoptosis y alteraciones al
citoesqueleto en cultivos neuronales, posiblemente regulando
al modulo c-Abl-p73.

FINANCIAMIENTO: Fondecyt 1040782

112.- ESFINGOLIPIDOS EN LA MUERTE DEL CAR-
DIOMIOCITO Moraga F, Quest AFG, Lavandero S. Centro
FONDAP Estudios Moleculares de la Célula, U. de Chile.

Las ceramidas, segundos mensajeros lipidicos generados
por accion de esfingomielinasas, participan en la muerte
celular, aumentando sus niveles intracelulares por radiacion
UV, citokinas y quimioterapicos. La isquemia-reperfusion e
hipoxia-reoxigenacion aumentan las ceramidas intracelulares
en el tejido cardiaco.

En este trabajo se caracteriz6 la muerte inducida por cerami-
das exdgenas de cadena corta C2 y C6 y esfingosina (Sph)
y esfingosina-1-fosfato (Sph-1P) en cultivos primarios de
cardiomiocitos. Los resultados mostraron que C2-y C6-ce-
ramidas disminuyeron la viabilidad en forma dependiente de
la concentracion y tiempo. Este efecto fue mas marcado con
C2-ceramida. Sph (2,5 uM), pero no Sph-1P, disminuy¢ la
viabilidad celular. Dihidro-C2 (analogo inactivo) tampoco
modifico la viabilidad celular. C2- y C6-ceramidas y Sph,
pero no dihidro-C2, indujeron necrosis temprana, evaluada
por liberacion de LDH y citometria de flujo. Posteriormente
hubo apoptosis determinada por con caida del potencial mi-
tocondrial. Este ultimo efecto no se observo con Sph-1P. La
micotoxina FB1, inhibidor de ceramida sintasa, no afecto la
viabilidad, sugeriendo que la generacion de ceramida por la
ruta biosintetica no estd involucrada en los mecanismos de
muerte. Adicionalmente C2-ceramida, pero no dihidro-C2,
aumentaron las especies reactivas del oxigeno (ROS) y los
niveles intracelulares de calcio. N-acetilcisteina inhibio la
muerte por necrosis gatillada por C2-ceramida. Se concluye
que las ceramidas de cadena corta estimulan la muerte del
cardiomiocito por necrosis temprana y apoptosis tardia.

FONDAP 15010006. FM es becario CONICYT

113.- LA MUERTE DEL FIBROBLASTO Y
MIOFIBROBLASTO CARDIACO PORANGIOTENSINA
II DEPENDE DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
AT,. Cristian Soto, Miguel Copaja, Juan Pablo Murnioz,
Sergio Lavandero, Guillermo Diaz-Araya. Centro FONDAP
CEMC, Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

Los fibroblastos y miofibroblastos cardiacos participan en
el remodelado de la matriz extracelular post-injuria, estimu-
lando el proceso de cicatrizacion. Los niveles de receptores
de angiotensina tipos I (RAT)) y II (RAT) aumentan en el
infarto al miocardio y la cardiomiopatia dilatada, respecti-
vamente. En este trabajo se investigd si existe una accion
diferencial de angiotensina II (Ang II) en el fibroblasto y
miofibroblasto cardiaco que expresan una mayor cantidad de
estosreceptores. Paraello, cultivos primarios de fibroblastos
se desdiferenciaron a miofibroblastos por TGF-f3 durante 84
h. Ensayos de union de radioligando mostraron la presencia
de RAT, en ambos tipos celulares. Sin embargo su numero
fue mayor en miofibroblastos pero con similar afinidad. La
expresion adenoviral de RAT, 6 RAT, en ambos tipos celu-
lares aumento6 el nimero de ambos subtipos de receptores
sin cambios en la afinidad. Ang II (100 nM) no afecto la
viabilidad de miofibroblastos y fibroblastos que expresaron
RAT:. Sin embargo, Ang 11 gatill6 la muerte de fibroblastos
que expresan RAT, no asi en el miofibroblasto. La muerte del
fibroblasto cardiaco curs6 através dela via RAT,-fosfolipasa
C- proteina kinasa C. En resumen, la expresion de RAT;
induce una respuesta diferencial a Ang II en fibroblastos y
miofibroblastos que controlan la sobrevida celular.

Fondecyt 1061059; FONDAP 15010006
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114.- EXPRESION CIRCADIANA DE GENES RELOJ
EN ADRENAL DE RATA IN VIVO Lorena Abarzua,
Paola Vasquez, Jocelyn Garcia, Claudia Torres-Farfan,
Hans Richter. Instituto de Histologia y Patologia, Facultad
de Medicina, Universidad Austral de Chile.

El sistema circadiano determina un orden temporal interno
mediante la generacion de biorritmos de 24-h. En mamiferos,
el reloj maestro reside en el nucleo supraquiasmatico y sus
oscilaciones dependen fundamentalmente de la expresion
coordinada de una serie de genes “reloj” (Perl-2, Clock,
Bmall, Cryl-2). Estudios recientes (raton, mono) de la
expresion de transcritos reloj, sugieren que la glandula
adrenal es un nuevo reloj periférico. Nuestro objetivo fue
caracterizar los patrones circadianos de expresion de mRNAs
y proteinas reloj en adrenal de rata.

Mediante RT-PCR semicuantitativo de muestras obtenidas
a lo largo de las 24-h, se determin6 que el mRNA de Clock
no oscila, el mRNA de Cry2 oscila moderadamente, en tanto
los mRNAs de Bmall y Per2 oscilan con alta amplitud;
alcanzando valores maximos en intervalos horarios opuestos
(P<0.05). Estos resultados estan siendo consolidados por PCR
en tiempo real. Respecto a las proteinas reloj, los analisis de
Western blot arrojan evidencia preliminar que PER1 (150
kDa) muestraniveles oscilatorios de expresion, mientras que
CLOCK (100kDa) permanece estable, lo cual se correlaciona
con la expresion de mensajeros. Estos resultados no sélo
apoyan la existencia de un reloj periférico en la adrenal de
rata, sino también aportan datos sobre oscilacion de proteinas
reloj en 24-h, escasos en la literatura.

Proyectos DID-UACh S-200433 y FONDECYT N°
1050389

115.-ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A HIPOXIA
QUIMICA DE MICROVASCULATURA, CELULAS
ESPERMATOGENICAS Y CELULAS DE SERTOLI DE
TESTICULO DE RATA MARITZA B. Alliende!, Jorge G.
Farias®, Juan G. Reyes'. Instituto de Quimica, Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso', Instituto de Estudios
de la Salud, Universidad Arturo Prat, Iquique?

Exposicion a hipoxia induce un fendémeno apoptoético en
células espermatogénicas. En estas condiciones, por inmu-
nohistoquimica evidenciamos la induccion del factor indu-
cible por hipoxia (HIF-1). Sin embargo, los tipos celulares
mas sensibles en testiculo a hipoxia no se conocen. Para
estimar la sensibilidad a hipoxia de distintos tipos celulares
en el testiculo se estudié la respuesta a Co?* de HIF por
inmunocitoquimica, realizandose una curva dosis-respuesta
para este inductor de hipoxia quimica en microvasculatura,
espermatocitos, espermatidas y células de Sertoli. Co?
induce hipoxia quimica inhibiendo la actividad de prolil-
hidroxilasas, responsables de inducir la degradacion de
HIF, un fenomeno analogo a los efectos de bajas presiones
parciales de O..

En espermatocitos y espermatidas hay induccion de la ex-
presion de HIF por exposicion a Co?* por 12 h con una K
=11 +2 pM. En microvasculatura, exposicion a Co* por 12
h induce expresion HIF-1, manteniéndose casi constante a
bajas concentraciones, teniendo un aumento sobre 60 uM.
En contraste, las células de Sertoli presentan toxicidad por
exposicion a Co?* por 12 h sobre 5 uM. Nuestros datos
muestran que distintas células del testiculo presentan di-
ferente sensibilidad a hipoxia por Co?*, no evidenciandose
que la microvasculatura sea el sitio sensor de hipoxia en
testiculo

(Financiado DI/PUCYV y DI06-UNAP)

116.- TRANSPORTE DE VITAMINA C EN CELULAS
DE SERTOLI: EVIDENCIA FUNCIONAL DE TRANS-
PORTADORES FACILITATIVOS DE HEXOSAS (GLU-
TS) Y COTRANSPORTADORES SODIO-ASCORBATO
(SVCTS). Constanza Angulo!, Maite Castro’, Rodrigo
Maldonado', Dominique Segretain’, Alejandro Yaiiez!, Juan
Carlos Slebe!, Juan Carlos Vera?, llona I. Concha'. 'Instituto
de Bioquimica, Universidad Austral de Chile, ?Departamento
de Fisiopatologia, Universidad de Concepcion, *Histologie-
Embryologie, Universidad de Paris.

Las células de Sertoli proporcionan un microambiente
esencial paraladiferenciacion de lalinea germinal masculina
a través de la formacion de la barrera hemato-testicular.
Puesto que la vitamina C es esencial para el desarrollo
normal de las células germinales masculinas y que el acceso
de moléculas desde el plasma al compartimento adluminal
del tabulo seminifero es limitado, nos abocamos al estudio
de la expresion de los transportadores de vitamina C en
las células de Sertoli aisladas a partir de ratas adultas y de
células de Sertoli de lalinea42GPA9. Se utilizé un marcador
especifico de células de Sertoli, WT1, que nos permiti6
diferenciar estas células de la linea germinal, validando la
linea celular 42GPA9 como modelo de estudio. En ensayos
detransporterealizados a 32°C se determind que el transporte
de acido ascorbico es lineal hasta los 5 min y que se observan
dos componentes con Kms de 12 y 38 uM. El transporte de
glucosa es lineal hasta 1 min y presenta dos componentes de
transporte con Kms de 0,6 y 3,5 mM. Estos datos confirman
que ambos sistemas de transporte de vitamina C (GLUTs y
SVCTs) son funcionales en estas células.

(FONDECYT 1060135 y 1020451, Beca Tesis Doctoral
CONICYT 2003, MECESUP AUS0006)

117.-EFECTO DE UNAGENTEDERIVADODEALFA—
FETOPROTEINA(AFP) SOBRE LAPROLIFERACION
DE CELULAS MCF7 ESTIMULADAS CON ESTRA-
DIOL Y/O EGE. Elmer R Antileo, Maria J Epuiidn, Ana
M Pino, Walter D Sierralta Laboratorio de Investigacion
en Estructura, INTA-Universidad de Chile, Avda Macul
5540, Santiago, Chile.

Se analizo el efecto de un ciclopéptido 9mer (cP) derivado
de AFP sobre la proliferacion de células MCF7 cultivadas en
medio DMEM/F12+ITS con o sinsuero de ternera deficiente
en esteroides. La proliferacion se analiz6 citometricamente,
determinando viabilidad por exclusion de azul de tripan. Las
células fueron estimuladas por 24h con 2nM estradiol o
Sng/ml EGF o su combinacion. Para inhibir la proliferacion
se adiciond 2pg/ml cP. La expresion de HER2/neu9 fue
analizada mediante inmunofluorescencia indirecta.

En presencia de suero, la proliferacion es estimulada por
E2 en mayor medida que por EGF; la combinacion de
ambos mitdgenos no provoca una mayor proliferacion que
la observada con EGF solamente. cP es capaz de inhibir la
activacion de la proliferacion por estos mitdgenos.
Enausenciade suero, la proliferacion es estimulada por EGF
mas intensamente que estradiol y la combinacion EGF+E2
es aiin mas potente. También en estos casos, cP es capaz de
inhibir rapida y eficientemente la proliferacion.

La expresion de HER2/Neu9 en células estimuladas con
cualquiera de los mitogenos fue disminuida ante la presencia
de cP en el medio.

Conclusiones: el agente cP inhibe la proliferacion de células
MCF7 estimulada por estradiol y/o EGF, independientemente
de la presencia de suero.

FONDECYT 1040881
Socio Patrocinante: José J. Minguell PANEL
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118.- PROGESTERONA PROMUEVE EL POTEN-
CIAL ANGIOGENICO DE LINEAS CELULARES DE
CANCER DE MAMA A TRAVES DEL AUMENTO DE
FACTOR TISULAR. Aranda-Jaque E. & Owen GI. Uni-
dad Reproduccion y Desarrollo. Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

Factor tisular (FT) es una glicoproteina transmembrana que
unido a su ligando FVIIa activa la cascada de coagulacion.
En clinica, FT esta sobre-expresado en varios tipos de can-
cer. Nuestros resultados mostraron que progesterona (Py)
aumenta la expresion de FT en células de cancer de mama
ZR-75. Por otro lado el medio condicionado (MC) de estas
células aumenta la formacién de microvasos en matrigel.
Por ello, es interesante determinar la via de transduccion de
seflales activada por FVIla y si ello promueve un aumento
en angiogénesis. Objetivo: Analizar si el aumento por
progesterona y activacion de FT activa MAPKs y aumenta
angiogénesis. Métodos: El potencial angiogénico fue medido
por la reorganizacion de células endoteliales en matrigel en
presencia de MC de células de cancer de mama ZR-75. La
fosforilacion de p42/p44 fue analizada por western blot.
Resultados: MC de cancer de mama tratadas con P, y
FVIla acelera el proceso angiogénico. La fosforilacion de
p44/42 aumenta en células tratadas con P,y en presencia de
FVIla. Conclusiones: Demostramos que MC de células de
cancer de mama en presencia de FVIIa acelera el proceso
angiogénico y esta proteasa esta aumentando la fosforila-
cion de p42/p44. Estos resultados sugieren que FT podria
participar en el aumento de angiogénesis promoviendo la
liberacion de factores proangiogénicos a través de la acti-
vacion de MAPKs.

119.- LAMININA-1 ESTIMULA LAADHESI ON Y PRO-
LIFERACIONDE LAS ESPERMATOGONIAS DE RATA
EN CULTIVO, ESTAINTERACCION OCURRE VIA LA
INTEGRINA 0.6 1. Eva Bustamante, Ricardo D. Moreno
Unidad de Reproducciony Desarrollo, Facultad de Ciencias
Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

La espermatogénesis se desarrolla a partir de un reducido
numero de células troncales (espermatogonias) que residen
en la base del tibulo seminifero en estrecho contacto con la
laminabasal. Laminina-1 (a.131y1)esunodelos principales
componentes de lalaminabasal y se une alas células mediante
receptores como integrinas y distroglican, entre otras. Para
probar la hipotesis que laminina-1 estimula la adhesion y
proliferacion de espermatogonias de rata in vitro mediante
integrina a6P 1, purificamos espermatogonias de ratas pre-
puberes mediante un plaqueo diferencial sobre colageno
y laminina. Un 82% de las células seleccionadas por este
método presentaron marcadores especificos de espermato-
gonias como c-kit e integrina o631, siendo negativas para
marcadores de células sométicas. Posteriormente estas células
fueron cultivadas por 12 a 48 h sobre laminina, colageno y
BSA. Alas 12 h de cultivo el numero de espermatogonias
adheridas alaminina-1 fue significativamente mayor respecto
aaquellas cultivadas sobre colageno o BSA. La adhesion de
estas células a laminina disminuy¢ al incubar las células con
péptido RGD, no asi las cultivadas sobre colageno o BSA.
Elanalisis de laincorporacion de bromodeoxiuridina, reveld
que laminina-1 estimuld significativamente la proliferacion
de las espermatogonias. Asi podemos concluir que laminina-1
promueve laadhesion y la proliferacion de espermatogonias
de rata in vitro.

Fondecyt 1040800.

120.- GLUCOSA INDUCE APOPTOSIS Y ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO EN ESPERMATOCITOS
DE RATA EN CULTIVO Bustamante-Marin X. y Moreno
R. D. Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de
Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de
Chile y Millenium Nucleus in Developmental Biology

La glucosa altera los niveles de ATP, Ca*2 y pH en esperma-
tocitos en cultivo. En células somaticas glucosa (33 mM)
induce apoptosis al activar el receptor de muerte Fas y la
produccion de radicales de oxigeno (ROS), mediada por la
proteina quinasa C (PKC). En este trabajo quisimos estudiar
siglucosainduce o promueve la apoptosis de espermatocitos
en cultivo. Métodos: Espermatocitos aislados de testiculos
deratas de 25 dias se cultivaron durante 30 hrs. en medio KH
suplementado con glucosa o lactato (10mM). La muerte se
estudid por incorporacion de azul de tripan y la apoptosis por
TUNEL. Fas fué evaluado mediante inmunofluorescencia,
western blott y RT-PCR. La produccion de ROS se detecto
mediante citometria de flujo. La actividad de las caspasas
se midi6 mediante un ensayo colorimétrico. Resultados:
Los espermatocitos cultivados en presencia de glucosa por
30 hrs mostraron un aumento en el numero de células en
apoptosis, lo que correlaciond con un aumento en los niveles
de Fas en la membrana plasmatica. La muerte celular no se
correlacion6 con un aumento en la actividad de caspasas (3,
8 09). Sin embargo, observamos un aumento significativo
en la produccion de ROS. Por otra parte, PMA un activador
de PKC, indujo un aumento significativo en las células en
apoptosis. Conclusién: Glucosa produce un aumento de Fas
y ROS, que podria explicar el aumento en la muerte celular
de los espermatocitos.

Financiamiento: FONDECYT 1040800

121.- CARACTERIZACION Y LOCALIZACION DE
CALRETICULINA EN QUISTES HIDATIDICOS Y
PROTOESCOLICES DE E. granulosus (Calreticulin
characterization and localization in E. granulosus hydatid
cysts and protoscoleces) Cabezon C, Cabrera G, Galanti N.
Programade Biologia Celulary Molecular, ICBM, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

Echinococcus granulosus es el agente causal de la hidati-
dosis, zoonosis importante a nivel mundial. En hospederos
intermediarios (hombre y otros mamiferos) el parasito forma
quistes hidatidicos, que en su estrato interno (capa germinal)
generan protoescolices, infectantes para canidos. Existen
quistes fértiles (productores de protoescolices) e infértiles.
La calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional,
altamente conservada. Podria participar en el transporte
hacia el quiste de otras proteinas, que contribuyen a su fer-
tilidad o infertilidad. En este estudio, se aislo y caracterizo
dos clones de DNA con secuencias parciales que codifican
para CRT de E. granulosus (EgCRT). Se analiz6 la EgCRT
a nivel transcripcional y traduccional, asi como su localiza-
cioén, en capa germinal de quistes fértiles e infértiles y en
protoescolices.

La expresion de mRNA fue similar en capa germinal de
quistes fértiles e infértiles y en protoescolices. EgCRT es
una proteina presente en dos formas: ~50-kDa y ~80-kDa;
esta Ultima posiblemente corresponda a un procesamiento
post traduccional o a un dimero. Se localiz6 principalmente
en zonas perinucleares y citoplasmaticas de capa germinal
y de protoescolices.

Es la primera vez que se describe la presencia y expresion
de CRT en E. granulosus, posibilitando el analisis de su rol
en la fisiologia de este parasito.

FONDECYT N° 1050135 y RTPD-SIDA/SAREC
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122.- DANO OXIDATIVO, RAD 9 Y FERTILIDAD/
INFERTILIDAD DE QUISTES HIDATIDICOS (Oxidative
damage, RAD 9 and Fertility/Infertility of Hydatid Cysts)
Cabrera G, Cabrejos ME, Cabezon C, Galanti N. Programa
de Biologia Celulary Molecular, . C.B.M., Fac. de Medicina,
U. de Chile (ngalanti@med.uchile.cl)

Echinococcus granulosus es el agente causal de la hidatidosis,
enfermedad que afectalasalud humanay animal. Enhombres
y herbivoros, el parasito forma quistes hidatidicos. Estos pre-
sentan una capa germinal interna que origina protoescolices
infectivos para canidos (quistes fértiles), rodeada de una capa
laminar acelular y una capa adventicia externa, generada por
elhospedero. Existen quistes infértiles, incapaces de generar
protoescolices. Se ha postulado que el quiste hidatidico
sobrevive en un ambiente aerdbico, resistiendo el dafio de
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno, generadas por
células asentadas en la capa adventicia. En este trabajo se
describe dafio oxidativo del DNA de capa germinal de quistes
infértiles, sugiriendo que: 1) éste puede ser un mecanismo de
infertilidad de los quistes; 2) mecanismos de reparacion del
DNA mantendrian la fertilidad de los quistes. Se encontrd
resultados similares en protoescolices. Ademas, se analizo la
presenciay expresion del gen que codificaparaRAD9 en capa
germinal de quistes fértiles, infértiles y protoescolices. Esta
proteina participa en la reparacion del DNA en eucariontes.
No se observo diferencias significativas entre ellos, en la
expresion de este gen, sugiriendo una funcion constitutiva de
rad9, posiblemente para mantener una vigilancia constante
a las injurias al DNA generadas por el hospedero.

FONDECYT N° 1050135 y RTPD-SIDA/SAREC

123.- TRANSPORTE DE GLUCOSA ASTROCITARIO
COMO DETECTOR DE COINCIDENCIAS: SENA-
LIZACION POR Na+ Y Ca* '2Loaiza A., 'Porras OH.,
'Ruminot 1., 'Barros LF. 'Centro de Estudios Cientificos
CECS. 2Universidad Austral de Chile

Hemos comunicado previamente que los astrocitos activan
su transporte de glucosa en respuesta al neurotransmisor
glutamato, evento mediado por el co-transportador de Na'-
glutamato. Junto con estimular el transporte de glucosa, el
glutamato aumenta las concentraciones citosdlicas de Na*
y Ca*2, fenomenos imitados por el D-aspartato, un sustrato
especificodel co-transportador que no estimula los receptores
de glutamato presentes en astrocitos en cultivo.

Enesta presentacion mostraremos que tanto la inhibicion del
alza de Ca*2 con EGTA extracelular o BAPTA intracelular,
impidieron la estimulacion de la captacion de la glucosa
fluorescente 6-NBDG por D-aspartato, sugiriendo un papel
mediador para el divalente. Sin embargo, la induccion
de un aumento agudo de Ca*? con los agonistas DHPG y
endotelina-1 (ET-1), no logré estimular la captacion. Por
otro lado, la inducciéon de aumentos agudos de Na* con
gramicidina y ouabaina, tampoco fue efectiva. Cuando las
sefiales de Ca*2(ET-1) y Na* (gramicidina) fueron inducidas
al unisono, si se pudo estimular la captacion de hexosas, en
grado similar a lo observado con glutamato o D-aspartato.
La activacion del transporte de hexosas también pudo ser
reproducida mediante la induccion secuencial de las sefiales
de Na*y Ca*2. Estos resultados muestran que el transporte de
glucosa de los astrocitos detecta la coincidencia de sefiales
de Na*y Ca*. Las consecuencias funcionales de este nuevo
mecanismo seran discutidas en el contexto de la regulacion
aguda del metabolismo energético cerebral.

FONDECYT 1051082

124.- ELPEPTIDO NATRIURETICO CEREBRAL (BNP)
PRODUCIDO POR LAS MEMBRANAS FETALES
PUEDE CONTRIBUIR A LA MANTENCION DE LA
QUIESCENCIA MIOMETRIAL DEL EMBARAZO EN
HUMANOS. Delpiano AM, Vidal RJ, Cuello MA, Poblete
JAy Carvajal JA. Laboratorio de Medicina Materno-Fetal,
Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Pontificia U.
Catdlica de Chile. Patrocina Dr. Gareth Owen.

Demostramos que las membranas fetales (MF, corion y
amnios) producen factores que inhiben la contractilidad
miometrial. Hipétesis: postulamos que las MF producen
BNP, el cual desempefiaria un rol en la mantencion de la
quiescencia miometrial del embarazo. Métodos: recolec-
tamos MF de embarazadas de término (38-41 semanas)
o pretérmino (<36 semanas), con o sin trabajo de parto.
Medimos la expresion de RNAm BNP (RT-PCR) en MF y la
concentracion de BNP(RIA) en MF y en medio condicionado
por MF. Resultados: La concentraciéon de BNP y RNAm
fue similar en el corion y el amnios. Los niveles de BNP y
RNAm fueron significativamente mayores en MF, y medio
condicionado, pretérmino comparado con término (ambas
sin trabajo de parto). Observamos disminucion significativa
de BNP y RNAm en MF pretérmino con trabajo de parto.
Conclusion: las membranas fetales humanas producen
BNP y lo liberan al medio. Los altos niveles detectados en
muestras pretérmino sugieren un rol en la mantencion de la
quiescenciamiometrial. Ladisminucion del BNPen muestras
pretérmino con trabajo de parto sugiere que la disminucion
prematura de BNP puede jugar un rol etiologico en el inicio
prematuro del trabajo de parto.

Financiado por proyecto FONDECYT 1020675 y
1050744

125.- EFECTQ DE LA GLUCOSA ELEVADA SOBRE
LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DE OXIDO NITRICO
SINTASAS (NOS) ENENDOTELIOMICROVASCULAR.
Gonzdlez F.G., Eller G., Boric M.P. y Velarde V. Departa-
mento de Fisiologia, FCB, P. U. Catdlica de Chile.

Las células endoteliales (CE) poseen propiedades antinfla-
matorias, antitromboticas y vasorelajadoras mediadas por
la produccion de oxido nitrico (NO). Las complicaciones
derivadas de la diabetes tienen como factor comun la
disfuncion endotelial. La disminucion en la disponibili-
dad/produccion de NO en respuesta a Bradicinina (BK) es
consecuencia del desacoplamiento de la NOS endotelial
(eNOS) y produccion de O,-. Ademas la expresion de laNOS
inducible (iNOS) aumenta en diabetes. Estudiamos el efecto
de la glucosa elevada (GE) sobre los niveles proteicos de
NOS, la produccion de NO y la sefalizacion de BK en CE.
Usamos cultivos primarios CE de mesenterio derata tratadas
con 5 (glucosa normal, GN) y 25 mM glucosa (GE) por 24
hrs. Medimos niveles proteicos de NOS (WB), produccion
de NO (DAF-DA) y cambios en [Ca?*]; (FURA-2AM) en
respuesta a BK en presencia o ausencia de inhibidores:
L-NAME y 1400W (NOS), HOE-140 y desArg’Leu*BK
(Receptor B1-B2).

En respuesta a BK, el aumento en [Ca*]; disminuye un
60% en CE tratadas con GE respecto a GN, la produccion
de NO es 8 veces menor y es inhibida por los inhibidores
usados. Los niveles proteicos de eNOS e INOS son simila-
res en ambas condiciones. Concluimos que la sefializacion
de BK esta alterada en alta glucosa a 2 niveles: [Ca?*]; y
disponibilidad de NO.

FONDECYT 1040816-1040809
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126.- INSULINA AUMENTA LA UNION DE SP1 AL
PROMOTOR DE SLC7A1 EN ENDOTELIO FETAL
HUMANO. (Insulin increases the binding of Spl to the
promoter of SLC7A1 in human fetal endothelium). Gonzdlez,
M., Farias, M., Murioz, G., Cea, L., Valencia, N., Vecchiola,
A., Casanello, P, Sobrevia, L. Lab. de Fisiologia Celular
y Molecular (CMPL) y Lab. de Investigaciones en Perina-
tologia (PRL), Centro de Investigaciones Médicas (CIM),
Fac. de Medicina, P. U.Catdlica de Chile.

En endotelio de vena umbilical humana (HUVEC) el
transporte de L-arginina es mediado preferentemente por
el sistema y*/hCAT-1. Insulina y D-glucosa estimulan el
transporte de L-arginina y el nivel de mRNA de hCAT-1. El
promotor de SLC7A41 (hCAT-1) presenta cuatro secuencias
consenso para Spl, factor de transcripcion que responde a
insulina y D-glucosa. Este estudio determina el efecto de
insulina (1 nM, 8 horas) y D-glucosa (25 mM, 24 horas) sobre
la abundancia y union de Spl al promotor de SLC7A41 en
HUVEC. Se determiné la abundancia de Sp1 en citoplasma
y nucleo (Western blot), union de Spl a SLC7A41 (inmuno-
precipitacion de cromatina) y efecto de sobre-expresion de
Spl (transfeccion de vector de expresion) en el nivel de
mRNA de hCAT-1 (RT-PCR). La abundancia de Spl en el
nucleo aument6 por insulina (~2-veces), D-glucosa (~2.8-
veces), o0 D-glucosa+insulina (~8-veces). La union de Spl
a la secuencia consenso GGGCGGQG (entre -350 y -216 pb
de SLC7A1) aumento por insulina (~1.4-veces), D-glucosa
(~1.9-veces) o D-glucosa + insulina (~2-veces). La sobre-
expresionde Spl aumentd (~1.3-veces) el mRNA de hCAT-1.
El efecto de insulina y D-glucosa sobre la transcripcion de
hCAT-1 podria deberse a un aumento de la union de Spl al
promotor de SLC741 en HUVEC.

FONDECYT 1030781/1030607. MG posee beca CONI-
CYT.

127.-DISENO, SINTESIS YEVALUACION BIOLOGICA
DEMOLECULAS CONPOTENCIALACTIVIDAD PARA
EL TRATAMIENTO DE LAS CATARATAS Patricio
Huenchuiiir G.', Eduardo Silva S*., Ana Maria Edwards M 2,
Tomds Pérez-Acle’, Maria Inés Becker C.*, Lorena Cantuarias
B.1, Freddy Rivera M.', Carlos Lagos A.", Francisco Vargas
B.,2 Patricio Flores M.> & Denis Fuentealba P! Depto. de
Farmacia, Fac. de Quimica (phuenchu@uc.cl) 2 Lab. de
Quimica Bioldgica, Fac. de Quimica? Centro de Genémica
y Bioinformatica, Fac.de Cs. Biologicas P. U. Catolica de
Chile * Biosonda S.A.

La aparicion de las cataratas, la causa mas comtn de ce-
guera, esta relacionado con el estrés oxidativo producto
del envejecimiento. El lente posee variados mecanismos
de defensa: chaperonas a.-cristalinas, la cadena antioxidante
ascorbato, glutation y glutation reductasa, y el sistema de-
gradativo ubiquitina—proteasoma. Nuestro grupo estudia los
parametros involucrados en el proceso de envejecimiento
del cristalino: la actividad chaperona de las a-cristalinas,
el contenido de proteosoma y de proteinas ubiquitinadas, la
presencia de modificaciones carboximetil lisina en distintos
grupos etareos, y los procesos de glicacion que sufren las
proteinas del lente. Con el fin de evitar o retardar estos
procesos se estudia el uso de aminas enddgenas para inhibir
los fenomenos de glicacion y eventualmente actuar como
antioxidantes frente a estrés oxidativo. Asimismo, se han
disenado, sintetizado y evaluado moléculas peptidomimé-
ticas de estructura general R;-SO,-AA,-AA;-N-R,, que han
demostrado interesantes porcentajes de inhibicion por la
calpaina, enzima involucrada en la formacion de cataratas,
convirtiéndolas en potenciales herramientas terapéuticas
para prevenir esta enfermedad.

Agradecimientos: Proyecto Fondecyt 1050965.

128.- METOXIESTRADIOL AUMENTA APOPTOSIS
MEDIADAPOR TRAIL EN CELULAS DE CANCER DE
OVARIO Y NO EN CELULAS DE OVARIO NORMAL.
Kato S., Sadarangani A., Braiies J., Owen G. y Cuello M.
Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Facultad de
Medicina y Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile. Fondecyt 1050744 y
1060495

El cancer de ovario posee la mayor mortalidad dentro de
los canceres del tracto reproductivo femenino, debido a su
diagnostico tardio y la falta de nuevas terapias efectivas.
2 metoxiestradiol (2ME) es un metabolito endégeno del
estradiol con propiedades antitumorales, antiangiogénicas
y apoptdticas tanto in vivo como in vitro. TRAIL (TNF- re-
lated apoptosis-inducing ligand) induce apoptosis a través
de receptores de muerte en una gran variedad de tumores.
Objetivo: Determinar la respuesta de células de cancer de
ovario (A2780) y células normales de ovario en presencia
de 2ME, TRAIL y la combinacion de ambos. Métodos: Se
determino la pérdida de viabilidad por ensayos de MTS y el
mecanismo de apoptosis por expresion de caspasas, citocromo
¢, smac-diablo, clivaje de PARP y fragmentacion de ADN.
Resultados: 2ME y TRAIL inducen apoptosis en células
A2780 y no en células normales de ovario. El tratamiento
conjunto en células A2780 disminuye la viabilidad en for-
ma aditiva, aumenta liberacion de citocromo c, disminuye
procaspasa 8 y 9, aumenta smac-diablo y clivaje de PARP.
Conclusién: 2ME y TRAIL inducen apoptosis en forma
aditiva en células de cancer de ovario A2780. La ausencia de
toxicidad hace que TRAIL pudiese ser considerado como una
nueva alternativa en el tratamiento del cancer de ovario.

129.- REGULACION DE FACTORES DE RIESGO EN
EL CANCER ENDOMETRIAL POR METABOLITOS
DEL ESTRADIOL Lange S., Sadarangani A., Kato.S ,
Cuello M. & Owen G.1. Unidad de Reproduccion y Desa-
rrollo, Departamento de Obstetricia y Ginecologia, CIM,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile FONDECYT N°
1050774, 1060495

Introduccién: Muchas acciones del estradiol no son causadas
por el estradiol mismo, sino que se pueden deber a la accion
de metabolitos activos del estradiol. Dentro de los cuales
se encuentra 2-metoxiestradiol (2ME), el cual presenta ca-
racteristicas apoptoticas y 4-hidroxiestradiol (4OH), el cual
favorece la progresion de cancer. Es posible que el balance
entre ellos favorezca o no el desarrollo de cancer endome-
trial. Factor tisular (FT), se encuentra sobre-expresado en
canceres, favoreciendo su progresion y metastasis.
Objetivos: Estudiar el efecto de los metabolitos 2ME y
40H sobre la expresion de FT y la induccién del proceso
apoptotico en las lineas celulares de cancer de endometrio
HEC-1AcelIshikaway cultivo primario de endometrio normal
mediante Western Blot yb ensayos de viabilidad.
Resultados: 4-OH aumenta la expresion de FT en ambas
lineas, mientras que existe regulacion diferencial en la ex-
presionde FT con 2-ME. 2ME es capaz de inducir apoptosis,
no afectando a cultivos primarios de endometrio normal.
2-ME no regula la expresion FT en cultivo de endometrio
normal.

Conclusion: Lainduccion de apoptosis junto con la disminu-
cién en la expresion de FT por 2ME en células cancerosas,
pero no normales promueve el uso de este compuesto en el
tratamiento de cancer de endometrio.
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130.- REGULACION DE CONEXINA 43 POR
HORMONASESTEROIDEAS ENLINEAS CELULARES
DE CANCER DE ENDOMETRIO Y OVARIO B.
Oliva, S. Kato, G. Owen, C. Saez, J. Braiies y M. Cuello
Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Facultad de
Medicinay Unidad de Reproducciony Desarrollo, Facultad
de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile. Financiado por Fondecyt 1050744 y 1060495

El cancer endometrial y ovarico son causa de cerca de 500
muertes anuales por neoplasias ginecologicas en Chile. Las
hormonas esteroidales generan cambios en la comunicacion
intercelular, en tejido normal y neoplasico, especialmente
sobre los Gap Junctions (GJ) las cuales estan formados
por conexinas (Cxn). Objetivo: Determinar la regulacion
de Cxn 43 por hormonas esteroideas en lineas de cancer
de endometrio (Ishikawa) y ovario (A2780). Métodos:
Las células se trataron con estrogeno, progesterona y la
combinacion de ambas a concentraciones de 10nMy 1 uM.
Los niveles de expresion de Cxn 43 se determinaron por
Western blot e Inmunocitoquimica y la funcionalidad por
microinyeccion de amarillo lucifer. Resultados: Estrogeno
es capaz de inducir un aumento en los niveles de expresion
proteicade Cxn43 encélulas Ishikaway A2780. Progesterona
aumenta Cxn 43 a concentracion de 1 pM solo en Ishikawa.
El tratamiento conjunto de estrégeno y progesterona en
Ishikawa genera un aumento mayor que los tratamientos
individuales, traduciéndose en una mayor funcionalidad por
amarillo lucifer. Conclusiones: Estrogeno y progesterona
aumentan los niveles de expresion de Cxn 43 en células de
cancer de endometrio Ishikawa. Este cambio potencial podria
utilizarse como mecanismo de sensibilizacion por hormonas
esteroidales para sefiales mediadas por Gap junctions.

131.-hCG-INDUCED CHLORIDE EFFLUXMEDIATES
DEPOLARIZATION IN PRIMARY CULTURES OF
HUMAN GRANULOSA CELLS. _P._Olivero'>3, B. Her-
nandez'3, O. Castro’, L. Devoto? A. Stutzin!. Laboratorio de
Fisiopatologia Molecular, ICBM and CEMC; 2Laboratorio
de Endocrinologia Clinico-Molecular de la Reproduccion,
CEMC, Universidad de Chile; and 3Laboratorio de Bio-
quimica y Fisiologia Celular, CIBR, Escuela de Medicina,
Universidad de Valparaiso.

Chloride efflux stimulates hCG-induced progesterone (P.)
release in human luteinized granulosas cells (IGC). Our aim
was to determine the effect of chloride channel inhibitors on
hCG-induced depolarization in primary culture of human
IGC. Methods: Time course membrane potential and cell
volume was measured by DISBAC, and calcein using con-
focal laser scanning microscopy, respectively. Human 1GC
were stimulated with hCG (10 Ul/ml) in the presence or
absence of tamoxifen (10 uM) or DIDS (500 uM). Results:
hCG increased DISBAC,fluorescence independently of cell
volume changes. hCG-induced membrane depolarization
increased with extracellular chloride substitution and was
inhibited by tamoxifen and DIDS. Conclusions: Our results
suggest that hCG induces membrane depolarization through
chloride efflux, anecessary step for steroidogenesis in primary
cultures human 1GC.

Supported by FONDAP 15010006 and MECESUP
UVA106.

132.-IDENTIF. 1 CACIONDE POSIBLESMARCADORES
DE LA ACCION DE 2-METOXIESTRADIOL EN EL
TRACTO REPRODUCTOR FEMENINO. M. Quezada,
P. Orihuela, M. Cuello y G.I. Owen Facultad de Ciencias
Biologicas y CIM, Facultad de Medicina, Pontificia Uni-
versidad Catélica de Chile. MIFAB. FONDECYT 1060495
(GO) y 1050744 (MC)

Introduccién: 2-metoxiestradiol (2ME) es un metabolito
del estradiol que se ha propuesto como un potencial agente
antitumoral, ya que inhibe la proliferacion e induce apop-
tosis en las células cancerosas. A pesar de eso, no existen
marcadores de su accion para su futuro uso en la clinica.
Objetivo & Métodos: En este trabajo evaluamos si 2ME
regula los niveles de Factor tisular (FT), las isoformas de la
enzima COMT (forma membrana, MB-COMT, y la forma
soluble, S-COMT) y el receptor de estrogeno alfa (ER-o)
en el tracto reproductor femenino. Como modelo in vivo
utilizamos ratas inyectadas con 2ME y como modelo in vitro,
utilizamos la linea de cancer endometrial Ishikawa (IK) y
cultivos primarios de células normales de del tracto repro-
ductor femenino. Resultados: Al inyectar 2ME a las ratas
aumentan los nivelesde COMTy FT en el itero, mientras que
en el oviducto disminuyen ambas proteinas. En el oviducto
ER-a aumenta notablemente en presencia de 2ME. En las
células IK incubadas con 2ME se observo que los niveles
de MB-COMT disminuyen y los de S-COMT aumentan
de manera concentracion dependiente. Conclusién: Estos
resultados proponen a TF, COMT y ER-a. como posibles
marcadores para futuras aplicaciones clinicas de 2ME en el
tracto reproductor femenino.

133.—EXPRESION’DEBAFFYELRECEPTOR BAFF-R
EN TUMORES SOLIDOS HUMANOS. Rodrigo Naves,
Maria F. Rozas, Jorge Vergara, Bernardo Morales, Lilian
Reyes. Instituto de Ciencias, Facultad de Medicina Clinica
Alemana-Universidad del Desarrolloy Anatomia Patologica,
Hospital DIPRECA.

BAFF es una citoquina que regula la sobrevida, diferen-
ciacion y proliferacion de células B. BAFF se expresa
principalmente en células de origen mieloide y se une a los
receptores TACI, BCMA y BAFF-R. Se ha descrito que
citoquinas pro-inflamatorias pueden inducir la expresion
de BAFF en numerosos tipos celulares. Estudios recientes
demuestran que BAFF promueve la sobrevida de células B
malignas. Previamente, nosotros demostramos que la linea
celular humana, HT-1080, proveniente de un fibrosarcoma,
expresa BAFF constitutivamente. Ademas, células HT-1080y
HeLa, derivadas de un cancer cérvico uterino, son inducidas
aexpresar BAFF por IFN-y. Ambas lineas celulares expresan
constitutivamente BAFF-R. El objetivo del presente trabajo
fue determinar la expresion de BAFF en diferentes tejidos
tumorales humanos mediante inmunohistoquimica. Nues-
tros resultados muestran que tejidos tumorales derivados
de adenocarcinoma de pulmén y de ovario presentan una
expresion aumentada de BAFF en comparacion a tejidos
sanos. Ademas, observamos que estos tejidos presentan una
expresion débil, pero significativa de BAFF-R. Estudios
funcionales en desarrollo permitiran determinar si BAFF
ejerce un efecto autocrino sobre las células tumorales men-
cionadas. Nuestros resultados sugieren un papel critico de
BAFF en la sobrevida y proliferacion de células tumorales
de un origen distinto al linfoide.

Financiamiento: Proyecto UDD 80.11.012
Patrocinio: Maria Rosa Bono
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134.- MECAN'ISMOS DE ACCION DE LOS AGENTES
PRO-APOPTOTICOS, 2ME Y TRAIL, EN CANCER EN-
DOMETRIAL. Anil Sadaranganil, Sumie Kato'?, Soledad
Lange!, Mauricio Cuello?> & Gareth I. Owen' Fac. de Cs.
Biologicas, Fac. de Medicina, P. U. Catolica de Chile, San-
tiago, Chile. asadaran@puc.cl

El cancer de endometrio es el cancer mas frecuente del tracto
reproductivo femenino. Lasupervivenciaen etapas avanzadas
no supera el 10-15%. Anteriormente, demostramos que los
agentes TRAIL y 2-metoxiestradiol (2ME) son capaces de
inducir muerte celular (apoptosis) en células cancerigenas
endometriales pero no en células normales endometriales
humanas. Ademas, observamos que el pre-tratamiento con
2ME aumenta la sensibilidad de células endometriales cance-
rigenasa TRAIL. Para dilucidar este comportamiento aditivo,
investigamos las vias apoptoticas inducidas por 2ME y se
compararon con las vias descritas inducidas por TRAIL. Para
esto, se estudiaron proteinas pro y anti-apoptdticas, actividad
de caspasas, cambios en el ciclo celular por citometria de
flujo y la expresion de los receptores de TRAIL (DRs). Los
resultados obtenidos, indican que TRAIL estaria utilizando
preferencialmente la via extrinseca del proceso apoptotico,
mientras que 2ME estaria favoreciendo principalmente la
activacion de la via intrinseca. Por otra parte, observamos que
2ME es capaz de aumentar los niveles de RNA-m y proteicos
de los DRs y estaria disminuyendo vias de supervivencia
celular como AKT y ERK explicando asi el comportamiento
aditivo, observado al utilizar ambos agentes apoptoticos. Este
entendimiento de los mecanismos de 2ME y TRAIL apoya
sus usos clinicos en el tratamiento del cancer endometrial.
FONDECYT 1060495 (GIO), 1050744 (MC).

135.-LAEXPRESION DE MTI-MMPYLAACTIVACION
DE PRO-MMP2 SON REGULADAS POR TNF-o, EGFR
Y COLAGENO TIPO I EN FIBROBLASTOS GINGIVA-
LES HUMANOS. Mtl-Mmp Expression And Pro-Mmp-2
Activation Are Regulated By Tnf-a, Egfr And Type-1 Collagen
In Human Gingival Fibroblasts. Smith PC!, Guerrero J,
Caceres M2, Martinez 2. Fac. de Odontologia' y Laboratorio
de Biologia Celular, INTA% U. de Chile.

La MT1-MMP es una metaloproteasa involucrada en la re-
modelacion de tejidos conectivos, fendomeno frecuentemente
observado en patologias inflamatorias caracterizadas por la
destruccion tisular como la enfermedad periodontal. Tanto
citoquinas solubles como elementos de la MEC pueden mo-
dular la produccion de proteasas en los tejidos periodontales.
Por otro lado, en ratones deficientes en el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR (-/-)), la produccion de
MTI1-MMP se encuentra comprometida tanto en tejido pul-
monar como en fibroblastos provenientes de este 6rgano, lo
que hace suponer que el mencionado receptor tendria un papel
importante en la expresion de la MT1-MMP. En el presente
estudio hemos analizado la modulacion de la expresion de
la MT1-MMP y la activacion de proMMP-2 en cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos. El cultivo de
FG sobre una matriz de colageno y en un menor grado sobre
fibronectina estimuld la activacion de proMMP-2. El trata-
miento de FG con TNF-a (10 ng/mL), pero no con EGF (10
ng/mL) indujo la activacion de proMMP-2 y la expresion de
MTI1-MMP. El cultivo de FG dentro de un gel tridimensional
de colageno tipo I fue un fuerte estimulo a la produccion de
MT1-MMPy activacion de proMMP-2, sin embargo, en estas
condiciones EGF fue aun incapaz de estimular la produccion
de MT1-MMP. Al utilizar un inhibidor de la actividad de
EGFR (AG1478 1 uM), pudimos observar que tanto la
activacion de proMMP-2 como la expresion de MT1-MMP
fueron abolidas. Finalmente, el estimulo de FG con TNF-a.
indujo la trans-activacion de EGFR, lo que permite suponer
que el estimulo a la produccion de MT1-MMP por TNF-a
requiere de la actividad de actividad complementaria de la
EGFR en FG humanos.

Financiado por proyecto Fondecyt 1061065.

136.- EFECTO DE GLUTATION EN LA EXPRESION
DEDESHIDROASCORBATO REDUCTASASEN CELU-
LAS DE CANCER PROSTATICO. (Effect of glutathione
depletion on the expression of deshydroascorbate reductases
in prostate cancer cells). Soliz-Soto C.A., Quilodran J.,
Sotomayor K., Barra V., Rivas C.1, Vera J.C. Depto. de Fi-
siopatologia, Fac. de Cs. Biologicas, U. de Concepcion.

Hemos analizado la expresion de los diferentes mRNA para
DHA reductasas dependientes de glutation o de NADPH en
células normales y tumorales de prostata sometidas a estrés
oxidativo por tratamiento con BSO (butionina sulfoximina) un
inhibidor de la sintesis de glutation. El tratamiento con BSO
produjo unadramatica disminucion del contenido de glutation,
lograndose niveles intracelulares menores al 1% de los contro-
les. El analisis funcional revelo una marcada dependencia del
glutation para la acumulacion de vitamina C, con al menos 4
componentes funcionales de diferente afinidad identificados
en las distintas células. Los estudios de RT-PCR revelan que
el tratamiento con BSO dio como resultado cambios en la
expresion de las reductasas de DHA en una forma dependiente
delas células. Interesantemente los cambios observados estan
de alguna manera relacionados con la respectiva localizacion
subcelular de las reductasas, confirmando el concepto que el
metabolismo celular de la vitamina C depende de interacciones
entre distintos componentes localizados tanto a nivel de la
membrana celular como intracelularmente. Proyecto anillo
de ciencias y tecnologias ACT28
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137.-ANTAGONISMODELRECEPTORNUCLEAR FXR
MEDIANTE GUGULIPIDO AUMENTA EL COLESTE-
ROLPLASMATICO, REDUCE LA EXPRESION HEPA-
TICADEL RECEPTOR DE HDL SR-BI YACELERA LA
ATEROSCLEROSIS EN RATONES DEFICIENTES EN
APOE. Tichauer, J., Quezada, N., Kuzmicic, J., Amigo, L.,
Quiniones, V., Rigotti, A. Departamento de Gastroenterologia,
Facultad de Medicina, P. U. Catdlica, Santiago, Chile

La ateroesclerosis es la principal causa de muerte asociada
con alteraciones en metabolismo del colesterol en todo el
mundo. Mientras las lipoproteinas LDL han sido relacio-
nadas con el aumento de riesgo cardiovascular, los niveles
plasmaticos de la lipoproteina de alta densidad (HDL) y
apo A-I, su principal componente apoproteico, participarian
en el transporte reverso de colesterol y se han asociado de
forma inversa con el riesgo de ateroesclerosis. El colesterol
contenido en las HDL es captado en el hepatocito por ac-
cion del receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI). Luego,
este colesterol puede ser metabolizado hacia sales biliares
en un proceso regulado por el factor nuclear FXR para
finalmente ser secretado hacia la bilis como sales biliares
o como colesterol libre propiamente tal. Por lo tanto, la
modulacion farmacologica del catabolismo hepatico del
colesterol HDL mediado por agonistas y/o antagonistas de
FXR podria constituir una nueva alternativa para el manejo
delaateroesclerosis en humanos. Objetive: Determinarsila
administracion de gugulipido, un antagonista farmacoldgico
de FXR, en la dieta por 42-72 dias en ratones deficientes
para apoE conduce a cambios en los niveles de colesterol
plasmatico, modifica la expresion hepatica de receptores
lipoproteicos y regula el desarrollo de ateroesclerosis. Re-
sultados: La administracion oral de gugulipido incremento
significativamente el colesterol plasmatico total, debido a
un aumento predominante en la fraccion de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL). Ademas, se observd una
disminucion de 80% en la expresion proteica del receptor
hepatico SR-BI, sin cambios en el receptor de LDL, y un
aumento de 200% en el area de lesion ateromatosa adrtica en
los ratones tratados con guggulsterona por 72 dias. Conclu-
siones: Nuestros resultados demuestran que el antagonismo
farmacologico de FXR mediante gugulipido produce un
aumento del colesterol plasmatico en ratones deficientes
en apoE probablemente a través de una disminucion del
clearance del colesterol VLDL secundario a una menor
expresion hepatica de SR-BI. El mayor desarrollo de ate-
roesclerosis sugiere que la expresion normal de SR-BI tiene
un papel antiaterogénico clave en este modelo experimental.
Elagonismo farmacoldgico de FXR podria proteger frente a
la enfermedad cardiovascular ateroesclerotica. (Financiado
por Proyecto FONDECYT #1030416)

138.- EXPRESI ON DIFERENCIAL DE ISOFORMAS
DE GLICOGENO SINTASA EN RINON DE RATA DIA-
BETICA DE LARGO PLAZO (Differential expression of
glycogen synthase isoform in long term diabetic rat kidney).

Francisco Westermeier, Diego Morales, Joaquin Vivar, Juan

Carlos Slebe y Alejandro J. Ydiiez.

Se ha demostrado que durante el transcurso del sindrome
diabético, desorden metabolico caracterizado por hiperglice-
mia cronica, se produce una desregulacion de lahomeostasis
renal, ocasionando el inicio de la nefropatia diabética. En
estos pacientes se ha determinado también la acumulacion
de glicogeno en el rifion, a lo que se atribuye parte de la
causa del desorden, debido al efecto glucotoxico de éste
polimero. A partir de estos antecedentes, nos propusimos
establecer los patrones de expresion de las isoenzimas
muscular y hepatica de glicogeno sintasa (GS) en riiidn
diabético, considerando que previamente determinamos
solo la expresion del tipo muscular de GS en rifidon normal.
Mediante RT-PCR demostramos la aparicion de laisoenzima
hepatica de GS alrededor de los 4 meses de la enfermedad,
dato que fue confirmado mediante analisis de inmuno-blot.
Ademas, se analizo la aparicion de esta isoenzima y la
produccion de glicogeno con el dafio renal, a través de cam-
bios morfologicos caracteristicos de la nefropatia diabética
(esclerosis glomerular, expansion mesangial y dilatacion
tubular) determinados mediante microscopia electronica,
y tincion de glicogeno utilizando la técnica de PAS. Los
resultados indican que la expresion de GS hepatica estaria
relacionada directamente con la aparicion de glicogeno en
rifién diabético y seria uno de los factores iniciales de la
génesis de la nefropatia diabética

(FONDECYT 1051057; DID-UACh).

139.- INHIBICION DE ABSORCION INTESTINAL DE
COLESTEROL POR EZETIMIBE PREVIENE LA CO-
LELITIASIS EN RATONES SUSCEPTIBLES C57BL/6
(Inhibition of intestinal cholesterol absorption by Ezetimibe
prevents cholesterol gallstone formationin c57bl/6 susceptible
mice) Zuiiiga S., Molina H., Azocar L., Amigo L., Arrese M.,
Nervi ., Marzolo M.P,, Miquel J.F. Depto. de Gastroenterolo-
gia, Fac. de Medicinay Depto. de Biologia Celular-Molecular,
Fac. de Cs.Biologicas, P. U. Catdlica de Chile.

Ezetimibe es un hipolipemiante oral que inhibe selectivamente
la absorcion intestinal de colesterol y podria prevenir la
enfermedad litiasica vesicular de colesterol. Usando un
modelo murino de colelitiasis estudiamos el efecto de
Ezetimibe sobre la formacion de calculos. Como se espera,
el 100% de ratones C57BL6 desarrolld colelitiasis bajo
dieta litogénica (rica en colesterol y sales biliares) a los 14
0 30 dias. La co-administracion de Ezetimibe (5 a 6 mg/Kg
peso/dia) inhibid completamente la formacion de calculos
vesiculares. La droga disminuy0 la absorcion intestinal de
colesterol en 90% bajo dieta control, pero s6lo un 30% en
dieta litogénica. Anivel hepatico Ezetimibe+dieta litogénica
indujo mayor flujo biliar y mayor secrecion de sales biliares
y fosfolipidos, pero no de colesterol, generando una bilis
vesicular no-litogénica. No hubo cambios significativos en
la expresion hepatica de los transportadores Ntcp, Bsep (por
westerblots) como tampoco en los niveles de transcritos
para Mdr2, Mrp2 y G-gcs (RT PCR). Ezetimibe previno
la induccion de ABCG5/8 hepatica generada por la dieta
litogénica (10 a 20 veces) y disminuyd la expresion de
megalina en vesicula biliar. A nivel histologico, Ezetimibe
disminuy6 el dafio vesicular, como también laacumulacion de
colesterol-ester y cambios inflamatorios hepaticos inducidos
por la dieta litogénica

(Fondecyt 1040820, JFM, Fondap 13980001, MPM).



XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE 75

140.- EFECTO ANTILIPOLITICO DEL RECEPTOR
SENSOR DE CALCIO CURSA VIA PI-3 QUINASA EN
ADIPOCITOS HUMANOS Cifuentes M y Rojas C. INTA,
Universidad de Chile

El receptor sensor de calcio extracelular (CaSR), con siete
dominios transmembrana y asociado a proteina G, fue
descubierto hace aproximadamente una década. Dada su
localizacion en 6rganos responsables de la homeostasis de
calcio, se le asocio a la regulacion de este cation. Posterior-
mente, su presencia fue reportada en otros tejidos, donde
participa en numerosos procesos celulares. Hemos descrito
laexpresion del CaSR en el adipocito humano, y el proposito
del presente trabajo fue investigar su mecanismo de accion.
Laexposicion de los adipocitos aagonistas del CaSR tiene un
efectoantilipolitico, en condiciones basales y bajo el estimulo
f-adrenérgico, lo cual esrevertido por antagonistas del recep-
tor. A fin de dilucidar las vias de sefializacion involucradas,
preincubamos las células con toxina de B. pertussis (TP, que
inhibe proteina Gi) o el inhibidor de fosfatidilinositol (PI)-3
quinasa, wortmanina. El efecto antilipolitico del CaSR fue
insensible a TP, mientras que wortmanina lo revirtio. El efecto
antilipolitico cursaria, entonces, via PI-3 quinasa, la misma
estimulada por insulina, principal hormona antilipolitica
conocida en el humano. En el contexto del tejido adiposo
como un oOrgano involucrado en el control metabdlico del
organismo completo, el CaSR suscita gran interés como un
receptor integrador de sefiales, dada la variedad de ligandos
que modulan su actividad y su potencial interaccioén cruzada
con distintas vias de sefializacion.

Financiamiento: Fundacion Andes C-13960/26, DI I-
04/01-2 y MULT04/06-2

141.- CONDENSADO DE HUMO DE CIGARRILLO
(CHC) ESTIMULA LA PRODUCCION DE UROQUI-
NASA (UPA) A TRAVES DE LAS VIAS ERK Y JNK EN
FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS. Cigarette
smoke condensate (CSC) stimulates urokinase production
through the ERK and JNK pathways in human gingival fi-
broblasts. Gonzalez R!, Arancibia R!, Cdaceres M!, Guerrero
J!, Martinez J!, Smith PC2. Laboratorio de Biologia Celular,
INTA' y Facultad de Odontologia?®, U. de Chile.

La enfermedad periodontal (EP) es una patologia inflamato-
ria caracterizada por la masiva destruccion de los tejidos de
soporte periodontal. Si bien uno de los factores de riesgo mas
relevantes para esta enfermedad es el tabaquismo, larespuesta
que pueden manifestar las células periodontales ante los
componentes del humo de tabaco ha sido solo parcialmente
caracterizada. En el presente estudio hemos analizado los
efectos del condensado de humo de cigarrillo (CHC) sobre
la produccion de la serin-proteasa uroquinasa (uPA), una
enzima proteolitica involucrada en la generacion de plasmina
activa, proteasa que a su vez puede desencadenar una potente
degradacionde componentes de laMEC. En cultivos primarios
de fibroblastos gingivales (FG) humanos, el CHC indujo la
produccion de uPA de manera dosis dependiente (0.04 , 0.4
y 4 pg/mL). El tratamiento de FG con las drogas PD98059
(10 uM) y SP600125 (5 uM), capaces de bloquear las rutas
ERK y JNK respectivamente, inhibi6 la produccion de uPA
estimulada por CHC. Por otro lado, el estimulo de FG con
CHC (4 pg/mL), estimul6 laactivacion por fosforilacion de las
rutas ERK y JNK. Estas evidencias sugieren fuertemente que
el CHC puede tener un efecto estimulador en la destruccion de
componentes de MEC através de la produccion de la proteasa
uPAy que tanto las vias ERK y JNK pueden participar en esta
respuesta celular. Estas evidencias podrian explicar, al menos
en parte, la potente destruccion de los tejidos periodontales
observada en la EP de pacientes fumadores.

Financiado por proyecto Fondecyt 1061065.

142.-ELRECEPTOR P2Y,SEASOCIA BALSASLIPIDI-
CAS DEMANERAVARIABLE SEGUNSUACTIVIDAD.
Marcela Bravo-Zehnder, Andrés Norambuena, Sonia
Buvinic, Alfonso Gonzdlez y Juan Pablo Huidobro-Toro.
1Depto. de Inmunologia Clinica y Reumatologia, Fac. Me-
dicina. 2Centro FONDAP de Regulacion Celulary Patologia
“Joaquin Luco” CRCP, Facultad de Ciencias Biologicas, P.
U. Catélica de Chile, y MIFAB. Santiago, Chile.

Los receptores P2Y pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs). Son activados por nu-
cleotidos de purinas y pirimidinas y se han involucrado en
multiples funciones, incluyendo transporte idnico y tono
vascular. De los 8 subtipos en mamiferos, distintos miembros
se pueden encontrar coexpresados en una misma célula.
Un mecanismo de regulacion de su funcion podria ser la
regionalizacion en microdominios lipidicos de lamembrana
plasmatica, estructurados por colesterol y glicoesfingolipidos,
tal como se ha descrito para otros sistemas de sefializacion.
Aqui encontramos evidencia de asociacion del P2Y; y de
su transductor Gq a estos dominios lipidicos, tanto en cé-
lulas epiteliales polarizadas como en arteria corionica. La
deplecion aguda de colesterol con metil-beta-ciclodextrina
redistribuye el receptor P2Y, a fracciones mas pesadas en
gradientes de sacarosa. El ligando selectivo 2-MeSADP
cambia la asociacion del receptor a las balsas de colesterol,
reflejada por un cambio en la fraccion de flotacion, que llega
auna completa disociacion en el caso de la arteria corionica.
Estos resultados sugieren que la asociacion a balsas lipidicas
es parte de un mecanismo que podria regular la actividad y
compartamentalizacion del P2Y.

(Financiado por FONDAP 13980001 y MIFAB).
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143.- PARTICIPA CION DE PKC, MAPK Y SP1 EN LA
REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE SLC29A1
EN ENDOTELIO DE VENA UMBILICAL HUMANA
DE DIABETES GESTACIONAL. (PKC, MAPK and Sp1
involvement in the transcriptional regulation of SLC29A1 in
human umbilical vein endothelium from gestational diabetes).
Farias, M., Gonzdalez, M., Puebla C., Vecchiola, A., Sobrevia,
L. Lab. de Fisiologia Celulary Molecular (CMPL)y Lab. de
Investig. en Perinatologia (PRL), Centro de Investig. Médicas
(CIM), Esc. de Medicina, P. U Catdlica de Chile.

La expresion y actividad del transportador equilibrativo de
nucleosidos 1 (hENT1) se encuentran reducidas en endotelio
de vena umbilical humana (HUVEC) de embarazos con dia-
betes gestacional debido a activacion de la sintasa de 6xido
nitrico endotelial (eNOS), PKC y p44/p42mwk, Se conoce
que Spl modula la actividad transcripcional de mENT].
Determinamos la participacion de PKC, MAPK, eNOS y
Spl en la actividad del promotor de hENT1 (SLC2941) en
HUVEC. Laactividad del promotor de SLC294 [ fue evaluada
utilizando constructos reporteros, en ausencia o presencia de
calfostina C (100 nM, inhibidor de PKC), PD-98059 [10 uM,
inhibidor de MAP kinasa kinasa 1/2 (MEK1/2)], N6-nitro-L-
arginina metiléster (L-NAME, 100 pM, inhibidor de NOS)
0 S-nitroso-L,D-acetilpenicilamina (SNAP, 100 pM, donante
de NO). La abundancia de Spl en citoplasma y nucleo fue
determinada (Western blot). Diabetes gestacional se asocio
conmayoractividad luciferasa (1.8-veces) paralaregion entre
-1114 y -795 pb de SLC2941, un efecto bloqueado sélo por
calfostina C y PD-98059. La abundancia nuclear de Sp1 fue
mayor (~1.7-veces) en HUVEC de diabetes gestacional. Se
sugiere un papel de PKC y p44/p42mrk y posiblemente Sp1,
en la modulacion transcripcional de SLC2941 en HUVEC
de diabetes gestacional.

FONDECYT 1030781/1030607. M.F. posee becas de doc-
torado (Esc. de Medicina, CONICYT). M.G. posee beca de
doctorado (CONICYT).

144.- LAVIAERK 1/2 PARTICIPA EN LA INHIBICION
DE LADIFERENCIACION DE LAS CELULAS PROGE-
NITORAS DE LOS ADIPOCITOS HUMANOS PROVO-
CADA POR ANGIOTENSINA II. Acuiia. MJ., Cifuentes,
M., y Rojas C. INTA, Universidad de Chile.

La angiotensina II es producida en el tejido adiposo a partir
de su precursor angiotensindgeno. Los antecedentes surgidos
en los ultimos aflos apuntan a que la angiotensina II gene-
rada localmente disminuye la adipogénesis, actuando via
receptores de tipo 1.

Nuestra hip6tesis sostiene que angiotensina II interfiere con
el inicio de la diferenciacion adipogénica e involucra la via
de transduccion de sefiales MAP/ERK. Para poner a prueba
esta hipotesis evaluamos el efecto del inhibidor de la MEK
PD98059 (llevaainactivacionde ERK 1/2) sobre la diferencia-
cionin vitro de células progenitoras de los adipocitos, aisladas
de epiplon humano, en presencia o ausencia de angiotensina
II. Recurrimos a la actividad de la glicerol-3-fosfato deshidro-
genasa como indicador de adipogénesis. La fosforilacion de
ERK 1/2 fue constatada mediante analisis de Western.
Losresultados muestran que PD98059 revierte la disminucion
de la adipogénesis provocada por angiotensina II. Asimismo,
las células expuestas amedio adipogénico mas angiotensina Il
muestran un nivel de fosfo-ERK1/2 que es 40-50% superior
respecto de controles sin la hormona. La suplementacion del
medio de cultivo con PD98059 anula este incremento.
Losresultados son consistentes con la participacionde ERK 1/2
en la inhibicion de la adipogénesis por la angiotensina II,
que contribuye a regular la celularidad e indirectamente, la
funcionalidad del tejido adiposo.

Financiamiento: FONDECYT 1040877, MULT04/06-2

145.- LA UNION DEL LIGANDO MODULA LA ASO-
CIACION A MATRIZ NUCLEAR DEL RECEPTOR DE
1o,25dihidroxivitamina D3. Gloria Arriagada, Juan Olate,
MariaVictoria Hinrichs, Martin Montecino. Anillo de Investig. de
Estud. Avanzados en Senializacion Celulary Regulacion Génica,
Fac. de Cs. Biologicas, U. de Concepcion.

Debido aque losreceptores nucleares tienen un efecto rapidoen
latranscripcion de genes, debe existirun mecanismo especifico
que asegure la localizacion oportuna y eficiente en los sitios en
que se requiere el receptor. Uno de los mecanismos propuestos
es la asociacion a matriz nuclear inducida por la union del
ligando, fendmeno que ha sido descrito paraalgunos receptores
nucleares. Lamatriznuclear esunsoporte funcional y estructural
que ancla diversos procesos nucleares como la replicacion del
ADN, el splicing de ARN y la transcripcion mediada por la
ARNpolimerasall. El receptor de 1a,25dihidroxivitamina D3
(VDR) es un factor de transcripcion inducible por su ligando,
perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares. VDR
interacciona con proteinas que estan asociadas a matriz nu-
clear en células osteoblasticas, pero la asociacion del propio
VDR a matriz nuclear no ha sido establecida. En este trabajo
determinamos que VDR se asocia a matriz nuclear en células
osteoblasticas derata ROS17/2.8 y humanas SAOS-2, que esta
asociacion aumenta luego de tratamientos con el ligando y que
proteinas correguladoras de la acciéon de VDR también sufren
cambios en su asociacion amatriznuclear luego de tratamientos
con el ligando. Nuestros resultados sugieren que la asociacion
de VDR a matriz nuclear contribuiria a la regulacion de la
expresion de genes que responden a 1o,25dihidroxivitamina
D3 en células osteoblasticas.

Beca Apoyo Tesis Doctoral AT-24050009

146.- BRADICININA 1-5 INTERFIERE EN LA UNION
DE [H]-LDBK AL RECEPTOR Bl DE CININAS Y
FOSFORILAERKI1/2 EN FIBROBLASTOS 3T3. Astroza,
A*.,Ehrenfeld P, Gonzalez C.B*., Figueroa C.D*. Institutos
de Histologia y Patologia y Fisiologia*, U. Austral de Chile,
Valdivia.

Las cininas son péptidos que se generan y actiian localmente
y sus efectos bioldgicos son el resultado de la activacion de
dos receptores acoplados a proteinas G, conocidos como Bl
(RB1) y B2 (RB2). La activacion del RB2 es mediada por
bradicinina (BK) y la del RB1 por Lis-des[Arg®]-BK (LDBK).
Estas cininas son inactivadas rapidamente por peptidasas que
originan una serie de fragmentos considerados inactivos. El
fragmento BK1-5, es el péptido de degradacion mas estable
generado in vivo (i, 86-101 min) en comparacion con LDBK
y BK (ti» 16 seg). Fibroblastos 3T3 estimulados con BK1-5,
mostraron una fosforilacion tiempo-dependiente, pero dosis-
independiente de Erk1/2. La cinética de fosforilaciéon con
BK1-5 fue similar a la obtenida con el agonista B1, LDBK y
fue bloqueada con dos antagonistas especificos del RB1, pero
no con un antagonista del RB2. Por lo tanto, se caracterizo,
la union de [*H]-LDBK al RBI1 con el objeto de investigar
la interaccion de este receptor con el fragmento BK1-5. Las
constantes cinéticas para el agonista B1 fueron Kp=1.5nMy
Bua= 23.8 fmol/mg de proteina, determinandose que existen
aproximadamente 3000 sitios/célula. Ensayos de competencia
mostraron una union especifica, desplazada por el antagonista
B1 (Lis-des-[Arg’]-Leu®-BK) o un exceso de LDBK fiia (K; =
8.4 nM), mientras que BK, un antagonista B2 (HOE140) y el
fragmento BK1-5 no desplazaron la union de [3H]-LDBK. No
obstante, las cinéticas de asociacion mostraron que la union
de [*H]-LDBK al RB1 fue mas lenta en presencia de BK1-5.
Nuestros resultados indican que el fragmento BK1-5 activa
una via importante de sefializacion intracelular y disminuye la
velocidad de asociacion del agonista B1 a su receptor.

Financiado por DID UACh-2005-09 y Beca CONICYT
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147.- SENALES DE CA?* EN FIBRA MUSCULARES
ADULTAS INDUCIDAS POR TESTOSTERONA Casas.
M., Estrada M, Cardenas C., Figueroa R., Jaimovich,
E. Centro de Estudios Moleculares de la Célula, ICBM,
Universidad de Chile

Las fibras musculares adultas pueden ser clasificadas de
manera general en fibras lentas y rapidas, dependiendo de
la fuerza que son capaces de desarrollar y de su resistencia
ala fatiga. El Ca?* constituye un mediador importante en el
establecimiento de programas transcripcionales que deter-
minan estos fenotipos lento y rapido en fibras musculares.
Distintos estimulos, como patrones de estimulacion eléctrica
y diversos estimulos hormonales participan delestableci-
miento de estos fenotipos,.

Cuando se estimulan fibras musculares adultas con 100nM
de testosterona se observa una sefal oscilatoria de Ca?* tanto
nuclear como citoplasmatica. Este tipo de sefial inducida por
testosterona ha sido vinculada a la via del IP; en miotubos
en cultivo y participa en la activacién de ciertas vias de
transduccion de sefiales intracelulares.

En este trabajo, postulamos que distintas sefiales de Ca?*
ocurren en los distintos tipos de fibra muscular adulta en
respuesta a estimulos hormonales asociados ala via del IP; y
que estas sefiales podrian participar en el establecimiento de
programas trasncripcionales especificos en fibras adultas.
En musculos de raton, los distintos tipos de receptores de
IP;son expresados de manera diferencial entre los distintos
tipos de fibras musculares, siendo mas abundantes en las
fibras rapidas. Es posible que estos receptores jueguen un
rol en sefiales de Ca?* ligadas al establecimiento de fenotipos
especificos en fibras musculares adultas.

FONDAP 1501006

148.- RE GULACION DE LA ENZIMA METIONINA
SULFOXIDOREDUCTASAA(MSRA) PORELFACTOR
TRANSCRIPCIONAL FOXO03A. Cataldo, Ry Aldunate R.
Laboratorio de Nutricion Molecular. Facultad de Ciencias
Biologicas. Universidad Catélica de Chile.

El dafio oxidativo en proteinas es considerado una de las
principales consecuencias del envejecimiento celular y de
enfermedades cronicas asociadas a la edad. La oxidacion de
metioninaametionina sulfoxido (MetO) a diferencia de otras
modificaciones, puede ser reparada por la enzima MsrA.
Numerosos estudios muestran que la expresion de esta
enzima se relaciona con resistencia a estrés oxidativo y
longevidad, sin embargo se desconoce el mecanismo que
regula la expresion de esta enzima.

Unanalisis comparativo entre las probables regiones promo-
toras de la MsrA de diversos organismos, mostr6 que todas
presentan secuencias de reconocimiento conservadas para
la unién del factor FOXO3A (Forkhead bOX-containing
protein O). Este factor transcripcional se ha descrito como
clave en la determinacion de longevidad y esta relacionado
con respuestas frente a estrés oxidativo. En este estudio se
utilizo lineas celulares transfectadas con el gen reportero
luciferasaacopladaalaregion 5’ UTR del gen msrA humano
(2000bp). En presencia de FOXO las células muestran un
aumento significativo en la actividad del promotor de la
MsrA. Esta activacion aumenta aun mas en presencia de
estrés oxidativo y resveratrol. Estos resultados sugieren
fuertemente que la regulacion de la MsrA estaria mediada
por FOXO3A y apoyan el papel propuesto en el control del
envejecimiento celular.

Financiado por FONDEF D031-1047 y COPEC-UC SC-
0007.

149.- LA TOXINA LT DE CLOSTRIDIUM S ORDELL,II
INDUCE AUMENTOS DE CALCIO Y ACTIVACION
DE LAS MAPK ERK1/2 EN CELULAS MUSCULARES
ESQUELE TICAS EN CULTIVO. 'FigueroaR., ' Cardenas
C., 2Molgo J., 'Juretic N., 'Jaimovich E. ' Centro de Estudios
Moleculares de la Célula, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Universidad de Chile, Chile, 2Laboratoire de Neurobiologie
Cellulaire et Moléculaire, CNRS, France.

Latoxinaletal (LT) de Clostridium sordellii es una proteinade
250kDa que pertenece ala familia de citotoxinas clostridiales
grandes que glicosilan proteinas G pequeiias. Inyecciones
condosis subletales de LT producen degeneracion y posterior
regeneracion ad integrum del mtisculo esquelético murino.
Para comprender el mecanismo a través del cual actua la
toxina, en este trabajo se estudi6 el efecto de LT sobre las
concentraciones de calcio intracelulares en cultivo primario
de musculo esquelético y su efecto sobre la activacion de
ERK1/2. Se observo que LT indujo un aumento transitorio
en la concentracion de calcio intracelular. La presencia de
ryanodina y U73122 permitié determinar que la sefial de
calcio inducida por LT es dependiente de IP;. El analisis de
la fosforilacion de ERK 1/2 mostr6 una importante activacion
de ERK1 luego de la incubacion de los miotubos con dosis
crecientes de LT o luego de una hora de exposicion con una
dosis baja. Finalmente, el analisis mediante RT-PCR mostr6
unaumento de la transcripcion de c-fos luego de laincubacion
con LT. Los fendmenos descritos aqui participan en eventos
de sobrevida celular y podrian explicar el fenémeno de
regeneracion muscular descrito previamente in vivo.

FONDAP 15010006, ECOS/CONICYT C03S02

150.- VIAS DE SENALIZACION INVOLUCRADAS EN
LAACTIVACION DE PPARgama EN CELULAS PCI12.
Fuenzalida, K., Peria, K., Piderit, C., Urrutia, C.y Bronfman,
M. Centro de Regulacion Celular y Patologia (CRCP) y
Mileniumn Institute for Fundamental and Applied Biology,
Center for genomics and Bioinformatics, Departamento
de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad Catolica de Chile.

El factor nuclear de transcripcion PPARYy tiene un rol critico
enlaregulacion de lahomeostasis del metabolismo de lipidos
y es el blanco de las drogas de la familia de las tiazolen-
dionas utilizadas en el tratamiento de resistencia a insulina
y diabetes tipo II. En células neuronales PC12, PPARy es
activado por la via de sobrevida neuronal dependiente de
NGF, e induce la expresion de la proteina anti-apoptotica
Bcl-2. Ademas de la activacion de PPARY, el NGF induce la
activacion de toda una serie de vias de sefializacion involu-
cradas tanto en diferenciacion como en sobrevida neuronal.
En particular, activando ala Akt/pkB via IP3-quinasa, inhibe
vias pro-apoptoticas como la dependiente de la GSK-3f3 que
es inactivada por fosforilacion por esta y otras quinasas, e
inactiva proteinas pro-apoptodticas como BAD. El objetivo
de este trabajo fue determinar si la activacion de PPARy,
dependiente de NGF, esta involucrada en la activacion o
represion de estas vias. Se utilizé un activador de PPARy
(rosiglitazona; RGZ) y células PC12 transfectadas estable-
mente con PPARy de raton o un dominante negativo de este
factor de transcripcion. Los resultados muestran que PPARy
notiene efecto aparente en la via de transduccion dependiente
de Akt, determinado por la presencia de Akt fosforilada y
total. En el caso de GSk3p3, tanto RGZ como la sobre ex-
presion de PPARY inducen cambios en la fosforilacion de
GSK3p, sugiriendo que PPARY podria estar involucrado en
la modulacion de esta via de sefializacion.

Financiamiento: FONDAP 13980001 y MIFAB P04-071-F.
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151.- CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE PIP,
MEDIANTE FRET EN CELULAS MUSCULARES
ESQUELETICAS DESPUES DE LA ESTIMULACION
ELECTRICA. Alejandra Garcia, Marioly Miiller, José M
Eltit, Steffen Hdirtel y Enrique Jaimovich. Centro FONDAP
de Estudios Moleculares de la Célula, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Recientemente demostramos que la estimulacion tetanica de
células musculares activa a la PI3Ky. Esta enzima fosforila al
PIP, produciendo PIP;, este ultimo es un segundo mensajero
involucrado en la activacion de la fosfolipasa Cy catalizando
la hidrdlisis de PIP, generando IP; y diacilglicerol. Si bien,
estudios bioquimicos muestran que la produccion de PIP;
e IP; ocurre a los 40 y 75 segundos después del estimulo,
respectivamente, aiin no se ha logrado determinar experi-
mentalmente en células vivas los cambios de PIP,. En este
trabajo revelamos la dinamica espacio-temporal de PIP, en
células de cultivo primario de musculo esquelético in-vivo
utilizando FRET y microscopia confocal. Como dador de
energia se utilizo PHp;c5i-CFP y como aceptor PHpcsi-YFP,
ambas proteinas presentan alta afinidad por PIP,. En células
en reposo verificamos la presencia de PIP, en la membrana
plasmatica. La despolarizacion mediante estimulacion
eléctrica (400 pulsos, 1 ms, 45 Hz) induce una disminucion
en la transferencia de energia entre ambas proteinas en la
membrana plasmética, indicando una activacion de vias
de sefiales que llevan a una disminucion de los niveles de
PIP,. Nuestro analisis mediante FRET cuantifica y localiza
subcelularmente el consumo de PIP,, un punto de inicio en
la activacion de multiples vias de sefializacion.

FONDAP 15010006, FONDECYT 1060890.

152.-ELAUMENTO EN LACAPACIDAD BUFFER PARA
CA*ENELCITOSOLYNUCLEOINHIBELAINDUCCION
DE ELK-1 ACTIVADA POR TESTOSTERONA EN
CARDIOMIOCITOS. Ricardo Hartley y Manuel Estrada.
Programa de Fisiologia y Biofisica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

El factor de transcripcion Elk-1 es regulado por Ca?* intrace-
lular. En este trabajo estudiamos la contribucion diferencial
del calcio citosodlico y nuclear en la activacion de Elk-1 en
cardiomiocitos en cultivo primario. Testosterona indujo un
aumento rapido del Ca?* citosélico y nuclear dependiente de
IP; y fosforilacion de Elk-1. Ademas, la hormona aumento la
transactivacion de Elk-1 medida como actividad de luciferasa.
Para determinar la contribucion relativa del Ca?* citosolico y
nuclear en la activacion de Elk-1, los cardiomiocitos fueron
transfectados con los vectores de expresion PV-NES-DSR y
PV-NLS-DSR, los cuales generan la proteina de quelante de
Ca?* parvalbumina (PV) fusionada a la proteina fluorescente
roja consitios de localizacion citosolicos y nucleares, respec-
tivamente. El aumento de la capacidad buffer en el citosol y
nucleo inhibid el aumento de Ca?* inducido por testosterona
enambos compartimientos celulares. En células transfectadas
con la PV citosdlica tanto la fosforilacion como la transacti-
vacion de Elk-1 fue inhibida, mientras que la PV nuclear no
tuvo efecto sobre la fosforilacion de Elk-1, pero disminuy6
la transactivacion de Elk-1. Estos resultados sugieren que la
testosterona produce un aumento de la fosforilacion y tran-
sactivacion de Elk-1 y tanto el Ca?* citos6lico como nuclear
son requeridos para la activacion maxima de este factor de
transcripcion en cardiomiocitos.

FONDECYT 1060077 y Fundacién Andes C14060/11

153.- REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL PRO-
MOTOR PI1 DEL GEN RUNX2: PARTICIPACION DE
LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION RUNX2 Y
C/EBPB Y DEL COACTIVADOR p300. Berta Henri-
quez, Fernando Cruzat, Matias Hepp, Juan Olate, Soraya
Gutiérrez y Martin Montecino. Anillo de Investigacion de
Estudios Avanzados en Sefializacion Celular y Regulacion
Génica, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de
Concepcion.

Los factores de transcripcion con homologia al dominio
runt (Runx) son reguladores claves de la expresion de genes
tejido-especificos en importantes procesos de diferenciacion.
Runx2 es esencial para la maduracion de osteoblastos y para
la osteogénesis. Dos promotores controlarian la expresion
de cada una de las dos isoformas de Runx2. La expresion
de la isoforma Runx2 tipo II la cual presenta 528 residuos
aminoacidicos, se inicia en el exon 1 y es dirigida por el pro-
motor P1. Esta es la isoforma predominante en osteoblastos
diferenciados y su expresion es exclusiva del tejido 6seo. En
labusqueda de proteinas que regulan la transcripcion de esta
isoforma, se realizaron estudios de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) en laregion proximal del promotor P1. En
ellos se observo la presencia de los factores de transcripcion
Runx2 y C/EBP, asi como también del coactivador p300.
Ademas, al realizar estudios de sobreexpresion de estas
proteinas mediante transfeccion transitoria, observamos un
aumento en la actividad del promotor P1 de Runx2. Estos
resultados sugieren la participacion de las proteinas Runx2,
C/EBPByp300enlaregulacion transcripcional del promotor
P1 del gen Runx2.

Beca de Apoyo Tesis Doctoral CONICYT AT-24060130.

154.- ANALISIS FUNCIONAL DE SITIOS DE UNION
PARA LA PROZ'EI,NA Runx PRESENTES EN RE-
GIONES INTRONICAS DEL GEN RUNXI. Marcela
Hinojosa, Soraya Gutiérrez. Anillo de investigacion de
Estudios Avanzados en Sefializacion Celular y Regulacion
Génica. Universidad de Concepcion, Facultad de Ciencias
Biologicas, 2006.

El gen RUNXI es miembro de una familia de genes que
codifican para factores de trascripcion, posee unrol regulador
enladiferenciaciony proliferacion del tejido hematopoyético
a través de secuencias especificas de union presentes en
los promotores de sus genes blanco. Recientes investiga-
ciones en el estudio de susceptibilidad génica hacia ciertas
enfermedades autoinmunes, tales como Lupus Sistémico
Eritematoso, Artritis reumatoide y Psoriasis, han revelado
una asociacion entre la presencia de SNPs en sitios de unién
a Runx presentes en regiones intronicas de genes blancos
y el desarrollo de la enfermedad. El objetivo del presente
trabajo es analizar la funcionalidad de sitios de unioén para
la proteina Runx presentes en regiones intronicas del gen
RUNXI. Para ello se cloné un segmento de una region
intronica de RUNX1 que presenta una secuencia de union
a Runx, en un vector de expresion eucarionte, el cual poste-
riormente se utilizara para evaluar la funcionalidad de este
sitio de union a Runx.
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155.-INTERACCION ENTRE ELRECEPTOR CLASICO
DE PROGESTERONA Y CAVEOLINA-1 (The classical
progesterone receptor interacts with caveoline-1) Inostroza
E., Martinez S., Pasten P, Montecino M., OlateJy Hinrichs
MYV. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados en Sena-
lizacion Celulary Regulacion Génica. Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad de Concepcion.

Los rapidos efectos no gendmicos, inducidos por progeste-
rona en el proceso de maduracion del ovocito de Xenopus
laevis, indican que esta respuesta es mediada por un receptor
que se encuentra asociado a la membrana plasmatica del
ovocito. Durante los ultimos aiios, se ha acumulado impor-
tante evidencia que apoya la hipotesis que indica que seria
el receptor de progesterona clasico el que se encontraria
mediando este proceso. Un importante hallazgo, realizado
recientemente por nuestro laboratorio, que apoya esta hi-
potesis, es la deteccion realizada de este receptor asociado
a la membrana plasmatica, tanto en ovocitos de Xenopus
laevis como en células en cultivo, en que se ha expresado
este receptor.

Una interrogante que se presenta frente a este hecho, es
comprender de que manera podria este receptor estar inte-
ractuando con la membrana plasmatica, ya que esta proteina
no posee dominios de transmembrana ni tampoco se le han
descrito sefiales de modificacion lipidica. Un posible mecanis-
mo que le permitiria a este receptor asociarse a lamembrana,
seria mediante la interaccion con proteinas “scaffold”, como
por ejemplo Caveolina-1. Con este objetivo, a través de
ensayos de GST “pull down” y de co-imunoprecipitacion,
hemos demostrado tanto in vivo como in vitro la interaccion
entre ambas proteinas.

156.- REGULACION DE LA DIFERENCIACION
MIOBLASTICA POR ACETILACION DE HISTONAS
YCOMPLEJOS REMODELADORES DE CROMATINA
SWI/SNF Pamela Izaurieta, Alejandro Villagra, Fernan-
do Cruzat, Martin Montecino. Anillo de Investigacion de
Estudios Avanzados en Senalizacion Celular y Regulacion
Génica, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcion

Dos de los principales de complejos multiproteicos que
regulan la transcripcion a través de la modificacion de la
estructura nucleosomal, son los complejos remodeladores
de cromatina dependientes de ATP (Ej.: SWI/SNF) y los
complejos con actividad acetiltransferasa (HAT) y deace-
tilasa (HDAC) de histonas. Multiples antecedentes indican
que estas actividades son esenciales en la regulacion de la
actividad transcripcional durante la diferenciacion celular.
Con el objetivo de estudiar la relacion funcional entre estos
tipos de complejos hemos creado lineas celulares mioblasticas
C2Cl12 estables para la expresion inducible de las subunida-
des cataliticas mutadas, Brgl y Brm, que forman complejos
SWI/SNF inactivos. Se ha determinado que la expresion de
Brgl inactivo inhibe la expresion de marcadores de diferen-
ciacion muscular, bloqueando la formacion de miotubos. Por
otra parte, se ha encontrado que la inhibicién de enzimas
HDAC en células C2C12 con tricostatina A (TSA) 50 nM
por 24 hrs aumenta el nivel de acetilacion de histonas H3
y H4, e inhibe la diferenciacion muscular, reflejada en una
disminucion en la expresion de miogenina. Sin embargo, al
utilizar TSA en C2C12 que expresan la subunidad Brgl mu-
tante, se ha observado que las células son capaces de formar
miotubos, lo que sugiere que un estado de hiperacetilacion
podria suplir las funciones de complejos SWI/SNF inactivos
en la diferenciacion mioblastica.

157.- PARTICIPACION DE LA VIA PI-3K EN LA
TRANSLOCACION DE LOS TRASPORTADORES FA-
CILITATIVOS DE HEXOSAS EN CELULAS HEK293.
Evelyn Jara!, Maite Castro!, Angara Zambrano?, Constanza
Angulo’, llonal. Concha'; 'Instituto de Bioquimica, *Instituto
de Microbiologia, Universidad Austral de Chile,

GM-CSF es una citoquina involucrada en el aumento de
la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular
en la linea hematopoiética, siendo esencial para ello la
participacion de la via PI-3K. Su receptor es una glicopro-
teina expresada tanto en células hematopoiéticas como no
hematopoiéticas, desconociéndose sin embargo, la funcion
que cumple en estas ultimas.

Antecedentes de nuestro laboratorio sefialan que las
células HEK293 expresan el receptor para GM-CSF y
las isoformas GLUT1 y GLUT3 de los transportadores
facilitativos de hexosas. Ademas, se ha podido observar
que en respuesta a esta citoquina, estas células son capaces
de aumentar el transporte de *H-o-metilglucosa (OMG).
De acuerdo a resultados presentados en este trabajo, esto
ultimo podria ser explicado por una posible translocacion
de estos transportadores hacia la membrana plasmatica.
Para identificar una de las posibles vias de transduccion
involucradas en este mecanismo, se utilizd el inhibidor
para PI-3K, LY294002. Analisis de Western blot indicaron
que la via PI3K se encuentra activa en respuesta a esta
citoquina, mientras que mediante estudios de transporte e
inmunofluorescencia se observd que LY294002 inhibe el
efecto producido por GM-CSF. Estos datos sugieren una
estrecharelacion entra la activacion del receptor, el aumento
del transporte de glucosa y la via de sefalizacion PI-3K.

(FONDECYT 1060135, DID-UACh 200460)

158.- TRANSLOCACION DEL COMPLEJO
TRANSCRIPCIONALSIX1/EYAI POR ESTIMULACION
ELECTR,ICA EN CELULAS MUSCULARES
ESQUELETICAS. Javiera Leon, Alejandra Espinosa y
Enrigque Jaimovich. Centros de Estudios Moleculares de
la Célula; ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de
Chile, Santiago, Chile.

Six1 es un factor de trascripcion presente en musculo
esquelético, involucrado en el desarrollo y diferenciacion
del tipo de fibra muscular. Nosotros estudiamos la presencia
del complejo transcripcional Six1/Eyal en cultivos primarios
de musculo esquelético de rata. Utilizando un patron de
estimulacion eléctrica de baja frecuencia, detectamos la
presencia de una sefial de calcio, asociada a contraccion.
Una frecuencia alta de estimulo eléctrico (45Hz) produce,
ademas una sefal de calcio mas lenta, mediada por IP3, que
se ha asociado a la transcripcion génica. Investigamos la
translocacion de Six1 y Eyal hacia el ntcleo del miotubo,
estimulando con diferentes patrones de frecuencia eléctrica.
Nuestros resultados indican que Six1 y Eyal estan ubicados
en el citoplasma de los miotubos, en condiciones basales.
Al estimular con 45 Hz, Sixl aparece en 80% de los
nucleos; este efecto no ocurre a una frecuencia de 0,33Hz.
Ryanodina, un inhibidor de la sefial de calcio rapida,
bloqueasolo parcialmente la translocacion de Six1 al nucleo;
2-APB, un inhibidor de la via de produccion de IPs, inhibe
completamente la translocacion. Eyal no fue afectado porel
estimulo eléctrico. Estos resultados indican que Six1 es un
factor de transcripcion activo en miotubos y que depende,
para ser activado, de una particular sefial de calcio liberado
por receptores de IPs.

FONDAP 15010006
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159.-DETECCION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION
C-FOSPARAEVALUARACTIVACION NEURONALIN-
DUCIDAPOR GLUCOSAEN HIPOTALAMO. (Detection
of c-Fos transcription factor to evaluate glucose induced
neuronal activation in hypothalamus) ! Isabel Lizama, 2
Carola Millan, 2 Viviana Ulloa, 2> Maria de los Angeles
Garcia. 'Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogrdficas.
2Departamento de Biologia Celular. U. de Concepcion.

El hipotalamo esta involucrado en la deteccion de cambios
en la concentracion de glucosa. Sin embargo, no han sido
identificadas las células y moléculas involucradas en este
mecanismo. Hemos propuesto que en el mecanismo sensor
de glucosa hipotalamico existe una interaccion entre glias y
neuronas. Postulamos que la glia ventricular envia una sefial
metabolicaque activariaalaneurona. Se hademostrado que el
factor de transcripcion c-Fos podria utilizarse como marcador
deactivacion neuronal inducido por diferentes estimulos. Por
lo cual, implementamos un modelo para evaluar laactivacion
neuronal inducida por glucosa. Estandarizamos inyecciones
intraperitoneales en ratas para obtener en sangre y liquido
cefalorraquideo, concentraciones de glucosa que inducen
activacion neuronal. Utilizamos el anticuerpo anti-c-Fos
que fue validado mediante inmunoblot. La evaluacion de
c-Fos se realizo a través de inmunohistoquimica en cortes
de cerebro de rata de 40 um. c-Fos presenta una expresion
basal en distintas regiones cerebrales. Determinamos la
expresion de c-Fos en los nucleos arqueado, ventromedial y
paraventricular (PVN), observandose un elevado niimero de
nucleos celulares positivos en este Giltimo. La localizacion de
c-Fosenel PVN fue principalmente nuclear. Estos resultados
demuestran que la expresion de c-Fos es una herramienta
vélida para analizar la activacion neuronal mediada por
glucosa en hipotalamo.

FONDECYT-1060962

160.- LA ESTIMULACION DE RECEP,TORES B, YB;
DE CININAS INICIA LA FORMACION DE TUBOS
VASCULARES EN CULTIVOS TRIDIMENSIONALES
DEESFEROIDES DE CELULAS ENDOTELIALES Silva
P, Pavicic E, Astroza A, Ehrenfeld P, Vidal MA, Stark, HJ',
Figueroa CD, ConchaM. Inst. de Histologiay Pat., U. Austral
de Chile, Valdivia, Chile. 'DKFZ, Heidelberg, Alemania.

La induccion de colaterales vasculares es una estrategia
potencial para el tratamiento de la enfermedad isquémica
y el fracaso angiogénico. En este trabajo investigamos en
cultivos de esferoides multicelulares de células endotelia-
les EA.hy926, si en el efecto angiogénico de las cininas
participan ambos receptores, B, y B,. Como estimulos se
emplearon agonistas B, [Lis-des-[Arg?]-BK (LDBK)], B,
[bradicinina (BK) y Lis-BK (LBK)] o el factor angiogénico
bFGF. La actividad formadora de yemas vasculares de BK
y LBK fue superior a bFGF; en cambio, LDBK no revelo
diferencias con los controles no estimulados. Considerando
que la accion de BK fue bloqueada con el antagonista B,
HOE140 y escasamente por el antagonista B, ATB1, se
concluyé que la formacion de yemas vasculares era me-
diada por receptores B,. Sin embargo, concordante con las
propiedades inducibles del receptor B, la co-estimulacion
con IL-1P y LDBK produjo una potente respuesta sinérgica
que indico la participacion adicional de receptores B;. Los
tubos vasculares desarrollados bajo la influencia de cininas
correspondieron a estructuras tipo-capilares, de lumen bien
definido y pared endotelizada.

En conclusion, en células endoteliales organizadas como
nucleos vasculares primitivos, los receptores B, y B, de
cininas inician la formacion de tubos endotelizados mediante
mecanismos probablemente diferentes.

DID-UACH S-2004-11

161.-ASOCIACION DE COMPLEJOS REMODELADO-
RES DE CROMATINA DEPENDIENTE DE ATP SWI/
SNFENLOS BCRs DE RUNX1. Milka Martinez, Marcela
Stuardo, Soraya Gutiérrez Anillo de Investigacion de Estudios
Avanzados en Serializacion Celular y Regulacion Génica,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, U.de Concepcion

La t(8;21) se genera producto de la fusion de los genes
RUNXI1 y ETO y se encuentra presente en leucemia
mieloide aguda. La causa inicial de la formacion de esta
translocacion es un quiebre en la doble hebra de ADN en
ambos genes. Este quiebre ocurre en regiones limitadas del
gen o BCR y tanto en ETO como RUNXI se han descrito
3 BCRs en el intron 1 y 5 respectivamente. Hasta hoy no
se han encontrado elementos comunes en la secuencia que
expliquen este fendmeno, como por ejemplo la presencia de
secuencias recombinogénicas. En base a estos antecedentes
proponemos que la estructura de la cromatina es clave parala
formaciondelat(8;21). Entre las actividades enzimaticas que
pueden modificar esta estructura se encuentran los complejos
remodeladores de cromatina dependiente de ATP, SWI/SNF,
cuya subunidad catalitica es BRG1 o BRM. Para analizar
la asociacion de estos complejos en los BCRs de RUNX1
se utilizo la técnica de Inmunoprecipitacion de Cromatina
(ChIP) y deteccion por marcaje final indirecto en células
HL-60 del tipo mieloide que expresa las proteinas Runx1 y
ETO y en células HeLa que no expresan ambas proteinas.
Nuestros resultados demuestran que BRG1 interacciona con
los BCR1y 2 de HL-60 y HeLa. Para BRM, en cambio s6lo
se observaasociacion en el BCR 2 de ambas lineas célulares.
Estos analisis sugieren que complejos remodeladores de
cromatina conteniendo tanto la subunidad catalitica BRG1
como BRM son reclutados a los BCRs de RUNX1 in vivo,
esta asociacion es independiente del estado transcripcional
del gen.

162.- DOWN-REGULATION OF CAVEOLIN-1 OB-
SERVED UPON TREATMENT OF NIH3T3 CELLS
WITH TETRADECANOYL PHORBOL ACETATE IN-
VOLVES PKCo. (Ladisminucion de Caveolina-1 en células
NIH3T3 tratadas con acetato de forbol tetradecanoilico
involucraa PKCo,). Meza FM, Gutiérrez-Pajares JL, Leyton
L, Quest AFG. FONDAP Center for Molecular Studies of the
Cell, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Caveolin-1 is suggested to function as a tumor suppressor
protein because its levels are reduced in various human
tumors and cancer cell lines and caveolin-1 re-expression
blocks properties associated with the transformed phe-
notype. Oncogene-mediated transformation of NIH3T3
mouse fibroblasts also reduces caveolin-1 protein and
mRNA levels, and loss of caveolin-1 expression achieved
using anti-sense oligos is sufficient to transform these cells.
Alternatively, tumor promoter agents, like tetradecanoyl
phorbol acetate (B-TPA), that activate calcium-dependent
and novel PKCs, favor cell transformation. Here, the
relationship between PKC activation by 3-TPA and down-
regulation of caveolin-1 in NIH3T3 cells was investigated.
Indeed, B-TPA promoted caveolin-1 down-regulation and
morphological changes reminiscent of cell transformation
that coincided with activation and degradation of PKCa. as
evaluated by Western-blotting. Pharmacological inhibition
of cPKCs precluded B-TPA-mediated loss of caveolin-1 and
increased expression of wild-type PKCa in NIH3T3 cells
using adenovirus-mediated transduction promoted loss of
caveolin-1 protein. Taken together, these results implicate
PKCa as a negative regulator of caveolin-1 expression in
NIH3T3 cells.

Supportedby FONDAP 15010006 (AFGQ),FONDECYT 1040390
(LL) and CONICYT PhD. Student Fellowship (JLG-P).



84 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

163.- LA VIA REGULADORA DEL METABOLISMO Y
LONGEVIDAD DAF-2/DAF-16 MODULA LA EXPRE-
SION DE LA ENZIMA METIONINA SULFOXIDO
REDUCTASAA (MSRA) EN C. elegans. Rebeca Alduna-
te!, Luis Vasquez' y Alicia N. Minniti2. 'Lab.de Nutricion
Molecular. Fac.de Cs. Biologicas. P. U. Catélica de Chile.
2Centro de Regulacion Celulary Patologia Joaquin V. Luco
(CRCP), P. U. Catdlica de Chile.

El dafo oxidativo en proteinas es considerado una de las
principales consecuencias del envejecimiento celular y de
enfermedades cronicas asociadas con la edad. La oxidacion
en Metioninas (MetSO), a diferencia de otras modificacio-
nes oxidativas, puede ser reparada por la enzima MsrA.
La expresion de MsrA se ha relacionado con resistencia a
estrés oxidativo y longevidad, sin embargo se desconocen
los mecanismos la regulan.

Utilizando el modelo de C. elegans hemos encontrado que
los transcritos de la MsrA aumentan en individuos tratados
con agentes oxidantes y disminuyen con la edad. Ademas, el
analisis comparativo entre las probables regiones promotoras
de MsrA de diferentes organismos, mostro que todas estas
presentan secuencias conservadas para la union de un factor
de transcripcion denominado FOXO 3 A (Forkhead clase O).
Mediante analisis genéticos, moleculares y bioquimicos en-
contramos que MsrA esta regulada por la via de tipo insulina
DAF-2/DAF-16 siendo esta regulacion dependiente de la
activacion de DAF-16 (FOXO). Estos resultados sugieren
fuertemente el papel de la enzima MsrA en el control del
envejecimiento a través del factor transcripcional FOXO.

Financiado por FONDEF D031-1047y COPEC-UC SC-0007.
Centro de Regulacion Celular y Patologia Joaquin V. Luco
(CRCP) FONDAP 13980001.

164.-MODELAMIENTO MOLECULAR DEL COMPLE-
JO ENTRE FE65 Y EL DOMINIO CITOPLASMATICO
DE LA PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE
(AICD): IMPLICANCIA EN LA REGULA CION DE SU
ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL. Sebastidn Miranda
Daniel Borquez, Gerald Zapata-Torres y Claudio Olea-
Azar* (Patrocinado por Marco Tulio Nusiez**) *Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile; **Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

Laproteina precursoradel amiloide (APP)es el factor causan-
te de la enfermedad de Alzheimer, ya que su procesamiento
proteolitico sucesivo porla - y y-secretasa genera el péptido
amiloide, principal constituyente de los agregados proteicos
presentes en los cerebros de los pacientes que sufren de dicha
enfermedad. Recientemente el otro producto del corte por
y-secretasa, el AICD, se ha propuesto que regulala expresion
de genes al asociarse con FE65, una proteina adaptadora neu-
ronal. En dicho complejo resulta vital la interaccion entre el
AICDy el segundo dominio de interaccion con fosfotirosina
(PTB2) de FE65. Sin embargo, tanto la regulacion de la
actividad transcripcional como los posibles genes blancos
del complejo han sido objeto de variadas hipotesis muchas
veces contradictorias. Para discutir posibles mecanismos
de regulacion, en el presente trabajo se obtiene un modelo
estructural de la interaccion de FE65 con AICD, realizando
modelamiento por homologia (por MODELLER), a partir
del dominio PTB2 de la FE65L1 de M. musculus (PDB:
IWGU). Sobre dicho modelo se efectué un docking con
AICD, usando los programas AUTODOCK y HADDOCK,
y validando el resultado por el cumplimiento de variables
experimentales ya descritas.

165.- SENSIBILIZA CION AL PLATINOL Y
DISMINUCION EN LA REPARACION DEL ADN EN
CELULAS DE CARCINOMA PROSTATICO PC-3 Y
LNCAP QUE EXPRESAN UN MUTANTE C-JUN.

'Eduardo Parra Villegas,>Arnaldo Vilaxa Olcay ' Programa

de Farmacologia Molecular & Clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. 2Departamento de Biologia,

Universidad de Tarapaca.

Para investigar el rol de c-Jun como un efector en la via de
sefalizacion de c-Jun N-terminal quinasa (JNK), las células
PC-3 y LNCaP fueron transfectadas constitutivamente con
el cDNA de c-Jun del tipo silvestre y una version mutada de
este gen en las regiones serina 63 y 73 (dominante negativo).
Este dominio de activacion es de suma importancia para
la fosforilacion que realiza la quinasa JNK en c-Jun y
posterior formacion del factor nuclear AP-1. Los resultados
demostraron que el dominante negativo c-Jun sensibiliza
claramente a las células PC-3 y LNCaP al tratamiento con
platinol. Sin embargo, las células silvestres mostraron
resistencia al tratamiento con platinol. Estos resultados
demuestran que el dominante negativo c-jun inhibe la
habilidad del platinol de promover una sobre activacion de
la trascripcion a través de inhibir el proceso de fosforilacion.
El mutante dn c-Jun mantiene su capacidad de asociacion,
pero es incapaz de ser fosforilado por la quinasa INK. Esto
sugiere que el c-Jun mutante (dn), no se asocia directamente
a la quinasa JNK para inhibir su accion, sino mas bien,
compite con el c-Jun enddgeno normal para asociarse con
c-Fos 0 ATF-2 y formar el factor de trascripcion AP-1y su
otra variedad c-Jun-ATF-2.

Financiado por proyecto FONDECYT 1060774

166.- RIC-8 DE OVOCITO DE XENOPUS LAEVIS ES
UNGEFQUEREGULAPOSITIVAMENTE LA VIAGosS-
ADENILIL CICLASA. (Ric-8 is a GEE, which positively
regulates the Gas-adenylyl cyclase pathway). Ramirez de
Arellano, A., Torrejon, M., Pastén, P, Martinez, S., Monte-
cino, M., Hinrichs, M.V. y Olate, J. Anillo de Investigacion
de Estudios Avanzados en Senializacion celulary Regulacion
Génica. Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de
Concepcion.

Niveles aumentados de cAMP mantienen al ovocito de
X.laevis detenido en profase de la primera division meioti-
ca. Algunos componentes de la maquinaria molecular que
mantienen esta condicion, han sido identificados pornuestro
grupo e involucran las proteinas Gas, GBy y adenilil ciclasa
(Romo et al., 2002; Guzman et al., 2005). Sin embargo, no
sabemos ain como se mantiene activo este complejo de
sefializacion de manera constitutiva, condicion necesaria
para mantener aumentados los niveles de cAMP dentro del
ovocito. Al respecto, recientemente hemos clonado un gen
desde ovocitos de X.laevis que codifica para la proteina
Ric-8, la cual posee actividad GEF para Gas. Resultados
previos, en nuestro laboratorio, han mostrado que la so-
breexpresion de Ric-8 retarda el proceso de maduracion
inducido por progesterona, en cambio su deplecion, por
microinyeccion de siRNA, produce aceleracion de este
proceso, apoyando su posible participacion como GEF para
Gas. Para confirmar estos estudios, analizamos in vivo la
funcion de Ric-8 en células HEK-293T en presencia de
otros componentes de la cascada de sefializacion de cAMP,
la cual fue evaluada utilizando como sistema reportero el
gen CREB-luciferasa. Los resultados obtenidos indican
que Ric-8 se comporta efectivamente como un GEF para
Goss, pues potencia el aumento de cAMP producido por el
complejo isoproterenol-f2AR.
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167.- CAVEOLIN-1 REDUCES CYCLOOXYGENASE-
2 (COX-2) EXPRESSION VIA TRANSCRIPTIONAL
MECHANISMINVOLVING THE 3B-CATENIN-TCF/LEF
PATHWAY. (Caveolina-1 reduce la expresion de la ciclo-
oxigenasa-2 (COX-2) por un mecanismo transcripcional a
través de lavia de B-catenina-Tcf/Lef). Rodriguez DA, Tapia
JC, Torres VA, Leyton L and Quest AFG. FONDAP Center
for Molecular Studies of the Cell, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is overexpressed in many hu-
man cancers and plays a crucial role in tumor cell survival.
Prostaglandin E2, a product of COX-2 activity, promotes the
transcription of genes associated with cell survival, including
the inhibitor of apoptosis protein, survivinand COX-2 itself.
Caveolin-1 (Cav-1) functions as a negative modulator of the
-catenin/Tcf-Lef pathway promoting down-regulation of
survivin associated with changes in cell viability. Here, we
sought to define whether COX-2 expression might also be
altered by caveolin-1 presence as observed with survivin.
Ectopic expression of Cav-1 (pEGFP-Cav-1 or pLaclOP-
Cav-1)in HEK293T cells as well as in human breast (ZR75)
and colon (DLD-1) cancer cells decreased significantly
COX-2 mRNA and protein levels. Furthermore, COX-2
endogenous levels were increased by inhibitors (Lithium
and SB-216763) of GSK3p that promotes B-catenin deg-
radation by the proteasome pathway and thereby decreases
B-catenin translocation to the nucleus. Taken together these
results indicate that Cav-1 reduces COX-2 expression via a
transcriptional mechanism involving the -catenin/Tcf-Lef
pathway.

Supported by MECESUP #306 PhD-Fellowship (DAR),
FONDECYT 3050037 (JCT), CONICYT PhD-Fellowship
(VAT), FONDECYT 1040390 (LL), FONDAP# 15010006
(AFGQ).

168.- PAPEL DEL CALCIO EN LA REGULACION DEL
VOLUMENDEL CARDIOMIOCITO FRENTEAES TRES
HIPOSMOTICO Rojas-Rivera Diego, Diaz-Elizondo J,
Parra V, Contreras A, Chiong M, Lavandero S. Centro
FONDAP Estudios Moleculares de la Célula, Facultad
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, U. de Chile.

Enlaisquemia/reperfusion cardiaca se produce estrés hipos-
moético (EH) y muerte celular. Previamente hemos descrito
que el EH gatilla la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS), las cuales inhiben ladisminucion regulada de
volumen (RVD)y favorecen la muerte del cardiomiocito. En
este trabajo se investigo si Ca* regula la generacion de ROS,
RVD y muerte inducida por EH. Por microscopia confocal se
determinaron los niveles intracelulares de Ca2* con fluo3-AM,
volumen celular y formacion de “blebs” con calceina-AM
y la caida del ¥ mitocondrial con tetrametilrodamina. Las
ROS se midieron por fluorimetria y diclorofluoresceina y
la necrosis por actividad de LDH.

Los resultados mostraron que EH aument6 rapida y transito-
riamente los niveles intracelulares de Ca?+, siendo inhibido por
nifedipino y verapamilo. Nifedipino bloqued la generacion
de ROS vy la caida del ¥ mitocondrial. La sobreexpresion
de catalasa indujo RVD en cardiomiocito, efecto que fue
bloqueado pornifedipinoy EGTA. EH estimuld la liberacion
de LDH y formacion de blebs, efectos que se atenuaron por
sobreexpresion de catalasa.

En resumen, EH indujo la entrada de Ca?* por canales
de calcio tipo-L, favoreciendo la formacion de ROS que
inhiben el proceso de RVD y estimulan la formacion de
blebs necroticos.

FONDAP 10510006

169.- PARTICIPA CI(?N DEL AMPC INTRACELULAR
EN LAMODULACION DE LASENSIBILIDAD A ETA-
NOL DEL RECEPTOR DE GLICINA. Romo, X.'?, Yéve-
nes, G. E.., Aguayo, L.G.! Laboratorio de Neurofisiologia,
Departamento de Fisiologia, Universidad de Concepcion.
Facultad de Medicina, Universidad Catodlica de la Santisima
Concepcion.

El etanol genera potentes efectos depresores en el sistema
nervioso central, y se ha demostrado que este efecto estaria
dado por su accion potenciadora sobre canales id6nicos in-
hibitorios, como receptores de GABA y glicina. Entre los
mecanismos involucrados, se ha sugerido que cascadas de
sefial asociadas a proteinas quinasas y la subunidad By de
la proteina G jugarian roles criticos. Sin embargo, estudios
de nuestro laboratorio han mostrado que la expresion de
una mutante de Gas (GasQ-L) incremento la sensibilidad
a etanol de la corriente activada por glicina (control, 17+3
% v/s Ga,Q-L, 48+5 %; 100 mM etanol), sugiriendo la
participacion directa de Gos y Adenilil ciclasa en los efectos
de etanol en canales i6nicos. Con el objetivo de analizar
el rol del AMPc en el aumento de la sensibilidad a etanol
del receptor, utilizamos distintas estrategias para modular
los niveles de AMPc intracelulares. Mediante técnicas de
quimiolumniscencia, analizamos y comprobamos que la
sobreexpresion del receptor 32 adrenérgico y estimulacion
con isoproterenol alcanzd niveles similares de AMPc que
GoasQ-L. Sinembargo, bajo estas condiciones, la sensibilidad
a etanol del receptor de glicina no fue significativamente
mayor (17+3 %, 100 mM etanol). Estos resultados sugieren
que lamantencion de altos niveles de AMPc intracelulares no
estarian relacionados con el mecanismo por el cual GasQ-L
modula los efectos de etanol en receptores de glicina.

Financiado por NIAAA, FONDECYT y CONICYT.
Postdoctorado.



86 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

170.- PAPEL DE P38%4 ENEL EFECTO DE LIPOPRO-
TEINAS DE BAJA DENSIDAD OXIDADA SOBRE LA
SINTESIS DE OXIDO NITRICO Y FORMACION DE
ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO EN CELULAS
ENDOTELIALES HUMANAS. (Rol of p38“4*Xin the low
density lipoprotein oxidized effects on nitric oxide synthase
activity and reactive oxygen species formation in human
endothelial cell). 'Searle, A., 'Aguayo, C.; 'Guzman, C.,
1Salomon, C., >Castillo, J.L. 'Duran, D., 3Vera, J.C., 3Rivas,
C. & Lamperti. L. 'Departamento de Bioquimica Clinica
e Inmunologia, Facultad de Farmacia. 2Departamento de
Especialidades Médicas, Facultad de Medicina. 3Departa-
mento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad de Concepcion, Concepcion. (Patrocinio: Juan
Carlos Vera)

Las alteraciones de la funcion endotelial observadas en
enfermedades cardiovasculares son causadas inicialmente
por un aumento en los niveles de lipoproteinas de baja
densidad oxidada (oxLDL). OxLDL disminuye la sintesis
y/o biodisponibilidad del oxido nitrico (NO) y aumenta
la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).
Sin embargo, no existen suficientes evidencias acerca de
los mecanismos intracelulares involucrados en el efecto
de oxLDL, es por esto que los objetivos de este trabajo
es determinar el rol de MAPK en la generacion de NO y
ROS en células endoteliales humanas expuestas a oxLDL.
OxLDL disminuye la actividad de la eNOS, sintesis de NO
y la biodisponibilidad del NO y aumenta la sintesis de ROS
de manera tiempo dependiendente. El efecto inhibitorio de
oxLDLsobre la sintesis de NO no fue alterado por PD-98059
(inhibidor de p42/p44mark), Sin embargo, SB203580 (inhibidor
de p38m»k) y toxina pertussi bloquean el efecto de oxLDL.
OxLDL aumenta la fosforilacion de p42/44mark y p38mark,
un efecto que es bloqueado por PTX. Nuestros resultados
demuestran que activacion de un receptor sensible a PTX
y un aumento en la actividad de p38MAPK puede ser uno de
los mecanismos por el cual oxLDL induce alteraciones en
la funcioén vascular, pudiendo tener importantes aplicacion
en disminuir la progresion de aterosclerosis.

Financiamiento: Proyecto Direccion de Investigacion
Universidad de Concepcion. DIU 201.072.025-1, DIUC
205.072.031-1.0, Universidad de Concepcion.

171.- PROTEIN KINASE CK2 INCREASES CICLOOXY-
GENASE-2 (COX-2) EXPRESSION VIA A TRANSCRIP-
TIONAL MECHANISM INVOLVING THE B-CATENIN-
TCF/LEF PATHWAY (La proteina kinasa CK2 aumenta la
expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) via un mecanismo
transcripcional que involucra la ruta B-catenina-Tcf/Lef).
Tapia JC, Rodriguez DA, Torres VA, Leyton L, & Quest AFG.
FONDAP Center for Molecular Studies of the Cell, Fac.de
Medicina, U. de Chile.

Increased expression of CK2 is associated with hyperprolif-
eration and suppression of apoptosis in a variety of cancers.
In colon cancer, mutations in the tumor suppressor APC are
frequent and often augment [B-catenin-Tcf/Lef-dependent
transcription of genes involved in tumor development, such
as c-myc and cyclin-D1. We recently described that CK2
promotes survival of cancer cells by increasing expression
of the inhibitor of apoptosis protein Survivin via B-catenin/
Tcf-Lef mediated transcription. Interestingly, COX-2 is also
a B-catenin-Tcf/Lef target gene and its augmented expres-
sion of this protein promotes resistance to apoptosis. To
determine whether CK2 controls COX-2 expression, effects
of the CK2-specific inhibitor 2-dimethylamino-4,5,6,7-tetra-
bromo-1H-benzimidazole (DMAT) and ectopic expression
of CK2a subunit were assessed in HT29-US and HEK-293T
cells. DMAT decreased COX-2 mRNA and protein levels in a
dose-dependent fashion in HEK-293T and HT29-US cells. In
HEK-293T cells expression of GFP-CK2a, but not an inactive
CK2a. variant (CK2aP'564), resulted in -catenin-Tef/Lef-de-
pendent up-regulation of COX-2. Treatment of HEK-293T
cells with DMAT also blocked CK2-mediated increments
in B-catenin-Tcf/Lef activity, as assessed using a luciferase
reporter assay. Taken together, these results indicate that CK2
promotes COX-2 expression by a transcriptional mechanism
involving the B-catenin-Tcf/Lef pathway.

Supported by FONDECYT 3050037 (JCT), MECESUP
PhD-Fellowship (DAR), CONICYT PhD-Fellowship (VAT),
FONDECYT 1040390 (LL), FONDAP 15010006 (AFGQ).

172.- LA GTPASA RACI MODULA LAS CAPACIDADES
MIGRATORIAS DE CELULAS MAMARIAS HUMANAS
A TRAVES DE LA GENERACION DE ROS INTRACE-
LULARES. (Rac | modulates migratory capacity of human
mammary cells by generation of intracellular ROS) Tobar N,
Caceres M Martinez, J. Laboratorio de Biologia Celular.
Inst. de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA). U.
de Chile.

Las GTPasas de la familia Rho, en particular Rac y Cdc42,
han sido sugeridas como elementos clave en la modulacion
de la respuesta celular a los cambios intracelulares de ROS.
La propuesta mas aceptada para la accion de Rac en la pro-
duccion de ROS se asocia con el hecho de que en su version
activa (Rac-GTP) constituye una subunidad de la NOX en
células fagociticas lo que permite que su activacion lleve
asociada una elevacion transitoria de las ROS. Por su parte,
la actividad primordial de Rac se ha asociado a la formacion
de lamelipodios del citoesqueleto de actina que promueven
las propiedades métiles de la célula. En el presente trabajo,
utilizando una linea celular de origen mamario MCF-7, hemos
investigado el efecto delaactividad de Rac1 sobre laproduccion
de ROS y la activacion de vias de sefializacion encargadas de
modular algunas propiedades fenotipicas que determina la
motilidad celular. Utilizando la version dominante (Rac1 N17)
y la permanentemente activa (Racl V12) establecimos que la
actividad de Rac1 modula las propiedades migratorias de estas
células en un proceso que involucra la modificacion del estado
RedOx intracelular, la activacion de NF-kB y a través de esto,
la modificacion en la expresion de Uroquinasa (uPA).

FONDECYT 1040734.
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173.- LA LECTINA DE MAMIFERO GAL-8 GATILLA
SENALIZACION VIA MAPK, PI3K Y RAC-1 EN
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA
Lucas Vicuiia, Alfonso Gonzdlez y Andrea Soza. Depto.
Inmunologia Clinica y Reumatologia, Facultad Medicina.
Centro FONDAP Regulacion Celulary Patologia “Joaquin
Luco” (CRCP). Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile y MIFAB.

La galectina-8 pertenece a una familia de lectinas que se
secretan y participan en multiples funciones como prolife-
racion, migracion y apoptosis, a través de sus interacciones
conlamatrizextracelulary conintegrinas 3 1. Hemos descrito
previamente que la Gal-8 induce un fenotipo polarizado
dependiente de la actividad de ERK, PI3K y Rac en células
Jurkat, un modelo de linfocitos T humanos. Como una forma
de acercarnos mas a la funcion de Gal-8 en células T nativas
estudiamos sus efectos en mononucleares de sangre periférica
humana (PBMN), que contienen linfocitos T en un 70%.
Encontramos que: 1) Gal-8 induce adhesion y reorganizacion
del citoesqueleto de actina con la consiguiente formacion
de lamelipodios; 2) induce la activacion de ERK sostenida
en el tiempo dependiente de PI3K y Rac; 3) inhibe la mi-
gracion celular e induce apoptosis en distintas condiciones
experimentales. Estos resultados indican que también las
células recién aisladas del organismo responden a Gal-8 y
sugieren que esta lectina tiene una funcion importante en
el sistema inmune

(Financiado enparte por: FONDECYT#1050715; FONDAP
13980001 y MIFAB).

174.- DETECCION DE INICIOS DE TRANSCRIPCION
ALTERNATIVOS EN ONCOGENES DE CANCER DE
MAMA Bravo, M.L., Owen, G.I. Facultad de Ciencias
Biologicas. Pontificia Universidad Catolica de Chile.
FONDECYT 1060495

Variaciones en la zona 5"UTR pueden definir la expresion
tejido-especifica y alterar los niveles de proteina, ya que
podria conferir una mayor estabilidad del mensajero o bien
aumentar la tasa de traduccion. Estas variaciones permiten
especular sobre el mecanismo por el cual células cancerige-
nas podrian aumentar la transcripcion de oncogenes. Factor
Tisular (TF) esuna glicoproteina que participa en procesos de
metastasis, favoreciendo la progresion del cancer. 113-HSD2
corresponde a una enzima que inactiva glucocorticoides, lo
cual favorece indirectamente la proliferacion. Esta descrito
en cancer de mama que TF y 113-HSD2 se encontrarian
aumentados tanto a nivel de mensajeroy proteina. Nuestro
objetivo fue analizar el inicio de transcripcion para estos
dos oncogenes en lineas celulares de cancer de mama.
Realizando la técnica de 5’"RACE, identificamos dos sitios
adicionales al descrito para TF los que podrian genera una
mayor estabilizacion del mensajero o un aumento en la
taza de traduccion. Para 113-HSD2 se encontraron 3 sitios
no descritos y analisis de estas secuencias mostraban un
“splicing” donde el exon 1 se encuentra deletado, conser-
vandose el marco de lectura de la proteina, lo que podria
generar cambios en la estructura y funcion de esta enzima.
Las variaciones en el inicio de transcripcion de estos on-
cogenes pueden conferirles nuevas caracteristicas, tanto al
mensajero como a la proteina, favoreciendo asi el desarrollo
y progresion del cancer.

175.- GENERACION Y CARACTERIZACION DE
MUTANTES PARA Trpcé. César Canales?, Paola
Krall«b, Katherina Walz@. Centro de Estudios Cientificos,
CECS, Valdivia. (b) Universidad Austral de Chile.

La Glomeruloesclerosis Focal y Segmental (FSGS) es
una patologia renal, caracterizada por formacion de tejido
cicatricial (esclerosis) en sectores del rifion (focal), de una
porcion del glomérulo (segmental). Recientemente se han
descrito mutaciones en Transient receptor potential channel
6 (TRPCG6), asociadas a FSGS familiar y con herencia
autosomica dominante. El canal TRPC6 pertenece a la
familia de canales TRPC y corresponde a una proteina
con 6 dominios transmembrana, activado por DAG y que
se relaciona con el transporte de calcio a través de un poro
entre los dominios transmembrana 5y 6.

Los TRPC6 humano y murino presentan una homologia
del 87% y 93%, a nivel de ¢cDNA y aminoacidico,
respectivamente. Nuestro trabajo tiene por objetivo final
la creacion de un modelo en raton para FSGS. Para ello
hemos construido un ¢cDNA de 7rpc6 que contiene un
epitope HA. Sobre este templado, mediante mutagénesis
sitio dirigida, se construyeron dos mutantes relacionadas a
laFSGS. Las mutaciones se caracterizaron por digestion con
enzimas de restriccion y se confirmaron por secuenciacion.
El Trpc6-HA y ambas mutantes fueron subclonadas en un
vector de expresionrio abajo de un promotor CMV. Mediante
expresion in vitro y analisis de Western Blot se corrobor6
el PM las proteinas resultantes y su localizacion subcelular
se estudié por inmunofluorescencia. Estos constructos seran
microinyectados para generar un raton transgénico.

176.- GENERACION DE UN RATON TRANSGENICO
PARA Rail. Paulina Carmona«?, Jéssica Molina@, Areli
Cardenas?, Katherina Walz@. Centro de Estudios Cienti-
ficos, CECS, Valdivia. Universidad Austral de Chile

El sindrome dup(17)(p11.2p11.2) se produce debido a la
duplicacién deun intervalo genomico de~3.7 Mben labanda
p!11.2 del cromosoma 17 que incluye 23 genes. El fenotipo
clinico resultante presenta baja estatura, bajo peso
corporal, retraso mental moderado, autismo,
déficit atencional e hiperactividad.

Laregion humana 17p11.2 es sinténica con la region 32-34
cM del cromosoma 11 murino, en la cual se conserva el
orden y orientacion de 19 genes.

Sehadeterminado enun modelo murino paraladup(17)(p11.2
pl1.2) obtenido mediante ingenieria cromosdémica
(Dp(11)17/+), que la trisomia de retinoic acid induced
1(Rail) es responsable de los fenotipos presentados en el
modelo murino. Dicho gen se ubica en el cromosoma 11
murino y se expresa principalmente en zonas del cerebro
de predominio neuronal; y es el homblogo murino del gen
humano RAII.

Mediante técnicas de biologia molecular, hemos agregado
un epitope HA al cDNA de Rail. Rail-HA fue sublonado en
un vector de expresion rio abajo del promotor CMV. El peso
molecular y la localizacion subcelular de Rail-HA fueron
determinadas mediante Western blot e inmunofluorescencia.
Este cDNA sera microinyectado y los transgénicos seran
analizados.
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177.- ANALISIS DE LA FUNCION DE HGBF-1 Y
HBIG MEDIANTE SILENCIAMIENTO POR SIRNA'Y
CONSTRUCCION DE PROTEINAS QUIMERICAS. San
Martin, A., Rosas, J., Rauch, M.C. y Claude, A. Instituto de
Bioquimica, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile

hGBF-1yhBIG-1 sonfactores de intercambio de GTP (GEFs)
que pertenecen a la familia Sec7 y que son fundamentales
para la activacion de factores de ADP-ribosilacion (ARFs),
un proceso indispensable para el reclutamiento del manto
proteico COP 1y el trafico de la via secretoria.

A pesar de catalizar reacciones similares, hGBF-1 y hBIG-1
muestran grandes diferencias funcionales. Estas incluyen
sensibilidades opuestas a BFA y localizaciones mutuamente
excluyentes en el complejo de Golgi (cis y trans respecti-
vamente). También demuestran distintas preferencias de
sustrato in vitro (ARFS para hGBF-1 y ARF1 para hBIG-
1). Nuestros resultados evidencian que hGBF-1 y hBIG-1
realizan funciones distintas pero interdependientes en el
complejo de Golgi.

Hemos logrado silenciar la expresion de ambos GEFs me-
diante la técnica de siRNA, con un claro efecto inhibidor
sobre la secrecion de proteinas en el caso de GBF1. Adicio-
nalmente hemos generado 6 quimeras que estan compuestas
por lacombinacion de los dominios mas importantes de estas
proteinas (amino, Sec 7 y carboxilo terminal).

Debido a que estos GEFs tienen funciones y localizaciones
distintas, hemos iniciado el analisis de las quimeras por medio
del estudio de suresistenciaa BFA e inmunocitoquimica. De
este modo definiremos los dominios criticos para la funcion
de ambas proteinas y el impacto que su alteracion produce
sobre las estructuras de la ruta secretoria.

(Financiamiento: Proyecto Fondecyt 1030346)

1 78.—DISENOQE HERRAMIENTAS PARAELESTUDIO
DELAFUNCION DE MICRORNAS INVIVO. Katherine
Saud, Andrés Berndt, Elvis Acevedo y Manuel Kukuljan.
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes que
contribuyen a la regulacion de la expresion génica a través
de la interferencia de la expresion multiples transcritos
codificantes. Recientemente se ha identificado miRNAs
aparentemente involucrados en la mantencion del estado de
diferenciacion de neuronas, plasticidad sinapticay desarrollo
neural. La investigacion de la funciéon de miRNAs esta
limitada por la disponibilidad de mutantes en organismos
modelo o al estudio in vitro, mediante pérdida de funcion
usando oligonucleotidos sintéticos. Para probar la factibilidad
de estudiar su papel mediante experimentos de pérdida de
funciénin vivo construimos vectores lentivirales codificantes
dehorquillas de RN A para interferenciadel mi-124a, el que ha
sido involucrado en el control de la diferenciacion neuronal.
Se presenta el disefio y validacion de estas herramientas
mediante el analisis de la expresion del mi-124ay de genes
blanco de este en lineas celulares neuronales, paso previo
al uso de los vectores virales in vivo.

ACT 047, ICM P04-068-F

179.- ESTUDIOS DE LA EXPRESION Y FUNCION
DE LAS PROTEINAS CK1y-2 Y WNT3A EN EL DESA-
RROLLO DEL PEZ CEBRA (DANIO RERIO). Celeste
Aguirre, Amelina Albornoz, y Marcelo Antonelli. Programa
de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Me-
dicina de la Universidad de Chile y Millennium Nucleus in
Developmental Biology. Patrocinio: Ricardo Moreno.

Los genes Wnt codifican para una familia de proteinas
que juegan un rol importante en numerosos procesos del
desarrollo. Existen admas indicios claros de que algunas
isoformas de la proteina quinasa CK1 estan involucradas en
la regulacion de la sefializacion de Wnt en relacion con el
desarrollo de los vertebrados. El objetivo de este trabajo es
estudiar la expresion y funcion en el desarrollo del pez cebra
de laisoforma CK 1y-2 en relacion con laregulacion de la via
Wnt. Para ello hemos analizado el patrén de expresion de
CK1y-2 mediante hibridacién in situ en cortes de tejido de
embriones de pez cebra. Los resultados indican que el mRNA
se expresa en forma ubicua en estadios tempranos, restrin-
giendo su expresion al cerebro a las 48 h.p.f. El andlisis de
funcion por sobreexpresion mediante inyeccion de cantidades
conocidas de mRNA de CK1y-2 indican que mas de un 50%
de los embriones se dorsalizan. Estudios de sobre expresion
realizados en forma paralela, con Wnt3a de pez cebra, pro-
duce fenotipos con alteraciones oculares cuyos porcentajes
son dependientes de la cantidad de mRNA, produciendo un
fenotipo sin ojos en mas deun 70% de la poblacion inyectada.
Actualmente estamos realizando experimentos de pérdida de
funcioén mediante oligo morfolinos especificos contra ambas
proteinas. Paralelamente estamos analizando los patrones
de expresion de genes marcadores para la formacion del eje
antero posterior, del cerebro y de los ojos en experimentos
de bloqueo de funcion y sobre expresion.

Proyecto Fondecyt Ne 1040697

180.- EL RECAMBIO DE PROTEINAS CITOESQUE-
LETiCAS DURANTE LOS MOVIMIENTOS CITOPLAS-
MATICOS DEL ZIGOTO DEL PEZ CEBRA PODRIA
INVOLUCRAR NUCLEACION DE ACTINA. (Turnover
of cytoskeletal proteins during cytoplasmic movements in the
zebrafish zygote may involve actin nucleation). Rodrigo I
Alvarezy Juan Fernandez. Laboratorio de Biologia Celular
del Desarrollo, Facultad de Ciencias, U. de Chile.

La segregacion ovoplasmica es el proceso por el cual
organelos y ribonucleoproteinas se separan de los globulos de
vitelo y son masivamente transportados al disco embrionario
que origina el embrion. Una manifestacion de la dinamica
del citoesqueleto, durante el apogeo de este proceso (primera
interfase) en el zigoto de la sanguijuela, es la incorporacion
de precursores marcados: actina-G y tubulina fluorescentes
(Fernandez et al., 2004). Interesaba explorar si esto también
ocurria en el zigoto del pez cebra y se acompanaba de la
formacion de novo de filamentos de actina (nucleacion). Con
este fin se estudi6 la incorporacion de actina-G y se detectd
los antigenos de la cadena de nucleacion de actina: Cdc42,
WASp, complejo ARP2/3, cofilina y profilina, utilizando
inmunolocalizaciéon en zigotos completos y analisis por
SDS-PAGE y Western blot en extractos citoplasmaticos. En
ambos casos seutilizo los mismos anticuerpos. Losresultados
mostraron que actina-G era incorporada al citoesqueleto
del zigoto y que las proteinas de nucleacion tenian una
distribucion ubicua a través de los dominios de ovoplasma.
Estos resultados sugieren que el continuo recambio de actina
enel zigoto del pez cebra, durante el apogeo de la segregacion
ovoplasmica, incluiria polimerizacion/despolimerizacion y
nucleacion/fragmentacion

(Proyecto FONDECYT 1030879).
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181.- ROL DE SQNIC HEDGEHOG (SHH) EN LA
PROLIFERACION DE CELULAS TRONCALES
DEL CEREBRO MEDIO DORSAL (TECTUM) EN
VERTEBRADOS. Francisco Araya', Pablo Lois!, Carmen
Gloria Feijoo?, Rolf Karlstrom? y Veronica Palma'. 'Nucleo
Milenio en Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile, *Universidad Andrés Bello, *University
of Massachusetts, EEUU.

Shhesuna glicoproteina secretada, conactividad morfogénica
en el eje ventral del tubo neural durante la embriogénesis
temprana. Entanto, durante etapas tardias del desarrollo, Shh
hamostrado tener un papel mitogénico en diversas estructuras
dorsales, tales como corteza, hipocampo y cerebelo. Sin
embargo, a la fecha, no se ha demostrado un papel para la
via Shh/Gli en la formacion del tectum.

Experimentos con neuroesferas y explantes de raton, nos
permiten concluir que en el tectum, durante la embriogenesis
tardia, existe una poblacion de células troncales capaz de
responder a Shh regulando su proliferacion. Experimentos
de sobre expresion de Shh, asi como analisis de mutantes de
la via Shh/Gli o inhibicion farmacoldgica de la via usando
ciclopamina en embriones de pez cebra, arrojan similares
resultados a los obtenidos en raton. Por tultimo, el transgé-
nico reportero Shh-GFP muestra una expresion en la region
dorsal del cerebro medio en estadios tardios siendo la posible
fuente las células retino ganglionares, no descartandose una
produccion local.

Nuestros experimentos demuestran que SHH actua como
mitdgeno controlando el nimero de progenitores celulares
de estructuras dorsales en el desarrollo del Sistema
Nervioso Central, siendo éste un mecanismo conservado
en la filogenia.

Financiado por Fondecyt 1040443 y ICM P02-050.

182.- EXPRESION Y DISTRIBUCION DE FBPasa EN
TESTICULO DE RATA EN DESARROLLO POSTNA-
TAL (Expression and distribution of FBPase in postnatal
developing rat testis). Romina Bertinat, Zahady Velasquez,
Alejandro J. Yaiiez y Juan Carlos Slebe. Laboratorio de
Enzimologia, Instituto de Bioquimica, Universidad Austral
de Chile.

La isoforma hepatica de fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPa-
sa) es una enzima gluconeogénica clave que se expresa
esencialmente en higado y rifion, los principales organos
productores de glucosa. Sin embargo, nosotros reciente-
mente hemos demostrado la expresion de ésta isoenzima de
FBPasaentesticulo de rata, un tejido que no produce glucosa
endogena, pero si depende de un elevado metabolismo
energético para su funcion reproductiva. Mediante analisis
de inmunoblot e inmunohistoquimica pudimos determinar
que la expresion de FBPasa no ocurre hasta los 30 dias de
desarrollo postnatal del individuo, fase en la cual el animal
comienza sumadurez reproductiva, para adquirir la fertilidad
alrededor de los 2 meses de vida. Ademas, los resultados
muestran claramente que la enzima no se expresa en todas
las células del tubulo seminifero, sino especificamente en
aquellas células que se encuentran mas cercanas al lumen, y
por ende, mas diferenciadas: espermatocitos, espermatidas
y espermatozoides. Los resultados indican claramente que
la expresion de FBPasa se correlaciona directamente con el
estado de desarrollo del testiculo y el grado de diferenciacion
de las células espermatogénicas que conforman el tiibulo
seminifero, sugiriendo la importancia de la presencia de
FBPasa en estos eventos

(FONDECYT 1051122; 1051057; DID-UACh).

183.- LA INHIBICION DE LAS CASPASAS INHIBE LA
APOPTOSIS,PERONO LADIFERENCIACION DURAN-
TE LA ESPERMATOGENESIS DE LA RATA. (Caspase
inhibition prevents apoptosis but not differentiation during
rat spermatogenesis). Veronica A Codelia, Pablo Cisternas
v Ricardo D. Moreno Fac. de Cs. Biologicas, P. U. Catdlica
de Chile y Millennium Nucleus in Developmental Biology
(MNDB).

Las caspasas son las principales proteasas involucradas
en la ejecucion de la apoptosis, y su activacion trae
como consecuencia la degradacion del DNA, evaluado
histolégicamente por la técnica de TUNEL. Sin embargo,
el TUNEL-positivo también puede ser independiente de
caspasas. En la primera onda de la espermatogénesis de la
rata se produce un aumento de células apoptoticas (TUNEL-
positivas)eneldia25, coincidente con laactivacion de caspasas
-3 -8 y -9. El objetivo del siguiente estudio fue determinar
si la formacion de células TUNEL-positivas (apoptosis) es
una consecuencia directa de la actividad de las caspasas,
y los efectos de su inhibicion en la espermatogénesis. La
inhibicion farmacologica de las caspasas, con un inhibidor
general, disminuy¢ significativamente el nimero de células
TUNEL-positivas, asi como la hidrélisis de PARP y p115.
Los inhibidores de las caspasa-8 y -2, pero no de la caspasa-
9 disminuyeron el nimero de células TUNEL-positivas. La
inyeccion intratesticular del inhibidor general de caspasas no
alterd el patron de diferenciacion celular (acrosina, tubulina) al
cabo de 40 dias de la inyeccion. Nuestros resultados sugieren
un papel importante de las caspasa-8 y -2 en la degradacion
del DNA (células TUNEL-positivas), pero no estarian
involucradas en la diferenciacion de las células germinales.
Por lo tanto, las caspasas son determinantes en la ejecucion
de la muerte celular de células germinales.

Financiado por Fondecyt 1040800.

184.- IDENTIFICACION DE NUEVOS GENES INVO-
LUCRADOS ENELESTABLECIMIENTO DELPATRON
DORSOVENTRAL DEL EMBRION DE XENOPUS
MEDIANTE SAGE (SERIAL ANALYSIS OF GENE
EXPRESSION). (Identification of novel genes involved in
dorsoventral patterning of Xenopus embryos by SAGE).
Faunes,E', Malig,R.2, Melo,F*., Larrain,J'. 1. CRCP-
FONDAP. Nucleo Milenio en Biologia del Desarrollo. 2.
Lab. de Bioinformatica Molecular. Fac. de Cs. Bioldgicas.
P U. Catdlica de Chile.

EnXenopus, el establecimiento del patron dorsoventral ocurre
mediante gradientes de sefializacion que producen laexpresion
génica diferencial entre el lado dorsal y ventral. Se han usado
diversas estrategias pre-genomicas en Xenopus laevis para
identificar genes involucrados en este proceso, pero ninguna
hasido exhaustivay han estado sesgadas hacia genes activados
por una via de sefializacion en particular y hacia los genes
abundantes y/o més activos. Por lo tanto, creemos que pueden
existir genes que atin no han sido detectados. En este trabajo
se utilizara la metodologia SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression) para identificar nuevos genes expresados dife-
rencialmente en el eje dorsoventral. Se prepararon genotecas
SAGE desde explantes dorsales y ventrales de gastrula. Se
creo una tabla de todos los tags potenciales presentes en el
genoma de X. tropicalis, que se encuentra casi completamente
secuenciado. Estos tags potenciales fueron clasificados medi-
ante un método de bioinformatica denominado Hierarchical
Gene Assignment(HGA) pararealizarunaasignacion confiable
de los tags experimentales. Se analiz6 esta clasificacion y se
discute su confiabilidad para representar tags experimentales.
Estaaproximacion gendmicano hasido utilizada anteriormente
en Xenopus 'y junto con HGA permitiran la identificacion de
nuevos genes involucrados en la organizacion dorsoventral
de Xenopus.



90 XX REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA CELULAR DE CHILE

185.- ESTUDIO DE EXPRESION Y FUNCION DE LAS
ISOFORMAS 61 Y 62 DE LA PROTEINA QUINASA CK1
EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PEZ CE-
BRA (Dario rerio) Claudia Foerster, Amelina Albornoz, y
Marcelo Antonelli. Programa de Biologia Celulary Molecular,
ICBM, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y
Millennium Nucleus in Developmental Biology. Patrocinio:
Ricardo Moreno.

La proteina CK1 es una familia de proteinas quinasa a la que
recientemente se la ha relacionado con el desarrollo embrio-
nario. De esta familia hemos identificado en pez cebra (Danio
rerio) varias isoformas codificadas por genes diferentes. El
objetivo de este trabajo es estudiar el patron de expresion en
cortes de tejido embrionario y la funcion de las isoformas
CKl1da y CK16b en el pez cebra durante el desarrollo. Se
estudi6 la expresion de ambos genes por hibridacion in situ
en embriones disectados de 24 y 48 h.p.f. Nuestros resultados
indican que CK13b tiene una expresion restringida al cerebro
(ojos, tegmentum, cerebelo y rombomeros) en tanto CK15a
es mas ubicua en su expresion hacia las 24 h.p.f. limitdndose
a las 48 h.p.f. al cerebro (tegmentum, cerebelo y rombome-
ros). Para los estudios de funcion, ambas isoformas fueron
sobre expresadas. La sobre expresion de CK18b induce en
los embriones la perdida completa de los ojos y en menor
proporcion ciclopia. La sobre expresion de CK16a también
afecta el desarrollo de los ojos, pero con menor penetrancia
que CK18b. En estos momentos nos encontramos analizando
los patrones de expresion de marcadores de formacion de ojos
y cerebro en embriones inyectados con el mRNA codificante
de CK16ay CK1™b.

Proyecto Fondecyt Ne 1040697

186.-REGENERACIONDE CELULAS CILIADASDE LA
LINEA LATERAL DEL PEZ CEBRA. Pedro Herndndez,
Francisco Olivari, Andrés Sarrazin y Miguel L. Allende.
Nuicleo Milenio de Biologia del Desarrollo, Fac. de Cs., U.
de Chile.

En peces, la linea lateral consiste en un grupo de organos
mecanosensoriales superficiales llamados neuromastos, los
cuales contienen células ciliadas equivalentes a las del oido
interno de vertebrados pero que tienen la funcion de percibir los
movimientos del agua. Las células ciliadas de los neuromastos,
adiferencia de sus homologas en el oido interno de mamiferos
tienenlacapacidad deregenerar luego de sereliminadas. Hemos
estandarizado un sencillo protocolo para dafiar especificamente
las células de los neuromastos por medio de incubaciones
con cobre disuelto en el medio. Estos tratamientos nos han
permitido provocar distintos niveles de dafio sobre estos
organos, siendo el nivel de dafo proporcional alaconcentracion
de cobre usada. Mediante este método hemos estudiado la
regeneracion de las células mecanosensoriales luego de ser
eliminadas. Nuestros datos muestran que el tiempo que tardan
las células ciliadas en reaparecer depende de la profundidad
de dafio provocado. Ademas hemos encontrado que frente a
un dafio leve, las células ciliadas regeneradas no provienen
de una division celular, y que con un dafio mas profundo la
reaparicion de estas células, la cual ocurre mas lentamente,
involucra division celular. Hemos identificado la presencia en
estos organos de una poblacion de células mitéticas adyacente
alas células sensoriales que expresa el marcador troncal neural
SOX2,loquelas situacomo los posibles progenitores. Tambien
encontramos que peces deficientes en la glia y nervio de la
linea lateral no presentan problemas en la regeneracion, lo que
descartaaestos tipos celulares como escenciales para el proceso
de regeneracion, como ha sido descrito en la regeneracion de
otros organos. Actualmente estamos intentando clarificar los
eventos de expresion génica que ocurren durante el proceso
deregeneracion y como participan los distintos tipos celulares
del neuromasto.

Financiamiento: FONDECYT 1031003, ICM P02-050.

187.- ORIENTACION DE LAS DIVISIONES DE
CELULAS TRONCALES GERMINALES EN LA
ESPERMATOGENESIS DE LA RATA Raiil Lagos y
Ricardo D Moreno Departamento de Ciencias Fisiologicas,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile, y Nucleo Milenio de Biologia del
Desarrollo.

En la espermatogénesis, las células troncales germinales
(que estan en mitosis), se localizan en la membrana basal,
en tanto que las células en meiosis se localizan hacia el
lumen del tubulo seminifero. Este sistema es un excelente
modelo para estudiar la influencia de la matriz extracelular
en la orientacion del plano de division de células germinales.
Nuestro objetivo fue investigar el angulo de orientacion
del huso mitético y meidtico durante la primera onda de
espermatogénesis en la rata. Determinamos que el angulo
del huso mitdtico en ratas de 5 dias fue de 45,54° y resultd
ser menor que los cuantificados a los 10-20 dias, pero no
a los 30 dias (p<0,05). El angulo promedio de las células
meidticas fue similar al de las mitéticas. Sin embargo, la
proporcion de células que se dividen con angulos entre
60°-90° fue superior en aquellas que estaban en mitosis
(44,3% versus 36,5 %). Para determinar el papel de los
microtiibulos en la orientacion del huso mitético inyectamos
nocodazol intratesticularmente en ratas de 20 dias. Los
resultados indicaron que el promedio del angulo de division
disminuyo¢ significativamente (51,00° a 40,04°), y aumento
significativamente la proporcion de células con orientacion
en el rango de 0-30° (25,3% a 38,5%). Nuestros resultados
sugieren que la division de las células troncales germinales
en la espermatogénesis de la rata no es al azar.

FONDECYT 1040800

188.-IDENTIFICACION DE ZONAS REGULATORIAS
DEL GEN DLG QUE DETERMINAN SU PROCESA-
MIENTO A LA FORMA NEURONAL O EPITELIAL
EN DROSOPHILA. Pablo Majoo y Jimena Sierralta.
Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

El gen diy, identificado como supresor de tumores en
Drosophila melanogastercumple un rol fundamental en células
epiteliales y neuronales. En epitelio mantiene la polaridad
apico-basal y controla la proliferacion, y en la sinapsis
participa en la localizacion de proteinas. El gen dlg genera
multiples productos como resultado del uso de tres distintos
inicios de transcripcion y el uso de exones alternativos.

Se ha identificado exones de 4l que se expresan solo en
neuronas y no en epitelio, por lo que nos intereso identificar
la o las secuencias regulatorias que determinan la expresion
diferencial de productos neuronales.

Para esto se clond potenciales secuencias regulatorias in-
tronicas de dlg, escogidas por homologia con otras especies
o por ser sitios frecuentes de insercion de elementos P, en
vectores con secuencias que permiten lainsercion en el geno-
ma de Drosophila. Se inyectaran los vectores en embriones
tempranos y se seleccionard en la segunda generacion las
lineas de moscas que sufran la insercion. Estudiaremos en
las lineas transformadas el patron de expresion de la proteina
fluorescente verde (GFP) bajo el control de las potenciales
regiones regulatorias. Con estametodologia esperamos aislar
las secuencias relevantes para la regulacion de la expresion
de dlg en neuronas. Mostraremos la metodologia y patro-
nes de expresion obtenidos en las primeras construcciones
inyectadas.

Proyectos ACT47 e ICMP04-068-F
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189.- PERFIL TRANSCRIPCIONALDEGENESREGU—
LADOS POR LAVIADE SENALIZACION SHH/GLIEN
PEZ CEBRA (DANIO RERIO). Milla L.A.L Villegas R.",
Karlstrom R.2, Burgess S.3, Allende M.L." y Palma V.!! Labo-
ratorio de Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. 2Department of Biology, University
of Massachusetts. 'NHGRI/NIH.

La via de sefializacion de Sonic Hedgehog (SHH) tiene un
rol fundamental en el desarrollo del sistema nervioso central
(SNC). SHH actta a través de la familia de factores de
transcripcion Gli (Glil, Gli2 y Gli3). Estas proteinas se ex-
presan diferencialmente, generando un nivel de complejidad
en la manera en que se envia y se interpreta la informacion
in vivo. Hasta la fecha, los genes diana reportados para los
Gli se relacionan con variados procesos, sin embargo, no
permiten explicar la cantidad de funciones en las que participa
SHH. El objetivo de este trabajo es realizar una busqueda
a gran escala en el genoma, de dianas para Gli, utilizando
para ello diferentes tecnologias moleculares recientemente
desarrolladas. Paraello, realizamos ensayos de micro-arreglo,
valiéndonos de experimentos de gananciay pérdidade funcion
delos genes Shh/gliy sus variantes en embriones pez cebra. Se
valido la metodologia al encontrarse genes diana conocidos.
Se verifico experimentalmente la dependencia de algunos
genes diana ante SHH en diferentes etapas del desarrollo
embrionario. Entre ellos, se encuentra c-myc, implicado en
la regulacion del ciclo celular y la aparicion de tumores.
Demostramos que su expresion es dependiente de SHH en
diversos estadios del desarrollo de pez cebra.

Financiamiento: FONDECYT 1040443 e ICM P02-050.
Agradecimientos: COB Fellowship

190.- ANALISIS FUNCIONAL DEL MARCADOR DE
PROGENITORES NEURALES SOX2,YSURELACION
CON LOS GENES PRONEURALES Y NEUROGENI-
COS EN LOS PROCESOS DE DIFERENCIACION
Y REGENERACION DE LA LINEA LATERAL DEL
PEZ CEBRA. Viviana Nuiiez, Andrés Sarrazin, Pedro
Hernandez, Pablo Sandoval & Miguel L. Allende. Nucleo
Milenio de Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

La linea lateral (LL) es un sistema sensorial, que permite
a peces y anfibios acuaticos, detectar los movimientos del
agua a un cuerpo de distancia. Al igual que en el oido de
los mamiferos, la LL posee parches sensoriales (neuro-
mastos), formados por células ciliadas mecano-sensibles y
células de soporte, pero distribuidos sobre todo el cuerpo
del animal. Nosotros y otros autores, hemos determinado
algunos de los genes proneurales y neurogénicos esenciales
para la formacion de las células ciliadas de la LL. Ademas,
recientemente encontramos la expresion del marcador de
progenitor neural Sox2 en diversas componentes de la LL
en formacion, como el primordio migratorio, neuromastos
primarios, secundarios e intercalares. La pérdida de funcion
de sox2, mediante la inyeccion de morfolinos, produjo
embriones morfologicamente normales, pero sorpren-
dentemente, los primeros neuromastos de la LLP no son
depositados, posiblemente debido a una desregulacion entre
los procesos de proliferacion y diferenciacion Analizamos
por lo tanto, la expresion del gen proneural athl y de los
genes neurogénicos, notch3 'y deltaB, en la falta de funcion
de sox2. Ademas, se analiz6 la re-expresion de estos genes
en neuromastos regenerados, luego de un dafio a las células
ciliadas. Nuestro interés radica en dilucidar la jerarquia de
regulacion entre sox2y los genes proneurales y neurogénicos
presentes en las células de la LL.

Financiamiento: FONDECYT 1031003, ICM P02-050.

191.- PARTICIPACION DEL GEN CG32556 EN EL
ESTABLECIMIENTO DE POLARIDAD CELULAR
PLANAR EN DROSOPHILA. Patricio Olguin, Natalia
Mena y Alvaro Glavic. MNDB, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

La polarizacion de las células en el plano del epitelio se de-
nomina polaridad celular planar (PCP). En vertebrados se ha
sugerido que la sefializacion asociadaa PCP es necesaria para
lapolarizacion del neuroepitelio sensorial del oido internoy la
extension convergente, entre otros procesos. En Drosophila,
PCP es responsable de la orientacion de las quetas y de los
omatidios en el ojo. PCP es determinada por la

distribucion subcelular polarizada de Frizzled y Dishevelled
en la membrana distal y de Vang y Prickle en la proximal.
Estos arreglos son implementados por claves globales de
polarizacion aportadas por las protocaderinas Fat y Dachsous.
Presentamos el estudio del gen CG32556 como regulador
de la PCP durante la organogénesis. CG32556 se expresa
en altos niveles en proximal disminuyendo hacia la region
distal de los primordios de ala y ojo. La sobreexpresion de
CG32556 en ala resulta en fenotipos de PCP autéonomos y
no-auténomos similares a los observados para la gananciade
funcién de Dachsous. Lapérdida de funcion de CG32556 en
la region central del notum afecta la polaridad de las quetas
de manera contraria a su ganancia de funcion. Finalmente,
combinaciones pseudoheteroalélicas de CG32556 y de
reguladores del citoesqueleto de actina se comportan como
“enhancer” o modificador de su actividad. Estos resultados
sugieren que CG32556 participa en el establecimiento de
PCP en Drosophila.

192.- ANALISIS MOLECULAR Y MORFOGENETICO
DE LA GASTRULACION EN PECES TELEOSTEOS
ANUALES DEL GENERO CYNOLEBIAS (Molecular
and morphogenetic analysis of gastrulation in annual fish)
Pereiro L., Loosli F!, Wittbrodt J.!, Concha M.L. Programa
de Anatomia y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile. ! EMBL, Heidelberg,
Alemania

La gastrulacion de vertebrados es un proceso morfogenético
que implica una redistribucion dramatica de las células
de la blastula, con patrones geométricos que varian
considerablemente entre especies, pero cuyo resultado final
es la formacion de las hojas germinativas. Los mecanismos
celulares que participan en la gastrulacion de los peces
anuales del género Cynolebias son desconocidos. En las
etapas inciales, las células del blastodermo se encuentran
dispersas cubriendo la totalidad del huevo y comienzan
a reagruparse formando una estructura discoidal. Dicha
morfologia recuerda mas al blastodisco de un embrion de
pollo que al blastodermo de la gran mayoria de los peces
teleosteos. Con el fin de derminar si la gastrulacion de
Cynolebias se asemeja a la de otros embriones discoidales,
(a)clonamos y analizamos los patrones de expresion de genes
marcadores del organizador (p.e. goosecoid) y de genes que
se expresan temprano en la formacion del eje embrionario
(p-e. brachyury), y (b) realizamos un analisis celular
morfogenético mediante microscopia e histologia. Nuestros
resultados preliminares sugieren que los mecanismos de la
gastrulacion en Cynolebias se asemejan a aquellos descritos
para embriones discoidales de vertebrados, como es el caso
del pollo, conejo y humanos.

Financiamiento: PBCT ACT47, ICM P04-068-F, DAAD,
ICBM, FEBA.
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193.- EXPRESION Y FALTA DE FUNCION DE HIF-
Io. EN EL DESARROLLO DEL PEZ CEBRA Pérez-
Munizaga D?, Pinto R°y Reyes AE'2. ! Facultad de Ciencias
de la Salud, Universidad Diego Portales.. 2 Millennium
Nucleus in Developmental Biology. Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. 3 Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular, Facultad Ciencias de la Salud, UNAB. e-mail:
ariel.reyes@udp.cl.

El factor inducible por hipoxia (HIF-1) juega un rol esencial
en la homeostasis de oxigeno celular y sistémica. HIF-1 es
un factor de transcripcion heterodimerico perteneciente a la
familia bHLH-PAS y consta de dos subunidades (o y B). La
expresion de lasubunidad a es regulada por oxigeno, mientras
que la subunidad [} se expresa constitutivamente.

En nuestro laboratorio hemos clonado #if-/a de pez cebra.
El transcrito de 3.5 kb codifica una proteina de 777 aminoa-
cidos. El mapeo gendmico indica que esta formado por 15
exones al igual que lo reportado en humanos, donde ademas
se han descrito cinco isoformas para hif-1a.

Anélisis de Northern blot en diferentes estadios de pez
cebra no detectaron variantes de splicing con diferencias
significativas de tamaio para hif-/o.. Experimentos utili-
zando oligonucleotidos antisentidos contra Aif-1o muestran
que la falta de funcion de Aif-1a produce alteraciones en la
expresion de marcadores de gastrulacion y en la formacion
de vasos sanguineos. Ademas, experimentos en embriones
morfantes para hif-1o utilizando naranja de acridina sugieren
muerte celular. Concluimos, que Aif-/o participaria en el
desarrollo temprano de pez cebra al igual que lo reportado
en raton.

194.- LA HISTONA VARIANTE MACROH2A Y SU
PAPEL EN EL DESARROLLO TEMPRANO DEL PEZ
CEBRA. Pinto, R'; Reyes, A%, Molina, A'; Alvarez, M!;
Vera, MI'. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular,
Facultad Ciencias de la Salud, UNAB; MIFAB!; Labora-
torio de Biologia del Desarrollo, Facultad Ciencias de la
Salud, UDP?

El reemplazo de histonas canénicas por sus variantes es uno
de los mecanismos epigenéticos de control de la expresion
génicamenos conocido. MacroH2A (mH2A) es una variante
de la histona H2A, que tiene isoformas expresadas diferen-
cialmente en eventos celulares tales como diferenciacion de
lineas celulares y desarrollo tisular. Sin embargo, no existen
datos de su distribucion durante el desarrollo temprano de
un individuo. En nuestro laboratorio, hemos analizado el
patron de expresion de dos isoformas de mH2A y el efecto
de “knock down” de ambas durante el desarrollo temprano
del pez cebra. La inmunodeteccion de las variantes mH2A 1
y mH2A2 en embriones completos, mostré una amplia dis-
tribucion desde las 4 hasta las 72 hpf. Embriones al estado
de una célula fueron microinyectados con oligonucleotidos
morfolinos para bloquear la traduccién de ambas proteinas,
provocando una severa alteracion del desarrollo. Su ubicui-
dad y el efecto producido por la supresion de la expresion
de estas isoformas nos sugieren que mH2A cumpliria un
rol clave en la organizacion de la cromatina durante la
embriogénesis.

Fondecyt 1040197; DI UNAB 37-04

195.- IDENTIFICACION Y ANALISIS DE LA
EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS EN EL
CRECIMIENTO Y DESARROLLO MUSCULAR DEL
CONGRIO COLORADO (Genypterus chilensis) Ramirez,
A., Poblete E., Alvarez M., Vera M 1. y Molina A. Laboratorio
de Biotecnologia Molecular, Dpto. Cs. Biol. Universidad
Andrés Bello; MIFAB.

Para determinar las mejores condiciones de cultivo de una
especie de importancia comercial, el desarrollo muscular
del animal debe ser considerado como una prioridad
estratégica. Asi, la relacion entre el numero, tamafio de las
fibras musculares y las caracteristicas del tejido conjuntivo,
determinara latexturay lacalidad de la carne. En vertebrados,
el crecimiento esta determinado por la velocidad y por la
duracion de los procesos involucrados y esta regulado por
el “background” genético de cada individuo. Asimismo,
el crecimiento esta fuertemente influenciado por factores
nutricionales y ambientales. Estas seflales externas en
combinacion con el patrimonio genético de cada individuo
esintegrado en el cerebro donde se generan 6rdenes quimicas
(hormonas) que mediaran coordinadamente el crecimiento.
Esta sefalizacion endocrina genera cambios en la expresion
génica a nivel somatico. Asi se induce la expresion de genes
implicados en proliferacion celular y se inhibe la expresion
genes implicados en el control negativo del crecimiento. En
este contexto, hemos estudiado la expresion de genes cuya
funcion es determinante para el proceso de crecimiento del
congrio colorado: la miosina; IGF-I; el receptor para IGF-1
(IGF-IR) y los factores inhibitorios del crecimiento muscular
miostatina I y miostatina II. La informacion generada en
este estudio podra ser aplicada a la seleccion de marcadores
para el mejoramiento genético, tales como la eleccion de
reproductores con altos rendimientos en cultivo.

DI/UNAB-03-05/1, FONDECYT 1050272.

196.- SONIC HEDGEHOG (SHH) REGULA EL COM-
PORTAMIENTO DE PRECURSORES CELULARES
NEURALES (NPCS) MODULANDO LA ACTIVIDAD
DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO (EGFR). Reinchisi, G, Cerda, G,
Mendoza Naranjo, A%, Palma, V'. 'Nucleo Milenio en
Biologia del Desarrollo, Facultad de Ciencias y 2Labora-
torio de Inmunologia Antitumoral, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Durante el desarrollo del cerebro dorsal Shh regula la
proliferacion de NPCs en cooperacion con la via de EGF
aumentando la transcripcion de EGFR. En este trabajo
analizamos si la modulacion de la expresion de EGFR
mediada por Shh se traduce en cambios en la actividad de
la via de EGF. En explantes de tejido y cultivo de NPCs de
raton, mediante Western Blot observamos que ciclopamina
(inhibidor de la via de Shh) disminuye la expresion de EGFR,
mientras que Shhinduce suaumento. Mediante experimentos
de pérdida y ganancia de funcion demostramos que cambios
en el nimero de células EGFR positivas se correlacionan
con cambios en la proliferacion de los NPCs.

En la embriogénesis tardia existe un cambio en la especifi-
cacion de tipos celulares desde neurogénicos a gliogénicos;
coincidentemente con esto los NPCs comienzan a expresar
mayor numero de EGFR. Realizando experimentos de
electroporacion con Shh-GFP y analisis por Citometria de
Flujo estudiamos si los cambios en la expresion de EGFR,
también se relacionan con el destino que los NPCs adquieren
durante la embriogénesis. Nuestros resultados sugieren que
EGFR puede ser mediador de la accion de Shh controlando
la desicion entre proliferacion y diferenciacion celular.

Financiamiento: Fondecyt 1040443 y ICM P02-050
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197.- PDGF ES NECESARIO TANTO EN INDUCCION
COMO EN MIGRACION DE LAS CELULAS DE LA
CRESTANEURALENX.LAEVIS. 'Valdivia, L., Romero-
Oliva, F y ?Mayor, R. MNDB, !Universidad de Chile y
2University College London.

Las células de la cresta neural (CCN) surgen en embriones
de vertebrados entre laplacaneural y laepidermis. Luego del
cierre del tubo neural estas células migran a diversas zonas
del embrion para diferenciarse en una amplia variedad de
tipos celulares. Este trabajo demuestra la participacion de
PDGF en induccion y migracion de estas células. PDGF es
un mitégeno extracelular que sefializa a través de receptores
(PDGF-aR y PDGF-BR) presentes en células blanco.
Nuestros resultados muestran expresion colocalizada del
receptor PDGF-alfa y el marcador de CCN Xs/ug, tanto
en induccion como en migracion de estas células. Ensayos
funcionales inyectando mRNA, demuestran que inactivar
esta viamediante uso de un dominante negativo del receptor,
provoca una disminucion en la induccion de CCN, siendo
mas notoria al final de neurulacion, sugiriendo que PDGF
participaria en mantener el proceso de induccion. Experi-
mentos con esferas de vidrio embebidas con el inhibidor del
receptor de PDGF (AG1296) confirman que la participacion
de PDGF en la expresion de marcadores de CCN (slug y
foxD3) es directo y no dependiente de algtin efecto previo
sobre el mesodermo.

Ensayos con esferas embebidas con PDGF favorecen la
migracion, mientras que esferas con el inhibidor AG1296
muestran que PDGF disminuye la migracion de CCN y en
forma independiente de su efecto en la induccion.

198.- IDENTIFICACION DE GENES REGULADOS
POR REST/NRSF DURANTE ELDESARROLLO TEM-
PRANO DE XENOPUS. Lorena Santa Maria, Eduardo
Gamboa, Andro ontoya, Patricio Olguiny Manuel Kukuljan.
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Elrepresor transcripcional REST/NRSEF, inicialmente identi-
ficadoy propuesto como unreguladornegativo de laexpresion
de genes neuronales, participa también en el control de la
expresion génica durante etapas tempranas del desarrollo.
Asi, la pérdida de funcién de REST/NRSF se asocia a la
alteracion del establecimiento de patrones del ectodermo y
subsecuente desarrollo de sus derivados. La identificacion
de los genes regulados por REST/NRSF es una tarea com-
pleja, dado que al menos 1000 genes contienen secuencias
RE-1, sitio de union de REST/NRSF. Para identificar genes
activamente reprimidos por REST/NRSF y funcionalmente
relevantes para la diferenciacion del ectodermo, se construy6
una genoteca sustractiva a partir de explantes ectodermales
de embriones de Xenopus en los que se expres6 una forma
dominante negativa inducible de REST/NRSF, expuestos a
cicloheximida, de manera de pesquisar blancos directos de
regulacion transcripcional. El analisis de 500 clones revela
la desrrepresion de multiples genes, entre los que se cuenta
aproximadamente 50% de genes de funcion desconocida,
ademas de factores de transcripcion y genes involucrados
en transduccion de seflales. No se observa desrrepresion
de genes de diferenciacion neuronal terminal, lo que es
consistente con la idea de una regulacion diferencial por
parte de REST/NRSF en distintos contextos celulares. Se
presenta el trabajo de validacion y analisis funcional de
genes identificados en este rastreo.

ACT 047, ICM P04-068-F

199.- CONTRIBUCION DE DOMINIOS ESPECIFICOS
DEL FACTOR DE TRASCRIPCION RUNX2 EN LAEX-
PRESION DE GENES OSEOS. Giorgia Ugarte, Gloria
Arriagada, Roberto Paredes, Soraya Gutierrez y Martin
Montecino. Anillo de Investigacion de Estudios Avanzados
en Senializacion Celular y Regulacion Génica, Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

El gen de osteocalcina (OC) codifica para una proteina de 10
KD, que se expresa en la etapa terminal de la diferenciacion
osteoblastica. Esta expresion, especificaen el hueso, esregu-
lada principalmente por el factor de trascripcion Runx2. La
anulacion genética del gen Runx2 en raton causa defectos en
el desarrollo osteogénico y mutaciones hereditarias en este
gen, se relacionan con defectos de osificacion en humanos,
como en la enfermedad Displasia Cleidocraneal. Runx2 es
una proteina de 528 aminodcidos la cual posee un dominio
runt (de union al DNA), una sefial de localizacion nuclear
(NLS),un dominio de unién a co-activadores, dominios
de transactivacion, un dominio represor VWRPY y una
sefial de uniéon a matriz nuclear (NMTS). Con el objetivo
de estudiar la contribucion de los distintos dominios pre-
sentes en Runx2, en la actividad transcripcional de Genes
Oseos —Especificos, hemos generado mutantes de Runx2,
en los cuales se ha delecionado, regiones con actividad
regulatoria. Estas versiones mutadas han sido clonadas en
vectores adenovirales, de modo de poder infectar las células
osteoblasticas y evaluar su funcion. Nuestros resultados
indican la mutante de Runx2-11 A391 (carente del NMTS),
se comporta como un dominante negativo y que el dominio
NMTS es necesario para la activacion transcripcional del
gen reportero de osteocalcina.

200.- REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES
DEL METABOLISMO DE LA VITAMINA C EN
RESPUESTAAL VACIAMIENTO DE GLUTATION EN
UNMODELODE EPITELIOINTESTINAL. (Regulation
of genes involved in vitamin C metabolism by glutathione
depletion in an intestinal epithelial model) Villagrdn M.,
Barra V., Hechenleitner M., Maldonado M., Rivas C.I. y
Vera J.C. Laboratorio de Antioxidantes. Departamento
de Fisiopatologia. Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad de Concepcion. Concepcion. Chile.

En humanos y otras especies que no sintetizan vitamina
C, su transporte a través del epitelio intestinal es la etapa
determinante de su biodisponibiliad. Utilizamos células
CaCo-2 diferenciadas como modelo de epitelio intestinal
y estudiamos el efecto de la inhibicion farmacoldgica de
la sintesis de glutation con butionina sulfoximina sobre el
metabolismo de la vitamina C, incluyendo los transportadores
de vitamina C reducida SVCT1 y 2 y las DHA-reductasas
dependientes glutation y de NADPH. Mediante RT-PCR
convencional y cuantitativo determinamos que las células
CaCo-2 expresan todas las DHA-reductasas, a excepcion
Glutaredoxina 2a, y que el vaciamiento de glutation
produce un aumento en la expresion de SVCT1y 2,y de las
DHA-reductasas dependientes de NADPH, sin observarse
modificaciones en la expresion de las DHA-reductasas
dependientes de GSH. Esta evidencia sugiere que las células
CaCo-2 intentan compensar la pérdida de la actividad
reductasa dependientes de GSH a través de una estimulacion
del mecanismo alternativo dependiente de NADPH.

Proyecto Anillo de Ciencia y Tecnologia ACT28.
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201.- ALTERACION EN LA REGULACION DE LA EX-
PRESION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION OSEO
RUNX2DURANTE EL CICLO CELULAR EN CELULAS
DE OSTEOSARCOMA. Karina Villegas!, Inga San Martin’,
Mario Galindo!, Daniel Young?, Jane Lian?, Janet Stein?, Gary
Stein?, Andre van Wijnen?. 1Prog. de Biologia Celulary Mole-
cular, Inst. de Cs. Biomédicas, Fac.de Medicina, U. de Chile.
2Dept. of Cell Biology and Cancer Center, U. of Massachusetts
Med. School, Worcester, Massachusetts, USA.

Enmamiferos, el desarrollo del sistema dseo requiere la expre-
siony funcion del factor de transcripcion Runx2. Alteraciones
en la expresion o funcion de este factor estan relacionadas a
algunas patologias como DCC. Previamente, hemos demos-
trado que Runx2 ejercer una funcién anti-proliferativa, lo
que vincula este factor al control de la proliferacion celular
y diferenciacion dsea. Los niveles de Runx2 son elevados en
pre-osteoblastos en estado de reposo proliferativo y disminuyen
durante la transicion G1/S. Consecuentemente, los niveles de
Runx2 son controlados en forma negativa por el ciclo celular
enpre-osteoblastos durante la etapa de expansion proliferativa
previo a la diferenciacion. Asi, el control de la expresion de
Runx2 dependiente del ciclo celular podria estar alterado en
células de cancer 6seo. Para probar esta hipoétesis, se analizo
la expresion de Runx2 durante el ciclo celular en lineas celu-
lares de osteosarcoma humano y de rata. Las células fueron
bloqueadas en distintas etapas del ciclo celular o sincronizadas
respecto a mitosis y G1 para analizar la progresion en el ciclo
celular. Los niveles de proteina para Runx2 fueron determina-
dos mediante Wesrtern blot. Nuestros resultados muestran que
la regulacion ciclo celular dependiente para la expresion de
Runx2, observada en pre-osteoblastos, se encuentra alterada
en células de osteosarcoma. Esto sugiere una explicacion para
lamantencion de un fenotipo 6seo diferenciado en células con
propiedades de proliferacion alteradas.

Financiamiento: Fondecyt 1040772 y Fundacion Andes
C-13960/10

202.- IDENTIFICACION DE UNA SUBUNIDAD o.
CLOROPLASTICA DE LA PROTEINA QUINASA CK2
EN ARABIDOPSIS THALIANA Daniela Fuentes, Paula
Salinas, Loreto Holuigue. Depto. de Genética Moleculary Mi-
crobiol., Fac. de Cs. Biologicas, P. U. Catdlica de Chile.

CK2 es una S/T quinasa conformada por dos subunidades
o cataliticas y dos subunidades B regulatorias. En nuestro
laboratorio hemos descrito la participacion de CK2 en la
respuesta de defensa en plantas mediada por acido salicilico
(SA). En Arabidopsis, determinamos que existen 8 genes que
codifican para las subunidades de CK2, 4 para a. y 4 para f3.
De manera muy interesante encontramos una subunidad a
con posible destinacion cloroplastica (cpCK2). Decidimos
evaluar si cpCK2 es una proteina cloroplastica funcional y si
su expresion y actividad es regulada por SA. Demostramos
que el gen cpCK2 se expresa en los principales tejidos de la
planta y que SA no afecta su expresion. Utilizando proteinas
de fusion cpCK2-GFP demostramos que su localizacion
subcelular es cloroplastica. Para evaluar la funcionalidad de
cpCK2, realizamos extractos de proteinas cloroplasticas en
donde detectamos unaactividad especifica CK2. Evaluamos el
efecto deuna 3 recombinante sobre los extractos cloroplasticos,
éstaaumento 7,2 veces laactividad CK2. Sorprendentemente,
no encontramos una subunidad B cloroplastica, Finalmente,
tratamientos con SA no modificaron la actividad de cpCK2.
Estos resultados demuestran que cpCK2 es una proteina
cloroplastica, que su actividad es independiente de una
subunidad B y que el tratamiento con SA no modifica ni su
expresion ni su actividad.

Financiado por FONDECYT 1060494

203.- ESTUDIOS DE LAEXPRESION VERSUS LAACU-
MULACION DE LA PROTEINA CODIFICADA POR UN
GEN MAESTRO QUE PARTICIPA EN LA RESPUESTA
A ESTRES ABIOTICO EN EUCALYPTUS GLOBULUS.
(Studies of the expression versus the accumulation of the
protein coded for a master gene that participates in abiotic
stress response in Eucalyptus globulus). Gamboa, C., Va-
lenzuela, P.D.T. y Krauskopf, E. Fundacion Ciencia para la
Vida, Instituto MIFAB y Universidad Andrés Bello.

Uno de los mecanismos utilizados por las plantas para tolerar
el estrés abidtico como sequia, frio y salinidad es la via
activada por los factores de transcripcion CBF. Estos genes
actian en cascada activando a una serie de otros genes, los
cuales permiten a través de cambios bioquimicos y fisiologicos
tolerar mejor este tipo de estrés.

Entrabajos anteriores hemos descrito el aislamiento de un gen
CBF de E. globulus, estableciéndose su expresion dentro de
la primera media hora de exposicion a 4°C. Este resultado es
concordante con lo descrito en la literatura para otras especies
comoraps, trigo y arroz. Sin embargo, no existen antecedentes
que analicen la acumulacion de la proteina CBF en plantas
sometidas a diferentes periodos de estrés.

El objetivo de este estudio es establecer una correlacion
entre la acumulacion de los transcritos del gen EgCBF 1y su
proteina, en plantas de E. globulus sometidos a diferentes
tiempos de estrés por frio (4°C). El resultado de este analisis
sera presentado en este trabajo.

204.- ANALISIS DE MUTANTES EN GENES DE
RESPUESTA TEMPRANA A ACIDO SALICILICO EN
ARABIDOPSIS THALIANA David Leiva, Javier Tapia,
Loreto Holuigue. Departamento de Genética Molecular y
Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
U. Catélica de Chile, Casilla 114-D, Santiago, Chile.

Arabidopsis thaliana posee una gran cantidad de genes de
defensa que responden a tratamientos de estrés con acido
salicilico (SA), los que de acuerdo a su cinética de activacion
se pueden clasificar en tempranos o tardios. Ademas, en res-
puesta a SA el coactivador NPR1 es reducido y translocado
al nucleo, lo que permite la activacion de genes de defensa
tardios.

En nuestro laboratorio nos hemos interesado en estudiar los
eventos tempranos de activacion génica en respuesta a SA,
los que serian importantes para desencadenar los eventos
tardios. Para ello se identificaron 231 genes, mediante téc-
nicas de microarrays y AFLP-TP, cuya expresion aumenta
por SA en tiempos tempranos. Los patrones de induccion y
la dependencia de NPR1, fueron confirmados mediante en-
sayos de northern. Para algunos genes seleccionados de esta
lista se solicitaron lineas mutantes por insercion de T-DNA,
con el objetivo de obtener plantas knockout y analizar su
comportamiento frente a estrés por SA. Las lineas obtenidas
fueron genotipificadas por PCR, aislando lineas homocigotas
mutantes para la insercion. Ademas se evalué mediante nor-
thern la presencia del transcrito correspondiente a cada gen.
Laausencia de estos genes podria dar informacioén importante
respecto al papel que cumplen en desencadenar la reaccion
de defensa a estrés.

Financiado por FONDECYT 1060494.
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205.- EXPRESION DE RNAs PEQUEIVOS NUCLEO-
LARES C/D EN ARABIDOPSIS. (Expression of small
nucleolar RNAs C/D in Arabidopsis.). Ingrid Letelier'?,
Loreto Holuigue?y Manuel Echeverria' ! Laboratoire Génome
et Développement des Plantes, UMR-5096-CNRS/UPVD/
IRD, Université de Perpignan Via Domitia, Francia. ?De-
partamento Genética Moleculary Microbiologia, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, Chile.

Los snoRNAs son una numerosa familia de RNAs peque-
flos no codificantes que participan en el procesamiento y
modificacion de otros RNAs. Una de estas modificaciones
es la metilacion del RNA blanco, guiada por snoRNAs de
subclase C/D (C/D-snoRNAs). Los genes de C/D-snoRNAs
presentan diversos tipos de organizaciéon gendmica con
novedosas y variadas estrategias de expresion. A pesar de
ello, aun no se conocen los elementos promotores ni la RNA
polimerasa involucrada en su transcripcion. Nuestro interés
es conocer el mecanismo de expresion de C/D-snoRNAs
en plantas. Nuestros resultados muestran que un grupo de
C/D-snoRNAs se acumula mayoritariamente en tejidos con
activa proliferacion celular. La transcripcion de genes C/D-
snoRNAs produce precursores policistronicos capeados y
poliadenilados y su procesamiento permite la generacion de
transcritos C/D-snoRNAs maduros. La expresion asociada
a activa proliferacion celular ocurriria debido a los motivos
presentes en sus secuencias promotoras putativas. Estos
motivos han sido descritos previamente como funcionales
para la expresion de genes asociados a biogénesis ribosomal
y ciclo celular. Con lo anterior proponemos que, presumi-
blemente la demanda de sintesis de ribosomas durante la
division celular requiere la coordinacion de la expresion de
genes C/D-snoRNAs mediante un mecanismo dependiente
de RNA polimerasa II.

PROYECTOS 1020593 FONDECYT-CONICYT Y BECA
DOCTORADO COTUTELA ECOS-CONICYT.

206.- IDENTIFICACION DE UN GEN TIPO CBF
(C-REPEAT BINDING FACTOR) EN RESPUESTA A
ESTRES ABIOTICO EN CITRUS LIMON. (Identifica-
tion of a CBF gene involved in response to abiotic stress
in Citrus limon). Paz, M., Valenzuela, P. D. T. Arce, P. y
Krauskopf, E. Fundacion Ciencia para la Vida, Instituto
MIFAB, Pontificia Universidad Catolica de Chile y Uni-
versidad Andrés Bello.

Los citricos son uno de los frutos con mayor importancia
economica en nuestro pais. Actualmente Chile tiene una
superficie aproximada de 17.000 hectareas plantadas con
diferentes especies de citricos.

Uno de los principales inconvenientes que presentan las
plantaciones de citricos es su sensibilidad a condiciones
ambientales adversas como sequia, frio y elevada sali-
nidad. Estos factores provocan en las plantas respuestas
complejas que se manifiestan a nivel celular, fisiologico y
del desarrollo.

Los genes inducidos en condiciones de estrés abidtico co-
difican para proteinas que tienen funciones de sefializacion,
transduccion de sefiales y proteccion celular. Dentro de
los genes de induccion temprana encontramos factores de
transcripcion denominados CBF (C-repeat Binding Factor),
que estimulan la expresion de genes de respuesta a bajas
temperaturas, sequia y salinidad (RD, COR, KIN, etc).

El objetivo de este trabajo es el aislamiento y caracteriza-
cion de un gen CBF de Citrus limon a partir de hojas de
este arbol. Los resultados obtenidos seran presentados en
este trabajo.

Financiado en parte por proyecto Fontec N° 204-4037.

207.- PECTATO LIASA (PL) Y POLIGALACTURO-
NASA (PG) EN FRUTILLA CHILENA NATIVA: COM-
PARACION GENOMICA Y DE EXPRESION CON
FRUTILLA COMERCIAL. Figueroa, C.R., Pimentel, P.
Moya-Leon, M.A., Caligari, P, y Herrera, R. Lab. Fisiologia
Vegetal, IBVB, Universidad de Talca. CIBS.

La frutilla chilena (Fragaria chiloensis) posee caracteris-
ticas distintivas de calidad. El ablandamiento de los frutos
experimentado durante lamaduracion se debe principalmente
a la degradacion de pectinas de la pared celular. En frutilla
comercial (Fragaria x ananassa) reportes indican que PL
serfa la principal enzima involucrada. Los objetivos de la
presente investigacion fueron determinar el perfil de expresion
de los genes codificantes para PL y PG, enzima con funcion
similar a PL y evaluar el numero de copias presentes. Se
observé un aumento de expresion de ambos genes durante
el ablandamiento. En F. chiloensis, se observo una menor
expresion del gen de PL en estadios maduros; para PG, se
aprecio una expresion temprana en estadios verdes anterior
a la disminucion de firmeza, alcanzando la mayor expresion
en el estadio de transicion (“turning”). En F x ananassa la
induccionde PG comenzaria en estadio “turning”, alcanzando
la maxima expresion en estadio maduro. En tanto, el genoma
de F chiloensis presentariauna copiade PL, contrastando con
las tres descritas en F. x ananassa. Estos resultados indicarian
que PG adquiriria mayor importancia en F chiloensis, y que
sumado a la expresion de PL, explicarian el mayor ablan-
damiento experimentado por frutos de F. chiloensis.

Agradecimientos a Proyecto Fundacion Andes C-
13855/12.

208-INTERCAMBIO DE PROMOTORES DE LA FAMIL-
I4PIN PARAREVELAR SI FACTORES DE LA CELULA
O DE LAS MISMAS PROTEINAS DETERMINAN SUS
UBICACIONES POLARES. Ricardo Tejos, Lee Meisel.
Nucleo Milenio en Biologia Celular de Plantas (PCB)y Centro
de Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello.

La polaridad de una planta esta determinado, en parte, por el
transporte polarizado de la hormona auxina. A nivel celular,
este transporte polarizada es regulado por una familia de
proteinas de membrana, los putativos efflux carriers PINs.
Cada uno de los PINs se localiza en la membrana celular
de una manera polarizada particular en los distintos tipos
celulares donde estan expresados. A la fecha se conocen
algunos factores que permiten que las PINs se destinen a
la membrana plasmatica de manera polarizada en distintos
tipos celulares. ;Estos mecanismos dependen de factores
intrinsicos de las células que los expresan o dependen de
sefiales o factores presentes en la secuencia proteica? Con el
fin de dilucidar esta interrogante, se realizé un intercambio
de promotores entre tres miembros de la familia PIN de
Arabidopsis thaliana para asi expresar cada uno ellos en
distintos regiones en la raiz primaria y asi evaluar tanto la
funcionalidad de las proteinas PIN como su localizacion
polarizada en la membrana plasmatica de los nuevos tipos
celulares que las expresaran.

(ICM P02-009-F)
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209.- BUSQUEDA DE MUTANTES EN TRAFICO VE-
SICULAR EN LA PLANTA MODELO ARABIDOPSIS
THALIANA (Trafficking mutant screening in Arabidopis
thaliana) Tittarelli, A. y Silva, H. Nucleo Milenio en Biologia
Celular Vegetal (PCB) y Centro de Biotecnologia Vegetal,
Universidad Andrés Bello.

El trafico vesicular es un proceso indispensable para garan-
tizar el normal desarrollo y crecimiento de las plantas. Este
proceso es utilizado para mantener el orden intracelular,
estableciendo una correcta distribucion y conformacion de
los distintos organelos membranosos. Ademas es fundamental
en fendmenos especificos de plantas, como la formacion de
laplaca celular, tropismos y destinacion de los componentes
de la pared celular.

Si bien varios estudios sugieren que gran parte de las prote-
inas y de los procesos involucrados en trafico vesicular son
conservados entre diferentes especies, en plantas, muchos
estan pobremente caracterizados o aiin no identificados.
Para identificar componentes moleculares involucrados
en trafico vesicular en plantas, hemos utilizado una apro-
ximacion experimental del tipo gendomica quimica. Esta,
consiste en labusqueda de mutantes de Arabidopsis thaliana
(generadas por EMS o insercion de T-DNA), resistentes o
hipersensibles a dos diferentes quimicos inhibidores del
trafico vesicular: brefeldina A y EXOL1. En este trabajo pre-
sentamos el método de biisqueda y caracterizacion preliminar
de algunas mutantes identificadas en el trafico vesicular de
Arabidopsis thaliana.

Financiado por: ICM P02-009-F

210.-INCORPORACION DENUCLEOTIDOS AZUCAR
EN ARABIDOPSIS THALIANA. Rafael Torres, Lorena
Marchant, Francisca Reyes y Ariel Orellana. Centro de
Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello.

La pared celular es una estructura de vital importancia para
muchos y distintos procesos bioldgicos en las plantas. Esta
formada principalmente por polisacaridos: hemicelulosas,
pectinas y celulosa. Hemicelulosas y pectinas son
sintetizados dentro del aparato de Golgi por la accion de
glicosiltransferasas que utilizan nucledtidos-azicar (NA)
como sustrato y lo transfieren al polimero naciente. Los
NA son sintetizados en el citosol y por lo tanto, deben ser
incorporados al lumen del Golgi, proceso que ocurre por
medio de transportadores de nucledtidos-azucares (TNA).
Ennuestro laboratorio hemos caracterizado bioquimicamente
varios TNA de Arabidopsis thaliana, utilizando expresion
en sistemas heterdlogos,. En este trabajo quisimos analizar
el efecto, en la incorporacion de NA, en plantas mutantes
del transportador AtUTr7, el cual transporta UDP-Glucosa
y UDP-Galactosa in vitro. Para ello, con el fin de obtener
fracciones enriquecidas en Golgi y reticulo endoplasmatico
realizamos fraccionamiento subcelular en Arabidopsis
thaliana, utilizando gradientes discontinuos de sacarosa.
La distribucion de los organelos fue determinada utilizando
distintos marcadores de organelos. Posteriormente realizamos
ensayos de incorporacion de NA en fracciones enriquecidas
en vesiculas de aparato de Golgi, comparando plantas silves-
tres y mutantes AtUTr7-. Sorprendentemente observamos
que plantas mutantes en AtUTr7 no presentan diferencias
significativas en la incorporacion de UDP-Galactosa ni de
UDP-Glucosa, sin embargo presentan una disminucion
significativa en la incorporacion de GDP-Fucosa. Estos
resultados sugieren que hay redundancia en el transporte de
UDP-galactosa y UDP-glucosa. Al mismo tiempo los resul-
tados sugieren que AtUTr7 esta ligado a la incorporacion de
GDP-fucosa por un mecanismo que desconocemos.

211.- CAMBIOS EN LA EXPRESION DE ADAPTINAS
GAMMA DEL PUTATIVO AP-1 DE ARABIDOPSIS
THALIANA, GENERA FENOTIPOS DEFECTUOSOS
EN EL DESARROLLO Y CRECIMIENTO DE LOS
EJES QUEESTABLECENLAPOLARIDAD VEGETAL.
Daniela C. Urbina y Lee A. Meisel Nicleo Milenio en
Biologia Celular de Plantas (PCB) y Centro de Biotecnologia
Vegetal, Universidad Andrés Bello.

La polaridad de la célula vegetal esta intimamente rela-
cionada con el desarrollo y crecimiento polarizado de sus
organos (apical: tallos, hojas y flores; basal: raices). Dicho
crecimiento polarizado comienza en etapas tempranas del
desarrollo embrionario, estableciéndose dos ejes de polaridad
que finalmente daran origen a la raiz y a los 6rganos aéreos.
Analisis de mutantes en polaridad embrionaria en Arabi-
dopsis ha vinculado a componentes de la ruta secretoria en
el establecimiento de polaridad en plantas. Tanto sintaxina
(KNOLLE) como ARF-GEF (GNOM) participan en este
proceso. La actividad ARF-GEF de GNOM es necesaria
para la destinacion polarizada de proteinas a la membrana
plasmatica, sin embargo, no se conocen los efectores ni la
maquinaria molecular rio abajo de su actividad. Adaptinas,
proteinas que participan en la formacion de vesiculas en la
ruta secretoria de eucariontes, son candidatos como efectores
rio abajo de la actividad ARF-GEF. En este trabajo, a través
de iRNAy expresion ectopica de adaptinas y de Arabidopsis
thaliana, mostramos que alteraciones en las niveles de las
transcritos de adaptinas v, lleva a fenotipos defectuosos en
el desarrollo y crecimiento de los ejes que establecen la
polaridad vegetal. Estos resultados sugieren que adaptinas
y son actores activos durante el desarrollo y crecimiento
polarizado de las plantas.

(ICM P02-009-F).

212.- ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DEL FAC-
TOR DE TRANSCRIPCION INDUCIDO POR FRIO,
CBF, DE PRUNUS PERSICA Rodrigo Caroca, Andrea
Morales, Andrés Tittarelli, Herman Silva, Lee Meisel Nucleo
Milenio en Biologia Celular de Plantas (PCB) y Centro de
Biotecnologia Vegetal, Universidad Andrés Bello. A

El frio es una condicion ambiental que causa importantes
pérdidas desde el punto de vista agronémico. La busqueda
de genes que responden al frio permitié la identificacion
de una familia de factores de transcripcion denominados
DREBI1/CBF enArabidopsis. Estos factores de transcripcion
aumentan rapidamente sunivel de expresion frente a las bajas
temperaturas, provocando posteriormente un aumento en la
expresion de sus genes blanco. Esta respuesta mediada por
los CBFs, permite a la planta aclimatarse al frio. En frutos
de duraznos (Prunus persica) que han sido expuestos a bajas
temperaturas, hemos encontrado un cDNA que codifica para
un putativo ortélogo de CBF (PpCBF). La secuencia de
aminoacidos predecida para PpCBF, indica que existe una
conservacion de motivos importantes para la funcion de este
tipo de factores de transcripcion, cuando se le compara con
ortologos de otras especies vegetales. Plantas transgénicas
de Arabidopsis que sobreexpresan PpCBF, mostraron una
alta expresion de genes blanco del CBF endodgeno, sin
necesidad de un tratamiento con frio. Observamos ademas
que PpCBF puede activar el promotor de un putativo gen
blanco, en ensayos de transformacion transiente realizados
en frutos de durazno. Estos resultados muestran que PpCBF
es un ortdlogo funcional en Arabidopis y en durazno.

(FDI GO2 P1001; ICM P02-009-F)
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