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RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

PREMIO LEON CHERNY

001. (152)EL 17 BETA-ESTRADIOL REGULA LA TRANSCRIP-
CION Y ESTABILIDAD DEL ARNM DE LAS SUBUNIDADES
ALFA 1Y BETA 1 DE LA GUANILIL CICLASA SENSIBLE
AOXIDO NIiTRICO EN ADENOHIPOFISIS. Cabilla J.:; Ronchetti

S.2; Quinteros F.%; Nudler S.#; Miler E.5; Duvilanski B.

Instituto de Quimica y Fisico-quimica Bioldgicas, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires*
23456 <jcabilla@ffyb.uba.ar>

El estrogeno (E2) regula la liberacion hormonal asi como tam-
bién la proliferacién y la muerte celular adenohipofisaria. La
guanilil ciclasa soluble (sGC) cataliza la formacion de GMPc y esta
compuesta por 2 subunidades, o y B, siendo al/B1 el hetero-
dimero mas activo y ubicuo. Previamente mostramos que la ad-
ministracion de E2 causa un efecto opuesto sobre las subunidades
de la sGC, aumentando los niveles de ARNm y proteina de la
subunidad al y disminuyendo los de Bl y la actividad enzimética
global. Objetivo: investigar los mecanismos por los cuales el E2
regula diferencialmente la expresién de las subunidades de la sGC
en adenohipofisis. Materiales y Métodos: Los cultivos primarios
de células adenohipofisarias se incubaron durante 6 u 8 h con E2
10-9 M en presencia o ausencia de diferentes drogas. Se eva-
luaron los niveles de ARNm por PCR semicuantitativa o proteina
por western blot de al y B1. El tratamiento con E2-BSA (10-9 M,
incapaz de atravesar la membrana celular) no modificé los nive-
les de ARNm de al ni B1. El tratamiento con actinomicina D (2
UM, inhibidor de la transcripcion) revirtié parcialmente el aumen-
to del ARNm de la subunidad al y la disminucién de la B1 cau-
sado por E2. La cicloheximida (10 pg/ml, inhibidor de la traduc-
cion) revirti6 completamente el desbalance en la expresion de los
ARNmM de aly B1 inducido por E2. El tratamiento con E2 dismi-
nuyo la expresion del ARNm del factor HUR y aumenté la del AUF1
(factores de estabilizacion de ARNm).Conclusion: el E2 ejerce sus
efectos sobre la expresién de las subunidades de la sGC a tra-
vés del receptor intracelular. Este efecto depende parcialmente
de la transcripcion y de la traduccion de novo de las subunidades
y de ciertos factores reguladores. EI E2 promueve un ambiente
de desestabilizacion de ARNm que se corresponde con la dismi-
nucién de los niveles de B1. Estos Resultados muestran que la
sGC sufre una compleja regulacion por parte del E2 y sugieren
un papel clave en la fisiologia adenohipofisaria.

002. (508) LA INFECCION DE CELULAS HEMATOPOYETICAS
CD34+ CON VIRUS JUNIN ALTERA SELECTIVAMENTE
LA TROMBOPOYESIS A TRAVES DE LA LIBERACION
PARACRINA DE INTERFERONES TIPO I. Pozner R.%; Ure
A.2; Jaquenod De Giusti C.3%; D atri L. Torres O.5; Schattner
M.%; Gomez R.7

Laboratorio Trombosis I, Academia Nacional de Medicina?;
Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad de La Plata.?®; Laborato-
rio Trombosis |, Academia Nacional de Medicina.?? ¢;
Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad
de Ciencias Exactas, Universidad de La Plata.”
<rpozner@hematologia.anm.edu.ar>

La Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) es una enfermedad
endemo-epidémica causada por el virus Junin (JUNV). Si bien la

trombocitopenia es una de las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad, sus causas son desconocidas. Dado que una
disfuncién en la megacariocito/trombopoyesis podria explicar este
fendmeno, estudiamos el impacto del JUNV sobre el desarrollo
de megacariocitos (MCs) y la produccion de plaquetas utilizando
células CD34+ estimuladas con trombopoyetina. Tanto la prolife-
racion y sobrevida de MCs, la capacidad clonogénica de proge-
nitores, el comisionamiento al linaje megacariocitico y la diferen-
ciacion fueron normales en cultivos infectados con JUNV. Sin
embargo, la formacion de proplaquetas y la liberacion de
plaguetas fueron inhibidas significativamente. Los cultivos fueron
infectados de manera restrictiva (4.1+0.2 y 4.9+0.5% de infeccion
por FACS e inmunofluorescencia respectivamente, n=3). Si bien
algunos MCs fueron JUNV+, la mayoria de las células infectadas
no fueron MCs ni monocitos/macréfagos, sugiriendo que la dis-
minucién en la liberacién de plaquetas no seria por efecto direc-
to del virus sobre MCs. La infeccion fue dependiente del receptor
de transferrina (TfR1) y la expresiéon del mismo fue regulada po-
sitivamente por la infeccion revelando una nueva estrategia de
diseminacion de JUNV en células de médula 6sea. La reduccion
en la liberacion de plaquetas también fue dependiente del TfR1y
mimetizada por poly(l:C), siendo los interferones tipo | (IFN 1)
mediadores de este efecto. Entre las moléculas estudiadas, sé6lo
el factor nuclear-eritroide 2 mostré un menor nivel de expresion
en los MCs de cultivos infectados o tratados con IFN |. Mas aun,
estos MCs presentaron una maduracion citoplasmatica defectuo-
sa. Estos Resultados presentan un mecanismo potencial que ex-
plicaria la trombocitopenia en FHA y otras enfermedades asocia-
das con niveles aumentados de IFN | en el microambiente
medular.

003. (816) LAINTERACCION ENTRE PROTEINAS Y GLICANOS
VINCULA FENOMENOS DE HIPOXIA Y NEOVASCULA-
RIZACION: MECANISMOS INVOLUCRADOS Y RELEVAN-
CIA CLINICA EN SARCOMA DE KAPOSI. Croci D.};
Rubinstein N.2; Salatino M.3; llarregui J.#; Toscano M.%; Croci
M.®; Rabinovich G.”

Laboratorio de Inmunopatologia IBYME-CONICET*;
LEGMA — IFIBYME UBA, Laboratorio de imnunogenética
Htal. de Clinicas “José de San Martin” UBA?; Laboratorio
de Inmunopatologia IBYME-CONICET, Laboratorio de
imnunogenética Htal. de Clinicas “José de San Martin”
UBA® * 5, Laboratorio de Inmunopatologia IBYME-
CONICET®; Laboratorio de Inmunopatologia IBYME-
CONICET, Laboratorio de imnunogenética Htal. de Clini-
cas “Jose de San Martin” UBA” <croci@dna.uba.ar>

Uno de los desafios de la biologia tumoral consiste en la
busqueda de mecanismos que vinculen fenémenos de hipoxia y
angiogénesis. En funcién del papel critico de galectina-1 (Gall)
en la progresion tumoral investigamos su relevancia en fenéme-
nos de neovascularizacion. Gall se une a células HUVEC princi-
palmente en N-glicanos (P<0,05) promoviendo a proliferacion
(p<0,05), migracion/invasion (p<0,01) y tubulogénesis (p<0,01) a
través de mecanismos dependientes de la activacion de las vias
de sefializacion de PI3K-Akt y Erk1/2 (p<0,01). Por otro lado,
observamos que Gall se encuentra asociada a VEGFR2 e indu-
ce su segregacion en estructuras tipo “lattices”. En tal sentido, La
migracion y tubulogénesis inducidas por Gal-1 se inhiben con
anticuerpos anti-VEGFR2 (P<0,01). A los fines de evaluar la re-
gulacién de la expresion de Gall se incubaron células de Sarco-
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ma de Kaposi (KS) en condiciones de hipoxia (1% O,),
observandose un marcado incremento de la expresién depen-
dientes de la activacion de NF-kB e independiente de HIF-1a
(p<0,01). Dicha expresion de Gall fue critica para el crecimiento
y la neovascularizacién de tumores KS (p<0,01). La relevancia
fisiopatoldgica de estos hallazgos fue determinada a través del
bloqueo de la expresion de Gall mediante shRNAs la cual lo-
gro inhibir la capacidad angiogénica de tumores KS in vivo
(p<0,05) e in vitro (p<0,01). Mé&s auln, el analisis
inmunohistoquimico de diversas patologias vasculares humanas
revel6 que Gall se expresa selectivamente en patologias malig-
nas (n=41) (p<0,05), confirmando el impacto clinico de nuestras
hallazgos. En conjunto, estos Resultados sugieren que Gall par-
ticiparia activamente en la generacion de un microambiente
tumoral pro-angiogénico, en el cual la hipoxia, a través de la ex-
presion de Gall, afectaria la biologia de las células endoteliales
promoviendo la neovascularizacién y el crecimiento tumoral. El
presente estudio sugiere ademas nuevos enfoques en el diag-
néstico y terapia de tumores.

004. (256) CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL Y
COMPORTAMENTAL DE DOSIS SUBLETALES SISTE-
MICAS DE STX? EN CEREBROS DE RATONES. Tironi
Farinati A.'; Geoghegan P.%; Cangelosi A.%; D'alessio L.%
Parma Y.5 Morris W.¢; Loidl C.7; Goldstein J.8

Lab. de Neurofisiopatologia, Depto. Fisiologia, Fac. de Me-
dicina, UBA? ; CNCBB, ANLIS, Malbran?? ; Facultad de
Medicina, Hospital Ramos Mejia, UBA* ; Instituto de
Patobiologia, CNIA, INTA®®; IBC y Neurociencia “Prof. E.
De Robertis”, Fac.de Medicina, UBA’; Lab. de Neuro-
fisiopatologia, Depto. Fisiologia, Fac. de Medicina, UBA®
<carlatf@gmail.com>

La toxina Shiga (Stx) proveniente de E. coli enterohe-
morragica es la causante de colitis hemorragica y complicaciones
neurolégicas que representan una de las mayores causas de
mortalidad y de morbidez asociadas al SUH en nifios. Previamente
demostramos que la Stx2 lesiond neuronas y astrocitos en cere-
bros de ratas cuando se la administré via intracerebroventricular
(icv). El objetivo del presente trabajo es caracterizar por
microscopia electrénica (ME) y comportamental la accién de do-
sis subletales de Stx2 (dsStx2) administrada via intraperitoneal (ip)
para determinar las diferencias con los Resultados obtenidos por
icv. A los 8 dias de tratamiento los ratones fueron anestesiados,
perfundidos y sus cerebros extraidos para estudios de ME. Para
los experimentos comportamentales los animales tratados via ip
con un vehiculo o con dsStx2 se sometieron a la prueba del pla-
no inclinado en diferentes dias. Ademéas de haber encontrado
neuronas apoptoéticas y astrocitos lesionados se observé por ME
en los grupos tratados con dsStx2 oligodendrocitos apoptéticos y
en degeneracion, vasos dafiados con edema perivascular y
sinapsis tripartita (interposicion de un proceso astrocitario entre
la pre y post sinapsis), o que no se evidencié en el grupo control
(vehiculo), ni en los tratados via icv. En los experimentos de pla-
no inclinado se compararon los valores de angulo de caida de
cada grupo. Los animales tratados con Stx2 mostraron menores
angulos de caida que en el grupo control (p<0.05), lo que indica
una menor habilidad motora y un menor equilibrio. Los Resulta-
dos obtenidos muestran diferencias ultraestructurales entre las
administraciones ip y la icv. Sin embargo no descartamos posi-
bles diferencias de especimenes entre rata y raton. Las lesiones
celulares y los cambios sinapticos ultraestructurales encontrados
en los cerebros tratados se correlacionan con las alteraciones
comportamentales observadas que pueden reflejar las situaciones
neuropatogénicas en pacientes afectados con SUH.

005. (314) RAC?, COACTIVADOR DE RECEPTORES NUCLEA-
RES Y NF-kB, PROMUEVE LA TUMORIGENESIS COMO
FACTOR ANTIAPOPTOTICO, PROLIFERATIVO Y
TRANSFORMANTE. Rubio M*; Micenmacher S.?; Alvarado

C.3; Ruiz Grecco M.* Fernandez Larrosa P.%; Costas M.5
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Laboratorio de Biologia Molecular y Apoptosis, IDIM-
CONICET* 23456 <maferrubio@yahoo.com.ar>

Demostramos previamente que RAC3 es un coactivador de
NF-kB, promueve la proliferacion celular, se encuentra
sobreexpresado en células leucémicas e inhibe la apoptosis por
mecanismos nucleares y citoplasmaticos. También habiamos ob-
servado que Ciclina D1 reprime la actividad transcripcional de NF-
kB y esta inhibicién es revertida por sobreexpresién de RAC3.
Este antagonismo a nivel transcripcional coincide con los Resul-
tados obtenidos en ensayos de proliferacion de la linea HEK 293.
Para evaluar si este efecto antagénico también alteraba la capa-
cidad de RAC3 de estimular el crecimiento en ausencia de an-
claje, células HEK 293, incapaces de crecer en estas condicio-
nes, fueron transfectadas con vectores que expresan RAC3 y/o
CD1 realizandose ensayos de crecimiento en soft agar. Tras 40
dias se observé que la sobreexpresion conjunta de ambos revierte
el efecto obtenido en las que sobreexpresan CD1 o RAC3 (80 +
10 alto RAC3 versus 3 +1 alto RAC3 + CD1 numero de colonias
por campo). Por otro lado, CD1 es reclutado a secuencias kB de
su propio promotor en condiciones basales mientras que la unién
de NF-kB coincide con la disminucién de la unién de CD1. Para
evaluar si CD1 era capaz de reclutar proteinas co-represoras a
dichas secuencias se realizaron ensayos de ChIP a distintos tiem-
pos (15, 30, 60 y 180 min) post-tratamiento con PMA (10 ng/ml).
Los Resultados obtenidos demuestran que el reclutamiento de la
histona deacetilasal coincide con la unién de CD1 mientras que
RAC3 es detectado cuando NF-kB se encuentra unido al ADN.
CD1 ejerceria su efecto inhibitorio sobre NF-kB via el reclutamien-
to de co-represores a nivel del promotor. RAC3 es un factor
transformante que coopera en la proliferacién celular aumentan-
do la expresién de CD1, la cuél a su vez controla su propia ex-
presion por retroalimentacion negativa. Si bien la sobreexpresion
de alguna de estas moléculas contribuye al desarrollo tumoral, su
descontrol y sobreexpresion simultdnea puede resultar anti-
tumoral.

006. (13) RECONSTRUCCION DE MULTIPLES EMBRIONES A
PARTIR DE LA REPLICACION DE UN UNICO OVOCITO.
Vichera G.}; Olivera R.?; Salamone D.?

Laboratorio de Biotecnologia Animal, Facultad de Agronomia,
Universidad de Buenos Aires'?3 <gvichera@agro.uba.ar>

Ciertas técnicas de micromanipulacion utilizadas en investi-

gacion animal pueden ofrecer una opcién de tratamiento para
parejas infértiles, particularmente en casos relacionados con baja
disponibilidad y mala calidad de los ovocitos. El objetivo de este
trabajo fue desarrollar un método para replicar el nacleo de un
ovocito y con estas replicas reconstruir por transferencia nuclear
nuevos ovocitos con capacidad de ser fertilizados. Para ello,
ovocitos bovinos fueron madurados in-vitro en condiciones
estandar y posteriormente fueron activados partenogénicamente
en forma haploide para inducir la replicacién de su genoma. La
ploidia de los nucleos generados fue verificada por andlisis de
cariotipo. Finalmente utilizando los nucleos replicados se recons-
truyeron nuevos ovocitos por electrofusion, empleando como re-
cipientes cigotos producidos por fertilizacion in-vitro (FIV) a los que
se les retiro el nicleo materno mediante micromanipulacion. Los
embriones producidos se cultivaron en medio SOF y el desarro-
llo embrionario se analizé mediante Fisher p<0,05. Adicional-
mente, se examino por inmunohistoquimica, el patron de expre-
sion de Oct-4 (gen marcador de pluripotencialidad) de los
blastocistos generados.
007. (649) POLARIZACION DE LA TRANSCRIPCION DE GENES
MEDIADA POR UNA DINAMICA REDISTRIBUCION NU-
CLEAR DE HETEROCHROMATIN PROTEIN (HP) 1 GAMA
COMO NOVEL MECANISMO REGULATORIO DURANTE
LA DIFERENCIACION CELULAR. Desbats M.%; Prendes L.%
Schwartz J.%; Piwien Pilipuk G.*

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bs. As.
CONICET FIL* 2; Dep. of Molecular & Integrative
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Physiology, The University of Michigan Medical School, Ann
Arbor, MI, USA3 ; Instituto de Investigaciones Bioquimicas
de Bs. As. CONICET FIL* <gppilipuk@Ieloir.org.ar>

La obesidad es un serio problema para la salud, siendo fac-
tor de riesgo para enfermedades tales como diabetes de tipo Il.
Se debe, en parte, al aumento de la adipogénesis, proceso que
implica el mantenimiento de un conjunto de genes factibles de ser
expresados mientras que el resto es silenciado. Durante la
adipogénesis los factores de transcripcion C/EBPs juegan un rol
central, pero se desconoce la funcién de las HP1. Las isoformas
de C/EBPQ, LAP y LIP, interactan con HP1a. LAP se une a HP1a
en areas eucromaticas y heterocromaticas y LIP lo hace exclusi-
vamente en heterocromatina. HPla inhibe la capacidad
transcripcional de C/EBPf, sugiriendo un rol en el silenciamiento
de genes blanco de C/EBPQ. Llamativamente mientras la distri-
buciéon nuclear de HPla es estable, HP1ly deja dominios
heterocromaticos concentrandose transitoriamente en el polo del
nucleo opuesto al MTOC al inducirse la diferenciacion de 3T3-L1.
La polarizacion de HP1y requiere de su fosforilacion en Ser83
dependiente de PKA. HP1y colocaliza con RNAPol Il activa en el
polo nuclear. La polarizacion de HP1y es dinamica dependiendo
de la actividad transcripcional ya que se bloquea por inhibidores
de la RNAPol. Por InmunoRNA-FISH observamos que en el polo
nuclear en donde se concentra HP1y se detecta una mayor can-
tidad de ARNm en comparacioén con el resto del ntcleo, demos-
trando que en dicho polo hay altos niveles de activa transcripcion.
Observamos una disminucién de lamina A que sugeriria un posi-
ble remodelamiento de la lamina acompafiando al aumento de
actividad transcripcional. En sintesis, describimos por primera vez
la existencia de polarizacion de la transcripcion de genes en es-
tadios tempranos de la diferenciacion adipocitica. Este evento
depende de la polarizacion de HP1ly que serviria de plataforma
para el reclutamiento de la maquinaria transcripcional facilitando
la expresion de un grupo particular de genes localizados en los
territorios cromosomicos ubicados en el polo del nucleo opuesto
al MTOC

PREMIO PATRICIO COSSIO

008. (206) ESTADO MUTACIONAL DE LOS GENES KRAS Y
BRAF EN EL CANCER COLORECTAL. Denninghoff V.1
Perazzo F.%; Tatangelo M.%; Dos Santos M.% Avagnina A.5;

Garcia A.%; Elsner B.”

CEMIC*2; Centro de Asistencia e Investigacion Clinica In-
tegral (CAICI), Rosario, Santa Fe®;, CEMIC* 5 °7
<vcdennin@yahoo.com.ar>

Varios estudios demuestran que las mutaciones somaticas del
KRAS predicen resistencia al tratamiento con Cetuximab en tu-
mores colorectales. Los objetivos de este trabajo son identificar
las mutaciones en los codones 12, 13, 15 y 61 del gen KRAS y
el cod6n 600 del gen BRAF, determinar su frecuencia mutacional
y relacionarlas con las caracteristicas de los individuos y del tu-
mor. Fueron reclutados prospectivamente (enero-junio 2009), 102
individuos con céancer colorectal (CCR). A partir del ADN de los
tumores parafinados, se secuenciaron los exones 2 y 3 del gen
KRAS vy el 15 del gen BRAF. El estado mutacional de KRAS y
BRAF fue:

codén 12 13 15 61 600
mutado 35 3 2 4 12
wild-type(wt) 67 (2) 99 100 (39) 98 90

La frecuencia mutacional con cambio de sentido de KRAS y BRAF
fue: 0.41 G12V, 011 G12D, 0.07 G12S, 0.04 G12A, 0.05 G13D,
0.01 G15V, 0.02 G15S, 0.05 E61L, 0.02 E61R, 0.11 V600G, 0.05
V600E, 0.04 V600L, 0.02 V600M. El 51% de los individuos es wt
para todas las mutaciones estudiadas. No se hallaron diferencias
significativas entre el estado mutacional y las caracteristicas de
los individuos (sexo, edad, origen étnico, IMC, sedentarismo, ta-
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baquismo, antecedentes familiares), y del tumor (localizacioén,
histologia, diferenciacién, invasion vascular, tamafio, ganglios re-
secados, ganglios positivos, metastasis, sitio de metastasis, es-
tadio). Este es el primer analisis en una poblacién con CCR ar-
gentina. La frecuencia mutacional en esta poblacion difiere de las
reportadas en trabajos europeos y americanos. Dado que el KRAS
y el BRAF actuan en la misma via de sefializacion, la incorpora-
cion de la determinacion del BRAF en pacientes KRAS-wt, per-
mitiria identificar el grupo de paciente que se beneficiarian con
la terapia monoclonal anti-EGFR. Se ha demostrado que el CCR
con G12V esta asociado a peor prondstico con respecto a los
KRAS-wt 0 G12D, por lo tanto este estudio, en un futuro, permiti-
ria determinar si los diferentes cambios aminoacidicos tienen la
misma importancia en la respuesta terapéutica.

009. (506) ANALISIS DE POLIMORFISMOS Y GENOTIPOS DE
METABOLIZACION DE TRES FAMILIAS DE FARMA-
COGENES EN PACIENTES CON CANCER TESTICULAR.
Cambados N.%; Pavicic W.% Bayo S.3; Richard S.*

IMBICE Lab. de Citogenética y Mutagénesis CIC
CONICET*2; Servicio de Urologia Hospital de San Isidro® ;
IMBICE Lab. de Citogenética y Mutagénesis CIC
CONICET* <nadi_08@yahoo.com.ar>

Los Genes Metabolizantes Xenobiéticos (GMXs) codifican
enzimas especificas involucradas en el metabolismo de muchos
compuestos carcinogénicos y procarcinogénicos. CYP1A2 y
NAT2, muestran diferentes alelos que dan origen a genotipos de
metabolismo rapido, intermedio y lento. GSTM1 y GSTT1, presen-
tan polimorfismos que pueden resultar en genotipo null, asocia-
dos a un leve aumento en el riesgo de cancer de pulmén y veji-
ga. Nuestro objetivo fue analizar las variantes alélicas de los GMX
nombrados y relacionar haplotipos con incidencia de cancer
testicular. En este trabajo, se estudiaron 2 variantes alélicas del
CYP1A2 (*C;*F), asi como genotipos de NAT2, GSTM1y GSTT1,
en una serie de 79 canceres testiculares. El analisis genotipico
de los mismos, se realizé mediante PCR y RFLP. Todos los pa-
cientes dieron su consentimiento informado para participar en el
estudio. El 53% de los pacientes con cancer testicular presenta-
ron el fenotipo de acetilacion lenta para NAT2. Para el caso de
CYP1A2 se sabe que la mutacién del alelo C, da lugar a un
genotipo de metabolizacién lenta; mientras que una mutacién en
el alelo F, genera un aumento en la inducibilidad enzimatica. De
los casos de tumores testiculares analizados, el 91% presenta-
ron el genotipo wild type (G/G) para el alelo C. Sélo el 1% mos-
traron la variante mutada del alelo F (A/A). Los genes GST mos-
traron diferentes tendencias: en el caso de GSTM1 prevalecié el
genotipo null, mientras que GSTT1 presentd una mayor prevalen-
cia del genotipo (+). La generacion de haplotipos permitié exami-
nar la existencia de un efecto conjunto entre los GMXs estudia-
dos. Los haplotipos mayoritarios resultaron de la combinacion de
los genotipos *C G/G y *F A/A (49%), asi como de la asociacion
de ambos a un fenotipo intermedio-lento para NAT2 (44%). Nues-
tros Resultados permiten estimar que la metabolizacién de com-
puestos procarcindgenos, en un alto porcentaje de pacientes con
cancer testicular, es mas rapida que la observada en la poblacion
sana.
010. (717) DIFERENCIAS DE GENERO EN LA MASA
VENTRICULAR IZQUIERDA DE JOVENES NO
HIPERTENSOS: ROL DE LA PRESION ARTERIAL. Pinilla
0.%; Escudero E.Z Ennis 1.3; Salazar M.#; Cingolani H®

Centro de Investigaciones Cardiovasculares® 2 3; Profesor
Facultad de Ciencias Médicas UNLP*; Centro de Investi-
gaciones Cardiovasculares® <oscar_pinilla@hotmail.com>

Introduccion: los varones (v) tienen cifras de presion arterial
(PA) mayores que las mujeres (m) a igual edad. Estas diferen-
cias son reconocibles a partir de la adolescencia y se mantienen
durante la adultez. Resultados similares se obtienen al estudiar
la masa ventricular izquierda (MVI). La diferencia entre géneros
en la MVI ha sido atribuida a las diferencias antropométricas en-
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tre my v, sin considerar la diferencia existente en los valores pro-
medio de PA entre ambos sexos. Este estudio fue disefiado a los
efectos de analizar el potencial impacto de la diferencia de PA
entre vy m sobre la MVI. Material y Métodos: se realizé un estu-
dio de corte transversal incluyendo 3594 alumnos universitarios
(21 £+ 0.03 afios de edad, 4% v). La PA se determind
auscultatoriamente dos veces en dos ocasiones diferentes, sepa-
radas por un intervalo de una semana. El promedio de las cuatro
determinaciones se consideré como el valor identificatorio de cada
individuo. La MVI fue calculada en un subgrupo representativo de
alumnos (n = 378; no hipertensos, no obesos) por ecocardiografia
con un equipo Sonosite Micro-Maxx. Resultados: las PA prome-
dio sistolicas y diastoélicas, fueron ~ 11 y 4 mmHg mayores en v
que en m; mientras que la MVI fue 35.36 + 2.56 g mayor en v
(p<0.01). A fin de determinar la contribucion relativa de la PA'y
los parametros antropométricos en la diferencia de MVI entre
géneros, se realizé un andlisis de covarianza. EI mismo determi-
n6 que la diferencia en los valores de PA entre sexos era capaz
de explicar 14% de la diferencia en la MVI mientras que la su-
perficie corporal permitié justificar el 59% de la misma. Conclu-
sion: estos Resultados permiten concluir que la diferencia de PA
entre v y m es parcialmente responsable de la diferencia en la
MVI entre ambos. El tamafio corporal es el principal responsable
de esa diferencia, aunque persiste un 27% de la misma que po-
dria asociarse a patrones hormonales y/o mecanismos humorales
mas dificilmente reconocibles.

011. (364) ESTUDIO COMPARATIVO DEL PROCESO DE RE-
PARACION TISULAR EN ULCERAS CRONICAS DE PA-
CIENTES CON PIE DIABETICO TRATADOS CON TRATA-
MIENTO CONVENCIONAL Y CON APLICACIONES TOPI-
CAS DE CULTIVOS DE LACTOBACILLUS PLANTARUM.

Fernandez D.}; Cerezo R.?; Ferullo M.3; Olea L.%; Silva C.5;
Valdecantos P.5; Ortiz Mayor M.7; Rotellla M.8; Gobbato N.°;
Ramos A.*% Rachid M.*; Valdez J.*2

Catedra de Inmunologia, Instituto de Microbiologia, Facul-
tad de Bioquimica, Qca y Fcia, Universidad Nacional de
Tucumant*?; Servicio de Ortopedia y Traumatologia. Hos-
pital Padilla. San Miguel de Tucuman®*, Catedra de Bac-
teriologia- Instituto de Microbiologia- Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia. Universidad Nacional de
Tucuman®; Catedra de Biologia Molecular. Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia. Universidad Nacional de
Tucuman®; Servicio de Anatomopatologia. Hospital Padilla.
San Miguel de Tucuman’®;, Catedra de Inmunologia,
Instituto de Microbiologia, Facultad de Bioquimica,
Qca y Fcia, Universidad Nacional de Tucuman® © 1t 2
<diegoasf@yahoo.com.ar>

Las Ulceras de pie diabético son de dificil cicatrizacion. Aqui
estudiamos comparativamente la efectividad entre el tratamiento
convencional desbridamiento quirargico, by pass y antibioticote-
rapia y la aplicacion tépica de cultivos de Lactobacillus plantarum,
relacionandolo con la infeccién y con las células y factores que
participan en la reparacion tisular. Diecinueve pacientes con ul-
ceras de pie diabético fueron randomizados en 2 grupos: 13 fue-
ron tratados convencionalmente y 6 con la aplicacién tépica de
un cultivo de 105 L. plantarum/ml. Se siguieron clinicamente por
30 dias y en biopsias de heridas tomadas al dia 0 y 10 de trata-
miento se realiz6: a) Estudios bacteriol6gicos b) Estudios
inmunohistoquimicos para endotelio: anti-humano CD34 y CD31
y anti-Actina. c) Citometria de flujo con anti-CD45, anti-CD34, anti-
CD133 y RIL-8. d) PCR para TGF-B1 e IL-8. Resultados: El trata-
miento convencional no produjo modificaciones clinicas,
bacteriolégicas (UFC/g de tejido=9,08x107) o de citometria
(CD34=1,5%), CD133=0,08%). Los tratados con L. plantarum pre-
sentaron tejido de granulacion y disminucion en las UFC (dia
0=17,3x106 dia 10=1,91x103) por lo que recibieron autoinjerto de
piel; aumento de la expresién del CD34=18,0%. No hubo modifi-
caciones en RIL-8=22%. Histolégicamente en los pacientes tra-
tados y curados los vasos son mas maduros que en el resto de
los pacientes (no curados), aunque esto no reflejé deferencias en
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el analisis inmunohistoquimico de las células de dichos vasos.
Cuatro de los pacientes tratados con L plantarum (66,7%) cura-
ron. Dos rechazaron el injerto con recurrencia de la afeccién. El
tratamiento con L. plantarum reduce la infeccién de las heridas
con aparicion de tejido de granulacion y expresion de TGF-31, con
una importante porcentaje de cicatrizacion. Se esta profundizan-
do el estudio, ampliando el nimero de pacientes.

PREMIO MONTUORI-FUNDACION GADOR

012.  (31) LA AUTOFAGIA INDUCIDA POR LA EXPRESION
TRANSGENICA DE VMP1 (VACUOLE MEMBRANE
PROTEIN 1) PREVIENE LA SEVERIDAD DE LA PAN-
CREATITIS AGUDA MEDIANTE LA DEGRADACION SE-
LECTIVA DE GRANULOS DE ZIMOGENO. Grasso D.t;

Ropolo A% Lo Ré A.3; Boggio V.4 Vaccaro M.5

Dpto. de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires'?345 <daniel.grasso@gmail.com>

La autofagia es un proceso degradativo y la Unica via celular
capaz de degradar organelas completas. VMP1 es una proteina
de autofagia inducida por la pancreatitis aguda (PA) que gatilla
la formacion de autofagosomas. Los eventos celulares tempranos
durante la PA incluyen activacion de zimégenos y formacion de
vesiculas autofagicas. El objetivo fue evaluar el rol de la autofagia
mediada por VMP1 durante la PA experimental. Desarrollamos un
ratén transgénico (TG) que expresa VMP1-EGFP en pancreas
exocrino. Se gener6 PA por Caerulein (Cae 50 pg/Kg). La
microscopia electrénica de pancreas de TG tratado con Cae pre-
senté autofagosomas con granulos de zimogenos en su interior.
Utilizando beads magnéticos y anticuerpo anti-GFP aislamos
especificamente autofagosomas conteniendo granulos de
zimogeno del sobrenadante posnuclear. La colocalizacion
inmunofluorescente del marcador autofagico LC3 en vesiculas
positivas para tripsina corrobord la autofagia de granulos de
zimégeno. Mediante un sustrato fluorescente de tripsina en acinos
pancreaticos aislados tratados con Cae observamos temprana
activacion de tripsinégeno en el WT mientras que el TG eviden-
ci6 poca tripsina activa y restringida a puntos especificos que
colocalizaron con VMP1. Dos inhibidores de autofagia revirtieron
este efecto, confirmando que los granulos de zimégeno afecta-
dos son degradados por un proceso autofagico selectivo -
zimofagia-. Finalmente, evaluamos la relevancia fisiologica de la
zimofagia en PA. El TG present6é menos edema y hemorragia en
pancreas y menor amilasemia y lipasemia (p<0.001 vs WT). El
pancreas TG present6 significativa disminucion del porcentaje de
infiltrado y de la actividad de MPO (p<0.001) y reduccién del area
necrética (p<0,001). Los Resultados muestran que la autofagia
mediada por VMP1 degrada selectivamente granulos de zimogeno
activados reduciendo la severidad de la pancreatitis. Este estu-
dio identifica una funcion critica de la autofagia en la respuesta
celular a la enfermedad.

013. (201) DEMOSTRACION DE LA PARTICIPACION DEL SIS-
TEMA DE LAHORMONA LIBERADORA DE TIROTROFINA

(TRH), EN EL DESARROLLO DE HIPERTROFIA VENTRI-
CULAR IZQUIERDA (HVI) DE LA RATA UTILIZANDO UN

SISTEMA DE SOBREEXPRESION E INHIBICION IN VIVO.
Schuman M.}; Landa M.?; Peres Diaz L.3; Imperiale J.%
Alvarez A.5; Copa V.5; Finkielman S.”; Pirola C.%; Garcia S.°

Cardiologia Molecular - Instituto de Investigaciones
Medicas A. Lanari - IDIM - Conicet" % 3 4 5 6 7.8.9
<marianoschuman@yahoo.com.ar>

Se ha sugerido que la TRH cardiaca participa en el desarrollo
de HVI sin definir su rol. Demostramos que el sistema de TRH
esta hiperactivado en el ventriculo izquierdo (VI) hipertrofiado de
la rata SHR vs WKY con aumento de TRH, su mRNA (pre-TRH)
y receptor. Resultados propios en células cardiacas sugieren una
accion promotora del dafio, con aumento de apoptosis y fibrosis.
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Para confirmarlo, inhibimos el sistema en el corazén de SHR du-
rante su desarrollo usando RNA de interferencia (2 oligos iRNA-
TRH contra pre-TRH y 2 oligos iRNA-c (control). Animales SHR
machos (n=8/grupo) fueron inyectados por via intracardiaca en el
VI con iRNA-TRH 0 iRNA-c (40 g c/15 dias a partir de 8s de edad
hasta la semana 16). Cada semana se registr6 peso corporal y
PA. A las 16s se peso el corazén y se extrajo VI, VD, auriculas y
septum. El iRNA-TRH disminuy6 el mRNA del pre-TRH y su con-
tenido en el VI (p<0,03). El grupo SHR+IRNA-TRH no presentd
aumento en el indice de hipertrofia y present6 menor expresion
de colageno y de BNP vs las SHR+iRNA-c (p<0.03). Estudios
anatomopatoldgicos mostraron espesor del VI normal en las
SHR+IRNA-TRH y disminucién en la fibrosis, con un tamafio de
fibras miociticas comparable al de WKY (p<0,05). Por otro lado,
sobreexpresamos este sistema en ratas wistar de 18s (n=6/gru-
po) utilizando 100 pg de un plasmido PCMV-TRH o 100 ug de
PcDNAS3 (control) por via intracardiaca en VI. Se observo un au-
mento en el mMRNA del pre-TRH y su contenido en el VI del gru-
po PCMV-TRH vs el PcCDNA3 (p<0,04). El grupo PCMV-TRH pre-
sento una mayor expresién de colageno y de beta MHC (p<0,04)
vs las PCDNAS3, sin observarse al sacrificio cambios en el indice
de hipertrofia. La sobreexpresion de TRH en el VI de la rata
normotréfica adulta aumento la expresién de genes marcadores
de hipertrofia. Asimismo, la sola inhibicién del sistema de TRH en
el corazén de la SHR desde edad temprana impidi6 el desarrollo
de HVI, demostrando que la TRH participa en el desarrollo de esta
patologia cardiaca.

PREMIO LEONARDO SATZ

014. (49) EFECTO INMUNOMODULADOR DE LA EXPOSICION
CUTANEA A RADIACION UV . Weill F.%; Cela E.? Ferrari

AZ3; Leoni J.% Gonzalez Maglio D.5

Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA* 22 45 <fweill@ffyb.uba.ar>

En los Ultimos afios se han estudiado las alteraciones provo-
cadas por la radiacion UV sobre el sistema inmune, sin profundi-
zar en los mecanismos subyacentes. Se decidié evaluar el efec-
to de la exposicion cutanea a la radiacion UV sobre distintos
parametros del sistema inmune, tanto de forma local como
sistémica. Se emplearon 2 esquemas de irradiacion en ratones
alopécicos SKH:HR1. Uno agudo (IA), 100 mJ/cm?/dia por 4 dias,
y otro crénico (IC), 50 mJ/cm?dia por 20 dias. En el primero se
sacrificaron 3 grupos de 5 animales, uno sin irradiar y otros dos
24 hs, y 8 dias después de la ultima irradiacion. En la IC se sa-
crificaron 5 animales 24 hs después de la ultima irradiacion junto
con 5 ratones no irradiados. Se determinaron en epidermis los
porcentajes de células CD3+, CD4+, CD8+ y CD49+ por citometria
de flujo. En ganglio inguinal y bazo se determiné la proliferacion
frente a concentraciones crecientes de Concanavalina A emplean-
do MTT, y la produccién de IL-4, IL-10 e en los sobrenadantes
de cultivo, por ELISA. En ganglio inguinal, ademas, ylIFN- se de-
termin6 él nimero total de células y el porcentaje de células CD3+,
CD4+, CD8+ y CD49+. En la IC, ademés, se determiné la capa-
cidad fagocitica de macrofagos peritoneales mediante fluoro-
metria. En cortes histolégicos se midi6 el grosor de la epidermis
y el diametro arterial cutdneo. En la IA no se observaron mayo-
res diferencias entre grupos. En la IC, el recuento celular, la con-
centracion de IL-4 e IL-10 y el porcentaje de Linfocitos T CD4+
en ganglio fueron mayores en el grupo irradiado, mientras que la
proliferacion lo fue en el grupo control. En la epidermis se obser-
v6 una disminucién de células CD3+. La irradiacion crénica indu-
ce un estado de desbalance inmunolégico con un aumento en la
produccién de IL-4 e IL-10 en ganglio, lo que puede conducir a
una situacién de tolerancia inmunolégica. Esto podria estar aso-
ciado al incremento en el niumero y en el porcentaje de células
CD4+ en el ganglio aferente.
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015. (262) INDUCCION DE TOLERANCIA ORAL CON UN
PEPTIDO HIBRIDO DE LTB Y EL DOMINIO C DE
SINAPSINA EN LA EAE: SUPRESION DE LA ENFERME-
DAD, INDUCCION DE TREG FUNCIONALES Y MODULA-
CION DEL BALANCE DE CITOQUINAS. Scerbo M. Bibolini

M.% Roth G.3; Monferran C.*

Centro de Investigaciones en Quimica Biolégica de Cérdoba
CIQUIBIC- Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias Quimicas UNC* 2 2 4, <jscerbo@fcg.unc.edu.ar>

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el perfil de

citoquinas y las poblaciones de células T CD4+ inducidas por un
protocolo de tolerancia oral utilizando una proteina de fusion
(LTBSC) entre la subunidad B de la toxina labil al calor de E. coli
(LTB) y el dominio C de sinapsina (SC) en la encefalomielitis
autoinmune experimenta (EAE). La EAE es una enfermedad
demielinizante autoinmune mediada por células T CD4+
autorreactivas contra epitopes de la proteina basica de mielina.
LTB es usada como vehiculo para dirigir antigenos al GALT y
modular respuestas agresivas contra antigenos propios. Ratas
Wistar de 35 dias fueron alimentadas oralmente con 4 dosis de
10 ug LTBSC, una mescla equimolar de LTB+SC o vehiculo, los
dias 10, 8, 6 y 4 previos a la induccion de la EAE. Se extrajeron
células mononucleares (CMN) de nddulos linfaticos mesentéricos,
ganglios inginales y de bazo de los animales tratados previo a la
induccion de la EAE y durante el periodo agudo de la enferme-
dad. Se analizo la produccién de IL-4, IL-10, TGF-B e INF-y en
los sobrenadantes de CMN. Estas células también fueron marca-
das con anticuerpos contra CD4, CD25 y FoxP3, y se analizaron
las poblaciones regulatorias. Se aislaron células CD4+CD25+
(Treg) y CD4+CD25- (Teff) para realizar cocultivos en presencia
de PBM o IL-2+ aCD3. El tratamiento oral con LTBSC produjo un
aumento significativo de células CD4+CD25+FoxP3+ y de los ni-
veles de IL-4, IL-10 y TGF-B y una disminucién de INF-y previo a
la induccién de la EAE y luego de la induccién durante el perio-
do agudo. Estos cambios estuvieron acompafiados de una dismi-
nucién en la incidencia de la enfermedad del 50% con respecto
al grupo control. Las células Treg aisladas de estos animales
suprimieron la proliferacion de células Teff en presencia de am-
bos estimulos, demostrando la capacidad supresora de la pobla-
cion regulatoria inducida por el tratamiento con LTBSC.
016. (191) CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE DIFENILDISELE-
NIURO EN CULTIVOS DE MACROFAGOS Y EFECTO EN
LA INDUCCION DE LA ENCEFALOMIELITIS AUTOIN-
MUNE EXPERIMENTAL. Rupil L.}; Chanaday Ricagni N.Z;
Roth G.3; Fabro De Bem A.*

CIQUIBIC-Departamento de Quimica Biolégica, Facultad
de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoda*
2: CIQUIBIC-Departamento de Quimica Biologica, Facultad
de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cdrdoda;
Centro de Cikncias Biolégicas, Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, BrasiF; Centro de Cikncias
Biolégicas, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, Brasil <lurupil@hotmail.com>

Diversos compuestos organoselénicos presentan capacidad
antioxidante y antiinflamatoria. Entre ellos, se utilizo el
difenildiseleniuro (DFDS) para evaluar su capacidad antioxidante
in vitro en cultivos de macréfagos (Mf), células responsables del
estallido respiratorio. Para ello se obtuvieron Mf peritoneales de
ratas Wistar y se los cultivé en presencia de DFDS. Se encontré
que esta droga presenta toxicidad en cultivos de células no esti-
muladas, pero este efecto se revierte al inducir su activacion
mediante lipopolisacaridos. Asimismo, DFDS indujo una reduccién
de manera dosis dependiente en la produccion de 6xido nitrico
en los cultivos de células en estado basal y activado. Ademas,
se observd una tendencia a disminuir los niveles del anién
superéxido. Por ultimo, al evaluar la actividad de la enzima
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arginasa como parametro de actividad antiinflamatoria, se encon-
tré una disminucién dosis dependiente de la misma. Por otro lado,
en la Encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), Mf
infiltrantes y microglia son las principales células efectoras del
dafio mediante la produccién de citocinas, quimiocinas, especies
reactivas del oxigeno y nitrégeno. Teniendo en cuenta los Resul-
tados in vitro, se estudi6 el potencial de DFDS como terapia pre-
ventiva de la EAE. Para ello se administr6 DFDS via oral por
intubacién gastrica en ratas Wistar previo a la induccién de la
enfermedad por inmunizaciéon con mielina bovina en adyuvante
de Freund completo. Los Resultados del andlisis clinico mostra-
ron un efecto supresor de la enfermedad, con disminucién de la
incidencia (54% vs. 90%), duracion y severidad, sin poseer efec-
tos toxicos. Concomitantemente se observé una disminucién de
la respuesta de DTH y de la proliferaciéon de CMN anti-proteina
basica de mielina (PBM), y una mayor reactividad del suero anti-
PBM, sugiriendo un cambio de respuesta Thl a Th2, lo que nos
lleva a proponer la posible aplicacion del DFDS en el tratamiento
de enfermedades autoinmunes inflamatorias.

017. (595) EVALUACION DE LA RESPUESTA MIGRATORIA DE
LOS LINFOCITOS T DE PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA (LLC) INDUCIDA POR LAS
QUIMIOCINAS CXCL12, CCL19 Y CCL21: SU ASOCIA-
CION CON LOS FACTORES DE MAL PRONOSTICO ZAP-
70 Y CD38. Borge M.%; Nannini P.2; Morande P.3; Zanetti S.4;
Galletti J.5 Vijnovich A.%; Sanchez Avalos J.7; Bezares F.5;
Giordano M.%; Gamberale R.X°

Academia Nacional de Medicina®; IIHema, Academia Na-
cional de Medicina’? ® * °; Centro de Patologia y Citologia
(CEPACIT)®; Instituto Alexander Fleming”; Hospital
Alvarez®; IIHema, Academia Nacional de Medicina; Depar-
tamento de Microbiologia y Parasitologia, Fac Medicina,
UBASY, . <mercedesborge@hotmail.com>

Los linfocitos B leucémicos de los pacientes con LLC prolife-
ran en ganglios y médula dsea gracias al contacto con linfocitos
T (LT) y el estroma productor de CXCL12, CCL21 y CCL19. Los
pacientes cuyas células leucémicas expresan ZAP-70 y/o CD38
suelen morir a los pocos afios del diagndstico, mientras que los
negativos para dichos marcadores conviven con una enfermedad
indolente. Anteriormente demostramos que los LT de los pacien-
tes ZAP-70- migran significativamente menos que los LT de los
pacientes ZAP-70+ en respuesta a CXCL12. En este trabajo nos
propusimos: a) estudiar comparativamente la migracion inducida
por CXCL12, CCL21y CCL19 de LT normales y de pacientes LLC
y b) comprender las causas de la distinta migraciéon hacia el
CXCL12 de los LT de los LLC ZAP-70+ y ZAP-70-. Realizamos
ensayos de quimiotaxis con LT de pacientes LLC (n=31) y dado-
res normales (n=22) y encontramos que los LT de los pacientes
migran menos en respuesta a las tres quimiocinas (p<0,001) a
pesar de expresar niveles similares de sus receptores. No encon-
tramos diferencias en la migraciéon de los LT hacia CCL21 y
CCL19 en los pacientes segregados por ZAP-70 y CD38. La me-
nor migracién hacia CXCL12 de los LT de los pacientes ZAP-70-
(p=0,002) parece depender de sefiales brindadas por el propio
clon leucémico (n=10, p=0,002). Por otro lado, no se asoci6 con
una menor expresion de sus receptores, un defecto particular en
la endocitosis del CXCR4 o en la polimerizacién de actina, asi
como tampoco con una menor expresién en esos LT de CD45,
CD38 o ZAP-70. La menor respuesta de los LT a CCL21 y CCL19,
contribuiria a la defectuosa respuesta inmune celular caracteris-
tica de estos pacientes. Por otro lado, el hecho de que los LT ZAP-
70- migren menos en respuesta al CXCL12 podria implicar un
menor ingreso de estas células hacia los ganglios y la médula
6sea, favoreciendo que las LLC reciban menos sefales de proli-
feraciéon y permitiendo que estos pacientes desarrollen una en-
fermedad menos agresiva.
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018. (269) INDOLEAMINE 22-DIOXIGENASE (IDO) IS ESSEN-
TIAL FOR THE CONTROL OF T. CRUZI AMASTIGOTE
GROWTH IN MACROPHAGES. Knubel C.;; Martinez F.2;

Diaz Lujan C.3; Fretes R.%; Motran C.5

Departamento de Bioquimica Clinica, CIBICI-CONICET, Fa-
cultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cor-
doba' ? ; Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacio-
nal de Cérdoba® * ; Departamento de Bioquimica Clinica,
CIBICI-CONICET, Facultad de Ciencias Quimicas, Univer-
sidad Nacional de Cérdoba®. <knubel@fcg.unc.edu.ar>

Resistance to T. cruzi infection is dependent on the capacity
to generate IFN-y and TNF which can activate macrophages (Mo)
to produce the microbicidal product nitric oxide (NO) by NO
synthase (iNOS). In addition, these proinflammatory cytokines are
able to induce IDO activity in Mo. IDO is an intracellular enzyme
that catalyses the initial step of tryptophan (Trp) catabolism leading
to the production of immunoregulatory catabolites, collectively
called “kynurenines”. Depletion of Trp and the production of
“kynurenines” are responsible for the activities observed after IDO
induction including inhibition of intracellular pathogens replication
and lymphocyte proliferation and Treg induction. We demonstrated
that in vivo IDO blockade impairs the resistance of mice to T. cruzi
infection. To study the effect of IDO activity on the regulation of
intracellular T cruzi growth, we used murine bone marrow derived
Mo. IDO blockade by 1-MT resulted in a strong induction of
parasite growth. Trp supplementation promoted T. cruzi replication
but to levels that were lower than those observed in 1-MT-treated
cultures. Moreover, the supplementation with the kynurenine (Kyn)
downstream metabolite 3-HK but not Kyn, 3-HAA or QA inhibited
the intracellular parasite replication. However, 3-HK, 3-HAA and
QA were all able to reduce the intracellular parasite replication in
cultures with 1-MT. We also observed that 3-HK acted by a direct
trypanocidal activity rather than by inducing Mo activation. To study
the contribution of inducible IDO and iINOS to control T. cruzi
replication, Mo were cultured in medium alone or containing IFN-
y plus LPS for 24 h and then infected. The activation with INF-y
plus LPS resulted in iNOS and IDO activity up-regulation and a
strong inhibitory effect of parasite growth that was reversed in
presence of 1-MT. IDO activity, through the production of Trp
catabolites, is essential for the control of T. cruzi replication in Mo.

CARDIOVASCULAR 1

019. (180) MASA VENTRICULAR IZQUIERDA INAPROPIADA

EN JOVENES: ESTUDIO DE LA PREVALENCIAY CARAC-

TERIZACION DE LA FUNCION VENTIRCULAR. Escudero
E.}; Pinilla O.2; Ennis .2

Centro de Investigaciones Cardiovasculares® 2 32
<emescu@gmail.com>

Introduccion: el concepto de masa ventricular izquierda
inapropiada (Mi) ha sido recientemente incorporado a los efectos
de diferenciar entre aumentos de masa ventricular izquierda (MVI)
fisiolégicos o patolégicos en individuos hipertensos. Sin embargo
se conoce menos sobre su significacién en la poblaciéon general.
Por lo tanto este estudio fue planificado para evaluar su preva-
lencia y las caracteristicas de la funcién del ventriculo izquierdo
(V1) en un grupo de jévenes estudiantes universitarios. Material y
Métodos: en 413 (147 varones) alumnos de medicina de la UNLP
(20.6£0.1 afios)se determind peso,talla,presion arterial y se rea-
liz6 un ecocardiograma con un equipo SonoSite Micro-Maxx. Se
obtuvo la MVI y se calculé la Mi segin De Simone y col
(Hypertension, 1998; 31: 1077). La funcion sistélica (FS) circunfe-
rencial y longitudinal del VI fue evaluada por el acortamiento
medio ventricular y la velocidad pico sistdlico del anillo mitral
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rerspectivamente; la funcion diastélica (FD) se estudié anali-
zando las velocidades del flujo mitral y del anillo mitral. Resulta-
dos: 27(6.5%) alumnos presentaron Mi.La edad, el peso, la talla,
la proporcion de mujeres y la presion arterial fueron similares entre
los jovenes con Mi y MVI apropiada (Ma). El indice de MVI (Mi:
92.4 + 4 g/m?- Ma: 67.8 £ 0.67 g/m?-p< 0.01) y el espesor relati-
vo de la pared (Mi 0.43+0.01-Ma 0.37 + 0.01-p<0.01) resultaron
superiores en los sujetos con Mi. La FS circunferencial (Mi: 93.6
+ 5%-Ma:101.6 + 0.03%-p<0.03) y longitudinal( Mi: 21.4 + 1.6 cm/
seg-Ma: 24.7 + 0.04 cm/seg-p< 0.05) fue menor en el grupo con
Mi. La FD resulté similar en ambos grupos. Conclusion: la Mi fué
detectada en el 6.5% de la poblacién estudiada, observandose un
compormiso precoz de la FS en este grupo, sugiriendo que la
misma forma parte de un mecanismo de adaptacion patolégico
aun en etapas tempranas de la vida

020. (81) ROL DE LOS ESTEROIDES OVARICOS PROGES-
TERONA 'Y ESTRONA SOBRE ALTERACIONES VASCU-
LARES INDUCIDAS EN PROCESOS INFLAMATORIOS.
Cutini P.%; Rauschemberger M.2; Massheimer V.2

Catedra de Bioquimica Clinica Il, Departamento de Biolo-
gia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur;
CONICET* 23 <pcutini@uns.edu.ar>

La induccién de moléculas de adhesion en células endote-
liales (CE), estimulaciéon de la apoptosis y migracion de células
musculares lisas vasculares (CMLV), son respuestas del lecho
vascular en situaciones de estrés oxidativo o inflamacién. Estos
eventos son regulados por numerosos factores y hormonas, en-
tre ellas los esteroides sexuales. El objetivo fue investigar el efecto
de progesterona (Pg) y estrona (E1) sobre los procesos celula-
res mencionados en cultivos primarios de CE y CMLV murinos.
Se estudid el efecto de Pg y E1 sobre apoptosis midiendo frag-
mentacion de ADN (geles de agarosa o marcacion con [3H]-
timidina). El tratamiento con Pg 10nM indujo una mayor fragmen-
tacion respecto al control (55%, 88% ADN fragmentado/total;
Control, Pg; p<0.05), mientras que no se observaron cambios con
E1 10nM. El inductor de apoptosis H,0, (1ImM) produjo la maxi-
ma fragmentacion. Si las células se tratan con E1 previo al agre-
gado del H,0,, este efecto se revierte parcialmente (92%, 45%
ADN fragmentado/total; H,0,, E1+H,0,; p<0.05). El tratamiento
con Pg no modifica la accion del H202. Empleando la técnica de
RT-PCR se evalu6 el efecto de E1 y Pg sobre los niveles de
ARNmM de las moléculas de adhesién VCAM-1, P-selectina y E-
selectina en CE. Como control de expresion se usé GAPDH. Las
CE se trataron 24 h con el agente proinflamatorio LPS
(lipopolisacéarido bacteriano), E1 o Pg. EI LPS (1 pg/ml) elevo los
niveles de ARNm de las moléculas estudiadas (3 veces/basal),
mientras que el tratamiento con E1 y Pg no exhibe cambios res-
pecto al control. En presencia de las hormonas se suprime el efec-
to del LPS. Realizamos ensayos de migracion para estudiar si las
hormonas afectan la movilidad de CMLV. Tratamientos con Pg o
E1 estimularon significativamente la migracion (105+9; 264+22;
240+18 células/campo, C; E1; Pg, p<0.001). Estos Resultados
muestran una accion diferencial y selectiva de E1 y Pg sobre los
procesos de apoptosis, migracion celular e induccion de molécu-
las de adhesion en tejido vascular.

021. (225) EFECTOS DE LA SOBREEXPRESION CARDIACA
DEL RECEPTOR AT! DE ANGIOTENSINA Il COMPLETO
Y MUTADO SOBRE LA MORTALIDAD TEMPRANA EN RA-

TONES TRANSGENICOS. Matorra L.%; Rey Deutsch A2
Donato M.% Casanova V.4 Cicale E.5; Lightowler C.5; Pidal
G.”; Morales C.8 Basso N.%; Gelpi R.*®

Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires' ? 3; Bioterio Central,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos
Aires.” °; Area de Patologia Quirdrgica, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad de Buenos Aires.® 7; Instituto de
Fisiopatologia Cardiovascular, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Buenos Aires® ° 1° <f_matorra@hotmail.com>
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Es conocido que el incremento en la activacion del receptor
AT1 (RAT1), asi como su sobreexpresion a nivel cardiaco aumen-
ta la incidencia de muerte subita (Hein y col, PNAS, 94:6391-
6396,1997). Sin embargo, no es conocido, si la mortalidad esta
uniformemente distribuida a lo largo de la vida, y si existe vincu-
lacion de la misma con las diferentes vias de sefializacion del
RAT1. El objetivo fue determinar la funcién ventricular, las altera-
ciones electrocardiograficas y la sobrevida en dos modelos de
ratones transgénicos 1) con sobreexpresion cardiaca especifica
del RAT1 completo (Grupo [G] 2, G2); y 2) con sobreexpresion
del RAT1 mas una mutacion especifica que desacopla la protei-
na G (G3). Se utilizaron ratones no transgénicos como grupo con-
trol (G1). En G1 (n=7), G2 (n=5) y G3 (n=8) se realizaron elec-
trocardiogramas de superficie y cateterismo cardiaco para evaluar
la funcion ventricular izquierda (FV). Luego se sacrific al animal
y se le realizé autopsia. Se construyeron curvas de Kaplan Meier
en G1, n=92, G2, n=144, y G3, n=30. En G1 y G3 no se observo
mortalidad, mientras que en G2 fue del 40% (p<0,05 vs G1y G3).
La frecuencia cardiaca fue de 492+29 I/min (G1), 300+24 |/min
(G2) (p<0,05 vs G1) y 185%5 I/min (G3) (p<0,05 vs G1 y G2). El
segmento PQ fue 44+3 mseg (G1), 92+3 (G2) (p<0,05 vs G1) y
en G3 no se midi6 debido a ausencia de ritmo sinusal. Se obser-
vé bloqueo auriculo-ventricular (BAV) de 2° grado en G2 y de 3°
grado en G3. La FV sistdlica y diastélica no presenté cambios
significativos ni se observaron signos de insuficiencia cardiaca.
El cociente peso del corazén (mg)/peso corporal (gr) fue de G1:
4+0,1; G2: 4+0,3; G3: 80,1 (p<0,05 vs G1 y G2). La
sobreexpresion del RAT1 completo se asocia a la aparicion de
bradiarritmias e incremento significativo de la mortalidad, no vin-
culado a insuficiencia cardiaca. El desacople de la proteina G
induciria hipertrofia y BAV de 3°, sin embargo, suprime la morta-
lidad temprana inducida por la sobreexpresion del RAT1.

022. (585) FUNCION MITOCONDRIAL EN ISQUEMIA-
REPERFUSION EN CORAZON AISLADO DE CONEJO.
Bombicino S.%; Iglesias D.? Zaobornyj T.%; Donato M.%

D’annunzio V.% Gelpi R.%; Boveris A.7; Valdez L.2

Laboratorio de Radicales Libres en Biologia (PRALIB-
CONICET), Catedra de Fisicoquimica, Facultad de Farma-
cia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires' ? 3 Insti-
tuto de Fisiopatologia Cardiovascular, Departamento de
Patologia, Facultad de Medicina , Universidad de Buenos
Aires* ® ¢ : Laboratorio de Radicales Libres en Biologia
(PRALIB-CONICET), Catedra de Fisicoquimica, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires’ 8
<sbombicino@ffyb.uba.ar>

Hemos observado una regulacion positiva de la actividad de
NOS mitocondrial (MtNOS) de corazén de rata, como consecuen-
cia de la exposicidn a la hipoxia. En dicha situacion se ha descri-
to un efecto cardioprotector, siendo la concentracion de NO en
los cardiomiocitos el factor principal en la adaptacion. El objetivo
del trabajo fue estudiar la funcién mitocondrial ventricular (VI) en
corazén de conejo expuesto a isquemia-reperfusion ex vivo. Los
corazones fueron removidos y perfundidos segln la técnica de
Landendorff. Los grupos experimentales se dividieron en funcion
del tiempo (min) de isquemia/reperfusién: 0/0, 15/0, 15/5 y 15/30.
El consumo de O, tisular fue 17% y 41% menor luego de 5y 30
min de reperfusién, respectivamente. Luego de 30 min de
reperfusion y cuando se utiliz6 malato-glutamato, la respiracion
mitocondrial en estado 3 disminuyd un 18%, sin modificarse en
el estado 4, llevando a una disminucion del control respiratorio
(5.4 a 4.7). Dicho efecto no fue observado cuando se utilizé
succinato, sugiriendo un dafio funcional del Complejo I. Las acti-
vidades de los complejos I-lll, 1I-Il 'y IV disminuyeron luego de 15
min de isquemia 28%, 16% y 16% respectivamente. Mientras que
las actividades de los complejos II-1ll y IV retomaron los valores
control luego de la reperfusion, la actividad del complejo | perma-
neci6 reducida. De la misma forma, la produccién mitocondrial de
NO disminuyé 35% luego de los 15 min de isquemia, y dicho efec-
to no se modificé con la reperfusion. Estos Resultados coinciden
con la actividad funcional de mtNOS medida a través del consu-
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mo de O,, usando malato y glutamato: 58% (0/0), 37% (15/0), 23%
(15/5) y 34% (15/30). Los datos obtenidos sugieren una asocia-
cién funcional entre el complejo | y la mtNOS, que lleva a un com-
promiso en el consumo de O, tisular, datos que se
correlacionarian con la interaccién molecular y funcional obser-
vada entre los complejos de la cadena respiratoria y la mtNOS.

023. (674) ANALISIS DE POLIMORFISMOS MTHFR (C ¢'T), ENOS
(G®“T) Y ACTIVIDAD DE SOD Y GPX EN UNA POBLACION

CHAGASICA. Zumoffen C.%; Lioi S.?; Ensinck A.%; Gerrard G.%;
Corbera M.5; Turco M.5; Beloscar J.7; D'arrigo M.8

Area Quimica Analitica Clinica - Facultad de Cs.
Bioquimicas y Farmacéuticas - UNR* 2 3456 : Carrera de
Cardiologia Fac de Cs Médicas UNR’ ; Area Quimica Ana-
litica Clinica - Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuti-
cas - UNR?. <czumoffen@hotmail.com>

La enfermedad de Chagas es una patologia progresiva, lo-
calizada y de evolucion implacable. El individuo infectado puede
permanecer asintomatico hasta que la masa critica del tejido car-
diaco dafiado comienza a evidenciar sintomas irreversibles de
lesion miocardica. Las variantes de MTHFR(C677T) y eNOS
(G894T) pueden causar hiperhomocisteinemia y reduccién de
oxido nitrico endotelial. Enzimas como SOD y GPX controlarian
el balance de produccién de especies reactivas del oxigeno. El
objetivo de este trabajo fue realizar un estudio descriptivo de las
frecuencias alélicas (FA) de MTHFR(C677T) y eNOS(G894T) y las
actividades de SOD y GPX, en pacientes chagasicos con (CconC
n:9) y sin cardiopatia (CsinC n:8) comparados con controles sa-
nos (CN n:98). Las muestras fueron reclutadas en forma aleatoria
entre individuos que aceptaron participar previo consentimiento
firmado. La caracterizacion molecular se realiz6 por PCR-RFLP.
El andlisis de la distribucion de las FA para MTHFR (C677T), con
un IC 95%, fueron CconC (C 0.848, T 0.152); CsinC (C 0.833, T
0.167) y CN (C 0.639, T 0.361). Para eNOS (G894T), CconC: (G
0.388, T 0.611); CsinC (G 0.312, T 0.687) y CN (G 0.742, T 0.261).
Para comparar las frecuencias alélicas en las poblaciones estu-
diadas, se realiz6 el ensayo de hipotesis de una proporcion bajo
teoria normal. Los Resultados mostraron diferencias significativas
en las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados. El
estudio estadistico se realizé por andlisis de variancia a un crite-
rio de clasificacién, se aplicd Kruskal Wallis encontrandose dife-
rencias significativas entre los grupos estudiados (p < 0.0001). El
impacto metabdlico de las variantes estudiadas se comportaria
como factor de riesgo independiente, la presencia conjunta de
tales polimorfismos podria potenciar el desarrollo de
cardiomiopatia. Los datos presentados contribuirian a ampliar
nuestro conocimiento molecular de la fisiopatogenia y conducir a
mejorar el diagnéstico y prondstico de esta enfermedad.

024. (78) EJERCICIO FiSICO Y CX* VENTRICULAR: ROL DEL
SISTEMA NERVIOSO SIMPATICO. Tiscornia G.; Garcia-
gras E.z; Moreta R.3; Amorena C.*

Colectora Gral Paz °**°, INTI, edificio n° 231 2 3 4
<gi_pp@hotmail.com>

En individuos susceptibles el ejercicio fisico puede producir
arritmias y muerte subita (MS) durante y luego del ejercicio. Por
el momento se desconoce el mecanismo molecular que desen-
cadena la MS. Estudios epidemiolégicos demostraron que dentro
de la poblacién atleta que sufre MS, prevalecen los individuos con
cardiomiopatias que muestran reduccién per se de la expresion
de Cx43. La Cx43 es la principal subunidad de las uniones gap,
unién intercelular responsable de la transmisién del impulso car-
diaco. En un modelo murino se reporté que la reduccion de la
Cx43 por debajo del 40% de la expresion normal genera vulne-
rabilidad a sufrir arritmias. Paralelamente, se reporté que duran-
te un infarto de miocardio se produce una reduccion de la Cx43
mediada por estimulacién simpética (ES). Nosotros hipotetizamos
que el ejercicio fisico produce una reduccion transitoria de la Cx43
mediada por ES. Trabajamos con ratones machos BALB/C no
entrenados (RNE) y entrenados (RE) mediante natacion. Medimos
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la expresion de Cx43 a distintos tiempos de ejercicio en RE y RNE.
En RE observamos reduccién del ARNm de Cx43 a los 15 y 60
min de ejercicio; de la proteina a los 60 min. Los RNE mostraron
reduccién sélo del ARNm de Cx43 a los 90 min de ejercicio. Me-
dimos la expresion de Cx43 en RE sometidos a 120 min de
ejercitacion y distinto tiempo de reposo post-ejercicio, compara-
do a RE control sin ejercitar. Observamos que la expresion de la
Cx43 alcanz6 al valor control a los 60 min de reposo post-ejerci-
cio. Luego evaluamos el efecto del SNS sobre la expresion de la
Cx43 durante el ejercicio. El tratamiento de RE con propanolol
(inhibidor B-adrenérgico) previno la inhibicion de Cx43 durante el
ejercicio fisico. Los Resultados indicarian que la actividad fisica
produce una reduccién transitoria de Cx43 mediante la ES. Este
mecanismo podria explicar la ocurrencia de las MS durante y una
hora luego de la ejercitacion en individuos susceptibles.

025. (48) CONTROL HORMONAL DEL CANAL KV *3EN EL SIN-
DROME DE BRUGADA. Argenziano M.!; Moretta R.%;
Amorena C.% Garcia Gras E.*

Centro de Estudios de Salud y Medio Ambiente (CESyMA)
ECyT UNSAM! 2 3 4 <margenziano@yahoo.com.ar>

El sindrome de Brugada (SB) se caracteriza por una irregu-
laridad en el potencial de accién que genera eventos arritmicos y
muerte subita sin anomalia estructural aparente. Su incidencia es
mayor en hombres que en mujeres (9:1) y puede ser esporadico
o hereditario. De acuerdo al modelo prevalente, la inestabilidad
que conduce a generar los focos arritmogénicos se basa en un
incremento de la corriente generada por el canal de potasio Kv4.3
principalmente en el epicardio del ventriculo derecho. Se repor-
taron 2 reversiones del SB en pacientes castrados como parte de
un tratamiento para el cancer de préstata. La T en sangre de los
pacientes de Brugada es significativamente mas alta que en los
controles. Es aparente que la T juega un rol importante en el de-
sarrollo de la enfermedad. Nuestra hipétesis es que la T puede
controlar los niveles de expresion de Kv4.3 y proponemos que al
disminuir la actividad del receptor de andrégenos (AR) deberia
disminuir la expresién de Kv4.3 previniendo la generacién de
arritmias. Proponemos analizar la expresion de Kv4.3 en el
miocardio de 4 grupos de ratones machos BALB/c: Control, tra-
tados con dihidrotestosterona (DHT), tratados con Finasteride
(inhibe parcialmente la sintesis de DHT, un derivado de la T mas
potente de la activacion del AR) y tratados con Flutamida (inhibidor
competitivo del AR). Hemos observado una disminucion signifi-
cativa de la expresion de Kv4.3 al tratar ratones con Finasteride
tanto a nivel de ARNm como a nivel proteico. Los canales control
(SCN5A y Cacnlc) no mostraron variaciones ante los distintos tra-
tamientos y el control positivo (intercambiador Na/Ca) mostré el
aumento previamente descripto en su expresion ante el tratamien-
to con DHT. Estos Resultados demuestran la relevancia de la T
en el control de la expresion del canal Kv4.3 y nos permite pro-
poner el estudio del Finasteride en un modelo animal del SB.

INMUNOLOGIA 1
026. (727) EVALUACION DE LA HIPERMUTACION SOMATICA
DE INMUNOGLOBULINAS PERMITE DEFINIR
SUBGRUPOS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE (IDCV) . Almejin
M.%; Bernasconi A.%; Rossi J.% Roig A.% Oleastro M.5;
Galicchio M.5; Zelazko M.”; Danielian S.®

Hospital Nacional de Pediatria Prof Dr Juan P Garrahan* 2 %4
°; Hospital de Nifios V J Vilela®; Hospital Nacional de Pedia-
tria Prof Dr Juan P Garrahan’ ¢. <mbalmejun@gmail.com>

Las IDCVs son un grupo heterogéneo de enfermedades ca-
racterizadas por: hipogamaglobulinemia, produccién defectuosa de
anticuerpos especificos y susceptibilidad a infecciones recurren-
tes. El nivel en plasma de IgG tiene bajo valor predictivo de la
severidad de IDCV. Nuestro objetivo es evaluar aspectos cualita-
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tivos de los anticuerpos producidos en 20 pacientes IDCV de co-
mienzo pediatrico, a través de la capacidad de los linfocitos B para
realizar SHM y correlacionarla con el fenotipo B. La SHM es esen-
cial para la produccion de anticuerpos de alta afinidad. Estudia-
mos la capacidad in vivo de realizar SHM a través de dos ensa-
yos: uno utilizando DNAcopy y analizando un “hot spot” en cade-
na liviana kappa de Ig (REHMA) y el otro evaluando regiones
variables de cadena pesada de Ig (IGH-SHA). REHMA distingui6
tres grupos en nuestros pacientes: <16%, 16%-57% y >66%, con-
siderando 100% de SHM a los valores obtenidos en controles
sanos. IGH-SHA, también permitié distinguir tres posibles grupos
mediante andlisis de la perturbaciéon de los datos respecto a la
distribuciéon gaussiana observada en controles. Todos los pacien-
tes mostraron un porcentaje normal o elevado de linfocitos B
“naive” (CD27-). Pacientes con SHM defectuosa presentan a su
vez un namero bajo (< 2%) de linfocitos B “memoria con switch”.
Pacientes con valores significativos de células B de memoria (>
5%) muestran mayor expresion de Ig con SHM. Estos linfocitos B
de memoria son en su mayoria IgM+IgD+CD27+. En conclusion,
la poblacion de nuestros pacientes pediatricos IDCV es
heterogénea en cuanto a la capacidad de generar una SHM nor-
mal. Distinguimos un grupo con valores cercanos a los normales
en los que proponemos que la via esta conservada; mientras que
otro presenta alterada la SHM en correlacién con defectos en el
proceso de cambio isotipico de Ig. Estos estudios funcionales
permiten definir nuevos subgrupos de pacientes pediatricos IDCV
orientando a futuros estudios de localizacion de defectos génicos.
027. (405) INMUNOGLOBULINAS DE YEMA DE HUEVO: PRE-
VENCION DE DIARREAS POR ROTAVIRUS Y MODULA-
CION DE LA RESPUESTA INMUNE SISTEMICA Y DE
MUCOSAS EN UN MODELO TERNERO. Vega C.}; Bok M.2;
Chacana P.3%; Garaicoechea L.%; Rodriguez D.5; Saif L.5;
Terzolo H.”; Fernandez F.8; Parrefio V.°

Grupo de Virus Gastroentéricos, Instituto de Virologia, CICVyA,
INTA Castelar* 23 +°% ; Food Animal Health Research Program,
The Ohio State University, USA® ; EEA INTA Balcarce” ; Gru-
po de Virus Gastroentéricos, Instituto de Virologia, CICVyA,
INTA Castelar® ° <cvega@cnia.inta.gov.ar>

Rotavirus (RV) es la principal causa de gastroenteritis seve-
ra 'y diarrea en numerosas especies animales, incluyendo al hom-
bre. La estrategia protectiva mas eficiente es mantener altos ni-
veles de anticuerpos en la luz intestinal. Suplementar la dieta con
anticuerpos especificos de yema de huevo (IgY) es una opcion
promisoria. En este estudio, la dieta de terneros neonatos se su-
plemento6 con IgY anti RV con titulo final 1024 (n=2) o 4096 (n=4)
durante los primeros 14 dias de vida. Este tratamiento se com-
par6 con una dieta suplementada con IgY no especifica, con una
dieta libre de anticuerpos y con una dieta suplementada con
calostro (titulo de IgG1 anti RV 4096). La proteccion por el trata-
miento se evalud en términos de diarrea y excrecion viral post
desafio. El tratamiento IgY 1024 fue incapaz de prevenir la dia-
rrea pero retraso el inicio de la excrecion viral. El tratamiento IgY
4096 previno la diarrea del 100% de los animales y 25% de ellos
no presentd excrecion viral. Los anticuerpos IgY especificos fue-
ron detectados por ELISA en la materia fecal de los animales tra-
tados, demostrandose que estas inmunoglobulinas logran llegar
al intestino bovino biolégicamente activas. En todos los grupos el
duodeno fue el principal sitio de asentamiento de células
secretoras de anticuerpos (CSAc) anti RV, siendo significativa-
mente mayor en los grupos alimentados con IgY, independiente-
mente de la especificidad del tratamiento. El perfil de coproan-
ticuerpos del grupo IgY 4096 se distinguié por un pico de IgA a
partir de los 7 dias post desafio de mayor magnitud que el obser-
vado en los demas grupos, pero sin observarse diferencias signi-
ficativas en el perfil de los demas isotipos estudiados. Suplementar
la dieta de terneros neonatos en el periodo de méxima suscepti-
bilidad a la infeccién por rotavirus con anticuerpos IgY especifi-
cos es una estrategia eficiente que induce altos niveles de pro-
teccion contra la enfermedad sin interferir negativamente en la
respuesta inmune de mucosas.
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028. (321) OMP19S COADMINISTRADA COMO ADYUVANTE
ESTIMULA LA PRESENTACION CRUZADA E INDUCE LA

DIFERENCIACION DE LINFOCITOS T CD#+ ESPECIFICOS
PRODUCTORES DE IFN-GAMMA. Coria L.}; Ibafiez A.?;
Pasquevich K.3; Berguer P.4 Giambartolomei G.5; Cassataro

J.s

Laboratorio de Inmunogenetica. Hospital de Clinicas
(UBA)!; Laboratorio de Inmunogenetica. Hospital de
Clinicas (UBA); Instituto de Estudios de la Inmunidad Hu-
moral, Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA-
CONICET), Buenos Aires, Argentina? 3; IIBA, Fundacion
Instituto Leloir, CONICET*; Laboratorio de Inmunogenetica.
Hospital de Clinicas (UBA);, Instituto de Estudios de la In-
munidad Humoral, Facultad de Farmacia y Bioquimica
(UBA-CONICET), Buenos Aires, Argentina® °.
<lorecor@gmail.com>

Resultados previos demuestran que la porcién proteica de la
proteina de membrana externa de 19 kDa (Omp19S) de Brucella
spp. al ser utilizada como adyuvante de ovoalbumina (OVA) in-
duce una respuesta inmune celular T CD4+. En el presente tra-
bajo decidimos estudiar su efecto sobre las células T CD8+. Para
ello, se inmunizaron ratones C57BL/6 por via i.d. con OVA
coadministrada con: Omp19S, LPS o PBS. Luego se obtuvieron
células de los ganglios y se utilizaron como fuente de células pre-
sentadoras de antigeno (Ag) cocultivandolas con células de rato-
nes OT-1 (cuyas células T CD8+ expresan el receptor T especifi-
co para un péptido de OVA). El porcentaje de células OT-1 pro-
ductoras de IFN-g es mayor cuando se utilizaron células del gru-
po inmunizado con Omp19S+0OVA (0.77%) con respecto al gru-
po OVA (0.17%), evidenciando que Omp19S como adyuvante es
capaz de aumentar la presentacion cruzada de péptidos deriva-
dos del Ag a células CD8+. Para evaluar este fenémeno in vivo,
se transfirieron células de ratones OT-1 marcadas con CFSE a
ratones C57BL/6. Al dia siguiente los animales fueron inmunizados
por via s.c. con OVA coadministrada con: Omp19S, Omp19SPK
(proteina degradada), LPS o PBS y 5 dias después se midi6 el
porcentaje de células OT-1 CFSE+ que se dividieron. Omp19S
como adyuvante induce un aumento en la proliferacion de célu-
las T CD8+, mientras que Omp19SPK no lo hizo. También ob-
servamos que el porcentaje de células T CD8+ anti-OVA produc-
toras de IFN-g es mayor en el grupo inmunizado con Omp19S
como adyuvante (0.73%) en relacién al grupo con OVA sin
adyuvante (0.14%), mientras que la inoculacion de OVA con
Omp19SPK indujo un porcentaje similar al grupo con OVA sin
adyuvante (0.15%), confirmando que el efecto adyuvante radica
en la proteina. Estos Resultados indican que la coadministracion
de Omp19S induce presentacion cruzada del Ag y por consiguien-
te también respuestas celulares T CD8+ in vivo.

029. (801) MODULACION DE LA EXPRESION DE LOS ARNm

DE LAS ISOFORMAS ALFA Y BETA DEL RECEPTOR

PARA GLUCOCORTICOIDES (GR) POR MEDIADORES DE
LA RESPUESTA INMUNOENDOCRINA EN CELULAS

MONONUCLEARES SANGUINEAS (PBMC) DE PACIEN-

TES CON TUBERCULOSIS PULMONAR (TB). D‘attilio L.%;
Trini E.2; Didoli G.3; Giri A.%; Bottasso O.%; Bay M.5

Instituto de Inmunologia. Faculta de Cs Médicas. Univer-
sidad Nacional de Rosario.?; Laboratorio de Estudios
Moleculares, Genémicos y Anatomopatoldgicos.?; Instituto
de Inmunologia. Faculta de Cs Médicas. Universidad Na-
cional de Rosario.?; Catedra de Virologia, IBR-CONICET,
Facultadde Cs Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad
Nacional de Rosario.?; Instituto de Inmunologia. Faculta de
Cs Meédicas. Universidad Nacional de Rosario.® °.
<lucianodada@yahoo.com.ar>

Previamente demostramos que la relacién entre los ARNm
para GRa y GRP (gRT-PCR) en PBMC se encontraba
significativamente aumentada en pacientes con TB Leve (Lev) y
Moderada (Mod), sin modificaciones en TB Severa (Sev), respecto
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de controles sanos (HCo). Esto sugiri6 cierto grado de resisten-
cia a los glucocorticoides (GC) enddgenos en TB Sev, ya que soélo
el dimero de GRaa es el factor de trascripcion ligando dependien-
te que ejerce las funciones bioldgicas de los GC, mientras que la
isoforma GR actuaria como inhibidor de la accion del esteroide.
La tuberculosis cursa con concentraciones elevadas de cortisol y
citocinas proinflamatorias, y marcado descenso de dehidroepian-
drosterona (DHEA) asociadas a la severidad. Nos propusimos
investigar la relacion entre los niveles plasmaticos de mediado-
res inmuno-enddcrinos (TNF-a, IL-6, IL-18, IFN-y, Cortisol, DHEA
y DHEAS, por ELISA) y la expresion de los ARNm de GRa y GRp
en 19 HCo y 28 TB (8 Lev; 12 Mod; 8 Sev), HIV(-), similares en
sexo y edad. Los niveles de IL-6, IL-18, IFN-y y Cortisol se vieron
significativamente incrementados en Sev y Mod con respecto a
HCo (p<0.05), mientras que los de DHEA se vieron disminuidos
(p<0.05). En TB Lev IL-6 se asoci6 positiva y significativamente
con GRa (p<0.01), mientras que IFN-y lo hizo con GRp (p<0.01)
en Sev. Con respecto a las hormonas, DHEA se asoci6 positiva-
mente a GRa en Mod (p<0.01) y Sev (p<0.01), y a GRp so6lo en
Sev (p<0.05). En este ultimo grupo GRa se correlacioné positi-
vamente con la relacion Cortisol/DHEA (p<0.05). Ante niveles
bajos de DHEA las modificaciones en su concentracion influirian
en la forma activa del receptor (GRaa), habida cuenta de un 90%
de correlacion tanto en Mod como en Sev. Las modificaciones
puestas de manifiesto tanto en los niveles sistémicos de las
citocinas como de las hormonas adrenales condicionarian la ex-
presion del GR de manera diferencial y segln el grado de afec-
cion pulmonar.

031. (695) INTERLEUCINA-6 Y DISTURBIOS METABOLICOS
EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS HUMANA. Pérez A.%;
Pezzotto S.?; Silva-barbosa S.3; Villar S.%; Bonantini A.5;
Revelli S.5; Beloscar J.”; Savino W.8; Bottasso O.°

Instituto de Inmunologia. Fac de Cs Médicas.* 23456789
<villar_silvina@hotmail.com>

El establecimiento de un estado inflamatorio crénico se ha
asociado al desarrollo de anomalias metabdlicas. Dado que la fase
crénica de la Enfermedad de Chagas cursa con un estado infla-
matorio sostenido, nos propusimos analizar si existia una relacién
entre el nivel de citocinas inflamatorias, cambios metabdlicos y la
severidad de la patologia cardiaca. Se estudiaron individuos
chagasicos crénicos (no diabéticos) clasificados como indetermi-
nados (I, n=17) o casos con miocardiopatia chagasica cronica -
MCC- leve (L, n=14) o severa (S, n=12) de acuerdo al ECG y
controles sanos de caracteristicas similares (Co=16). Se evalua-
ron las concentraciones plasmaticas de IL-6 y TNF-alfa (ELISA),
insulina, cortisol (EQL) y glucosa (método enzimatico). Estos
parametros se correlacionaron entre si 'y con variables vinculadas
al estado metabolico del paciente [indice de masa corporal (IMC,
kg/m?) e indice HOMA (glicemia x insulina/22.5)], mediante coefi-
cientes de Spearman (rs). Los niveles de TNF-alfa e IL-6 aumen-
taron con la severidad de la MCC [por ej. IL-6 (pg/ml, mediatesm)
C0=2.0+0.2, LEV=3.2+0.5%, SEV=3.5+0.5* (*p<0.05 vs. Co)]. El
IMC, la glicemia, la insulina y el indice HOMA tendian a
incrementarse a medida que aumentaba la severidad de la MCC,
sin alcanzar significado estadistico. Los niveles de IL-6 se
correlacionaron con los niveles de insulina (rs=0.27; p<0.05), con
el IMC (rs=0.26 p<0.05), con el indice HOMA (rs=0.24; p<0.05) y
con TNF-alfa (rs=0.24; p<0.01). Los niveles de TNF-alfa no se
correlacionaron con las demas variables estudiadas, excepto IL-
6. Estos Resultados refuerzan la presuncion acerca de la existen-
cia de anormalidades imunoendécrinas y metabdlicas en los pa-
cientes chagasicos, las que en su conjunto contribuirian al desa-
rrollo de la MCC.

METABOLISMO Y NUTRICION 1
032. (110) INFLUENCIA DEL CONTENIDO DE CALCIO DE LA
DIETA SOBRE LA COMPOSICION MINERAL Y EL META-
BOLISMO OSEO EN RATAS GENETICAMENTE OBESAS,
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DURANTE EL CRECIMIENTO. Marotte C.}; Weisstaub A.?;
Hernandez E.3; Gonzéales Chaves M. Pellegrini G.5; Olguin
M.5; Posadas M.7; Zeni S.8; Portela M.°

Secioén Osteopatias médicas. Hospital de Clinicas. UBA.%;
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Bue-
nos Aires?; Secion Osteopatias médicas. Hospital de Cli-
nicas. UBA.? * 5; Facultad de Ciencias Médicas, Rosario®’;
Secioén Osteopatias médicas. Hospital de Clinicas. UBA.5;
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Bue-
nos Aires® <clarisa*?@hotmail.com>

Se ha descripto correlaciéon genética y fenotipica entre obesi-
dad y osteoporosis, sugiriendo que la ingesta de Ca jugaria un
rol fundamental. La obesidad afectaria al metabolismo 6seo, con
mayores efectos durante el crecimiento. Objetivo: estudiar el im-
pacto del contenido de calcio dietario sobre el crecimiento y me-
tabolismo 6seo, en ratas macho genéticamente obesas (lIMbb).
Metodologia: ratas adultas (IIMbb), se alimentaron desde la pre-
fiez con dietas segun AIN 93, variando Ca: 0.9 g % (GA), 0,5%
(GN) 0 0.3% (GB). Las crias macho recibieron “ad libitum” las
mismas dietas hasta 50 dias de edad (Tf). Se registr6 consumo
de dieta y peso corporal (PC). A Tf se determiné: cenizas (méto-
do AOAC); calcio (Ca) (espectrofotometria de Absorcion atémica)
y fésforo (P) (método de Gomori), en suero: fosfatasa alcalina
6sea (FAO)(colorimetria); osteocalcina (BGP) y telopéptido C-ter-
minal del colageno tipo | (CTX)(ELISA). Los Resultados (X+DS)
fueron, a Tf: peso corporal (g): GA: 161.6+17.6 vs GN: 220,7+ 37,4
y GB 217.7+30.7 (p<0.01), sin diferencias en el consumo de die-
ta. Cenizas (g/100 g rata): GA: 2.51+0.41 y GN: 2.42+0.24 vs GB:
1.88+0.26 (p=0.0261). Ca corporal (mg/100 g rata): GA:
732.5+146.9; GN: 678.1+55.3; GB: 541.8+62.8 (GA vs GB
p<0.001). P corporal (mg/100 g rata): GA: 552.4+86.1; GN:
538.5+57.8; GB: 382.4+32.3 (ns). Relacién Ca/P: GA: 1.32+0.07;
GN: 1.2740.12; GB: 1.42+0.09 (ns). FAO (UI/L): GA: 184 + 30;
GN: 193 + 39; GB:186 + 27 (ns). BGP (ng/dl) GA: 279 + 73; GN:
375 + 46; GB: 478 + 45 (p<0.001). CTX (ng/dl) fue més elevado
(p=0.048) en GA (87,0 £ 4,4) que en GN: 69,2 + 11,7 y GB: 69,7
+ 3,3. Conclusiones: Estos Resultados sugieren que, en estas
ratas genéticamente obesas, el aumento del Ca de la dieta pro-
duce disminucion del peso corporal durante el crecimiento, acom-
pafiado por aumento en el contenido mineral del hueso y modifi-
caciones en el remodelamiento 6seo. UBACYT (2008-10) B 091.

033. (266) EVALUACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL EN
PULMON, LUEGO DE UNA EXPOSICION AGUDA A PAR-
TICULAS DE CONTAMINACION AMBIENTAL. MagnaniN.%;

Marchini T.% Tasat, D.3; alvarez S.% Evelson P.5

PRALIB-CONICET, Quimica General e Inorganica, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Ai-
rest 2 ; Escuela de Ciencia y Tecnologia, Universidad de
San Martin® ; PRALIB-CONICET, Quimica General e
Inorganica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universi-
dad de Buenos Aires* ®* <nmagnani@ffyb.uba.ar>

La exposicion a contaminantes ambientales se caracteriza por
producir en el pulmén un sindrome inflamatorio donde la produc-
cién de especies activas del oxigeno y la mitocondria podrian estar
involucradas en el mecanismo molecular fisiopatol6gico. El obje-
tivo de este trabajo fue estudiar el metabolismo oxidativo y la fun-
cion mitocondrial en pulmén de ratones expuestos a particulas
ambientales (ROFA), en un modelo de exposicién aguda mediante
instilacién intranasal (0,20 mg/kg peso). Se determinaron, luego
de 1 h de exposicion, el consumo de oxigeno tisular y mitocondrial
por una técnica polarografica, la actividad de los complejos res-
piratorios I, Il y IV en particulas submitocondriales por espectro-
fotometria y la actividad de la NADPH oxidasa en homoge-
neizados con dos métodos: produccion de anion superoxido (O,-)
y consumo de NADPH. La exposicion a ROFA produjo un aumento
del 77% del consumo de oxigeno del tejido (control: 224 + 8 ng-
at O/min. g tej., p<0,01). En mitocondrias aisladas aument6 un
19% en el estado 3 o de respiracion activa (control: 107+4 ng-at
O/min. mg prot., p<0,01), sin observarse diferencias en el estado
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4 o de reposo. La actividad de los complejos I, IV no presentaron
cambios, en tanto que la actividad del complejo 1l aumenté un 35%
en los animales expuestos a las particulas (control: 13 + 1 nmoles/
min. mg. prot. p<0,01). La actividad de la NADPH oxidasa mos-
tr6 aumentos significativos del 55% tanto al evaluarse la produc-
cion de O,- (control: 0,78 + 0,04 UA/mg. prot. p<0,01), como la
velocidad de consumo de NADPH (control: 0,78 + 0,02 nmoles
NADPH/min. mg. prot, p<0,01). El aumento del consumo de oxi-
geno tisular podria explicarse por el aumento en la actividad de
la NADPH oxidasa y las alteraciones en el consumo de oxigeno
mitocondrial en estado 3. Estos cambios podrian contribuir a la
morbilidad y mortalidad observadas luego de la inhalacién de
contaminantes particulados.

034. (14) VARIANTES DEL GEN FAAH Y FENOTIPOS RELA-
CIONADOS AL SINDROME METABOLICO. Burguefio A.%;
Sookoian S.2; Fernandez Gianotti T.3; Gemma C.%; Pirola C.°

Instituto de Investigaciones Medicas “Alfredo Lanari*-
CONICET! 23 4% <adriburgue@gmail.com>

Los endocanabinoides (CB) aumentan la ingesta de alimen-
tos y promueven la ganancia de peso. Su accién esta limitada por
la degradacion intracelular realizada por la enzima hidrolasa de
amidas de acidos grasos (FAAH). Nos propusimos estudiar si una
variante frecuente ubicada en la regién promotora del gen FAAH,
el SNP rs6703669-T/C (real time PCR alelo especifica), se en-
contraba asociada a los fenotipos relacionados al sindrome
metabdlico en una muestra aleatoria (n=422) de una poblacién de
hombres adultos descendientes de europeos. En los controles, los
genotipos se hallaron en eq Hardy-Weinberg (MAF: 24.2%). No
encontramos evidencia de asociacion entre la variante y fenotipos
asociados a la obesidad (BMI, circunferencia de cintura, grasa
corporal medida por bioimpedancia, etc). Cuando analizamos las
variables de lipidos séricos en relacion al rs6703669 observamos
una asociacion significativa del alelo T con los niveles de
triglicéridos plasmaticos (TG): CC 105,1 +5,9, CT 131,3+ 7,5y
TT 119,2 + 15,5 mg/dl p<0,015. La hipertrigliceridemia como va-
riable discreta (TG = 150 mg/dl) también mostré una asociacion
significativa con la variante (OR por alelo T: 1,31 95% CI 1,04-
1,66 p<0,022). Por ultimo, observamos una asociacién significa-
tiva con la hipertensién arterial (como variable discreta): OR por
alelo T: 1,43, 95% CI 1,06-1,95, p=0,01, luego de ajustar por el
logaritmo del BMI y la edad. También, la presion arterial diastélica
como variable cuantitativa se encontré significativamente asocia-
da con la variante (p<0,023): CC: 74,2+0,6, CT: 76,2+0,7 y TT:
78,1+1,7mmHg. Estos datos, son de interés debido a que FAAH
esta bajo evaluaciéon como blanco terapéutico para el tratamien-
to de la hipertension, no sélo por el potencial efecto benéfico de
las drogas relacionadas al sistema CB sobre la presion arterial,
sino también sobre el desarrollo de hipertrofia cardiaca
hipertensiva. Ademas, sugieren que variantes del FAAH no es-
tan asociadas a la regulacion del peso corporal.

035. (104) ROL DEL FITOESTROGENO GENISTEINA EN LA
INTERACCION MONOCITO-ENDOTELIO. Sandoval M.%;
Rauschemberger M.2; Massheimer V.2

Catedra de Bioquimica Clinica Il, Dpto de Biologia,
Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur;
Unidad Basica Quimica, Dpto de Ciencias Basicas, UTN-
Facultad Regional Bahia Blanca.!; Catedra de
Bioquimica Clinica Il, Dpto de Biologia, Bioquimica y
Farmacia, Universidad Nacional del Sur; CONICET.? 3
<msandova@criba.edu.ar>

Los fitoestrégenos (FE) son suplementos dietarios importan-
tes por su valor nutritivo y su potencial accién beneficiosa en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares. Dado que la infil-
tracion leucocitaria en la pared arterial es uno de los procesos
claves en la patologia vascular, el objetivo del presente trabajo
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fue evaluar los efectos del FE genisteina (Gen) en la interaccion
monocito-endotelio vascular. Se emplearon cultivos primarios de
células endoteliales (CE) a partir de aorta de rata y monocitos
aislados de sangre entera por gradiente de densidad. Se evalud
el efecto de Gen sobre la adhesiéon de monocitos a CE, cuantifi-
candose por recuento celular. Se usé lipopolisacarido bacteriano
(LPS) como inductor de adhesién. Gen inhibié significativamente
la adhesion monocitica (267+36 vs 160+9,8 cel/uL, C vs Gen,
p<0,001). El efecto inhibitorio del FE (30-17%, p<0,01) se regis-
tré a distintos tiempos de tratamiento (13-46 h). El tratamiento con
LPS incrementd la adhesion en un 60%. Cuando las CE se trata-
ron con Gen previo al agregado del LPS, se suprimié el estimulo
inducido por el proinflamatorio (417+21,5 vs 237+17,8 cel/uL, LPS
vs Gen+LPS, p<0,001). La adhesién de leucocitos al endotelio
depende de la presencia de moléculas de adhesion celular
(CAMs). Se empleé RT-PCR para investigar el efecto de Gen
sobre los niveles de ARNm de las CAMs: VCAM-1, P-selectina y
E-selectina. Las CE se trataron con Gen 10 nM y/o LPS 1ug/mL
ensayandose diferentes tiempos de tratamiento (4-48 h). LPS
estimul6 la expresion del ARNm de las 3 CAMs mientras que Gen
las inhibié respecto al control. En concordancia con los Resulta-
dos de adhesién monocitica, cuando el tratamiento con LPS se
realiza en presencia del FE se suprime su efecto, tanto si Gen se
agrega antes (4h) o después del LPS. Se usé GAPDH como con-
trol de expresion. Los Resultados presentados sugieren que la
Gen inhibiria la adhesién de monocitos al endotelio a través de
la regulacion de la expresion del ARNm de las CAMs.

036. (174) METABOLISMO OXIDATIVO CARDIACO EN UN MO-
DELO AGUDO DE EXPOSICION A PARTICULAS AMBIEN-
TALES. Marchini T.}; Magnani N.; Tasat D.%; Alvarez S.%;

Evelson P.5

PRALIB - CONICET. Quimica General e Inorganica,
FFyB, UBA.* 2 ; Escuela de Ciencia y Tecnologia, Univer-
sidad de San Martin, Buenos Aires.? ; PRALIB - CONICET.
Qui- mica General e Inorganica, FFyB, UBA.* °.
<tmarchini@ffyb.uba.ar>

Estudios epidemiol6gicos muestran una correlaciéon positiva
entre los niveles de exposicién a contaminantes ambientales
particulados y los incrementos en la morbilidad y mortalidad por
diversas afecciones cardiovasculares. Dicha exposicién desenca-
dena una respuesta inflamatoria que repercute en el sistema
cardiovascular, donde la produccion de especies activas del oxi-
geno y del nitrégeno podrian estar involucradas en el mecanis-
mo molecular fisiopatolégico. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la cinética del metabolismo oxidativo cardiaco, en rato-
nes expuestos a particulas de contaminacion ambiental. Se utili-
z6 un modelo de exposicion aguda mediante instilacion intranasal
(ROFA, 1,0 mg/kg peso), en ratones Swiss hembras de 20-25 g.
Se evalu6 el consumo de oxigeno en cortes de tejido por
polalografia, la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS) en homogeneizados de corazén mediante Western Blot y
la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales I, Il 'y IV
en particulas submitocondriales de corazén por métodos
espectrofotométricos. Se observé una disminucion del consumo
de oxigeno en cortes de tejido del 21% 1 h luego de la exposi-
cion, y del 35% a las 3 hs (control: 1173 + 43 ng-at O/min g teji-
do, p < 0,01). El consumo de oxigeno retorné a los niveles co-
rrespondientes para el grupo control a las 5 hs posteriores al tra-
tamiento. La expresion de la iNOS disminuyé un 43% a las 3 hs
(control: 0,54 + 0,04 DO relativa, p < 0,05). La actividad de los
complejos respiratorios mitocondriales, transcurridas 3 hs de la
instilacion, mostré una disminucién del 25% para el complejo Il
(control: 87 £ 5 nmol/min mg prot, p < 0,01), sin cambios en los
complejos |y IV. Los Resultados muestran una alteracion del me-
tabolismo oxidativo cardiaco, que afecta a la expresion de la iINOS
y a la mitocondria, la cual podria encontrarse relacionada con los
efectos adversos provocados por la exposicion a contaminantes
ambientales particulados.
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037 (389) INTERACCION ENTRE EL RECEPTOR A
CANABINOIDES TIPO | Y EL RECEPTOR A GLUCO-
CORTICOIDES — RELEVANCIA DE LAS PROTEINAS G.

Tubio M.}; Shayo C.?; Davio C.3; Fitzsimons C.% Monczor F.°
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Drug Research - Lacdr’;, Catedra de Quimica Medicinal -
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<charotubio@yahoo.com.ar>

En la actualidad existen diversos reportes acerca de la
interaccion entre la sefializacién de receptores acoplados a pro-
teinas G (GPCRs) y del Receptor a Glucocorticoides (GR), pero
aln no han sido completamente esclarecidas. Por otro lado, re-
cientemente ha sido reportado que las subunidades By de la pro-
teina G interactan directamente con el GR atenuando su activi-
dad. La expresion funcional del CB1R (Receptor a Canabinoides
tipo 1, un GPCR acoplado a Gi/0) y del GR en células de
neuroblastoma murino N1E-115 ya ha sido descripta. Nuestro
objetivo es determinar si ligandos agonistas y agonistas inversos
del CB1R son capaces de modular la actividad pro-transcriptora
del GR en células N1E-115 y si dichas subunidades By estan
involucradas en tal proceso. Para ello, en células N1E-115
transfectadas de manera transiente con la construccion reportera
TAT3-Luciferasa (consta de tres GRE fusionados al promotor
minimo y gen de Luciferasa de Drosofila), realizamos ensayos de
concentracion-respuesta (C-R) a Dexametasona (Dex) en presen-
cia y ausencia de ligandos del CB1R, o frente a la sobreexpresion
de distintas isoformas de subunidades B oy (B1, B2, y2, Y5y y11).
Determinamos que la respuesta maxima a Dex disminuye un 37%,
30%, 75%, 39% y 23% en presencia de ACPA, CP55.940, HU210,
AM251 y O-2050 respectivamente (p<0,05). En este sistema,
mediante la cuantificacién del AMPc formado en ensayos de C-
R, determinamos que ACPA, CP55.940 y HU210 se comportan
como agonistas, y AM251 y O-2050 como agonistas inversos, del
CB1R. De todas las isoformas de B y de y evaluadas, sélo la
sobreexpresién de y2 modifica la respuesta maxima a Dex
significativamente (48% de disminucion; p<0,0001). Estos Resul-
tados sugieren la existencia de una interferencia en la actividad
del GR relacionada con la sefializacion evocada por los ligandos
del CB1R, tanto agonistas como agonistas inversos, en la cual
probablemente la modulacion de los niveles de subunidades By
libres esté involucrada.

038. (376) ROL DEL RECEPTOR TIROSINA QUINASA ERBB 2
COMO COACTIVADOR DE LA PROTEINA TRANS-

DUCTORA DE SENALES Y ACTIVADORA DE LA TRANS-

CRIPCION 3 (STAT3) EN EL CRECIMIENTO DEL CANCER
DE MAMA PROGESTAGENO-DEPENDIENTE. Béguelin W.2;
Tocci J.2; Diaz Flaqué M.3; Proietti C.%; Rosemblit C.5; Rivas
M.%; Tkach M.”; Charreau E.%, Schillaci R.%; Elizalde P.%°

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* 23456789
10 <peguelin@dna.uba.ar>

Varios trabajos, incluyendo los nuestros, han mostrado la
existencia de interacciones cruzadas entre las hormonas
esteroideas y las vias de sefializacién del ErbB2: las hormonas
esteroideas son capaces de activar al ErbB2 y el ErbB2 puede
activar a los receptores de hormonas esteroideas durante la pro-
liferaciéon del cancer de mama. En este trabajo estudiamos la
interaccion entre el ErbB2 y Stat3 inducida por el acetato de
medroxiprogesterona (MPA) y una posible funcionalidad de esta
interaccion en el desarrollo del cancer de mama dependiente de
progestagenos. Demostramos que el MPA induce una rapida ac-
tivacion y translocacion nuclear del ErbB2 y su asociaciéon con
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Stat3 en la linea celular de cancer de mama humana T47D y en
células C4HD, provenientes de un tumor mamario murino
progestageno-dependiente. Mediante ensayos de inmunopre-
cipitaciéon de la cromatina (ChIP) y ChIP secuencial, mostramos
que el MPA induce el reclutamiento de Stat3 y ErbB2 a los sitios
de union de Stat3 en el promotor de ciclina D1, cuya expresion
es regulada por progestagenos. Células C4HD y T47D trans-
fectadas con una construcciéon del promotor de ciclina D1-
luciferasa mostraron un aumento de la actividad transcripcional
al tratarlas con MPA, que fue prevenido por la cotransfeccién con
un dominante negativo de Stat3 o con una mutante del ErbB2
humano incapaz de translocar al nicleo (hErbB2DNLS). Por el
contrario, la cotransfeccién con una mutante constitutivamente
activa de Stat3 o la sobreexpresion de ErbB2, incrementaron la
actividad transcripcional basal. Por Gltimo, observamos una fuer-
te disminucion de la proliferacion progestageno-dependiente de
células C4HD transfectadas con hErbB2DNLS, y una inhibicién del
50% del crecimiento de tumores con estas células en ratones
singenéicos. Con estos Resultados sugerimos que el complejo
nuclear Stat3/ErbB2 promueve el crecimiento de tumores
mamarios inducido por progestagenos, mediante un mecanismo
en el cual ErbB2 actlla como coactivador de Stat3.

039. (406) ESTUDIO SOBRE LA MODULACION DE LA ACTIVI-
DAD DEL RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES A TRA-
VES DEL USO DE ANALOGOS RIGIDOS DE ESTEROIDES.
Presman D.%; Alvarez L. Levi V.3; Digman M.% Veleiro A.5;
Burton G.5; Pecci A7

Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires' ; De-
partamento de Quimica Organica, FCEN-UBA, UMYMFOR-
CONICET? ; Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos
Aires® ; Laboratory for Fluorescence Dynamics, Department
of Biomedical Engineering, University of California, Irvine,
California® ; Departamento de Quimica Organica, FCEN-
UBA, UMYMFOR-CONICET?® ¢ ; Departamento de Quimi-
ca Biologica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires;, IFIBYNE-CONICET”
<diegopres@qb.fcen.uba.ar>

El receptor de glucocorticoides (GR) es una proteina modular
que se expresa en la mayoria de las células de mamiferos e in-
terviene en numerosos procesos fisiolégicos. En ausencia de li-
gando, el GR localiza en el citoplasma mientras que en su pre-
sencia transloca al ndcleo y regula la expresién génica mediante
diversos mecanismos que involucran la interaccion directa del
complejo ligando/receptor al ADN o su unién a otros factores de
transcripcion. La existencia de mdltiples acciones glucocorticoides
llevo a postular la posibilidad de disefiar ligandos con actividades
disociadas capaces de mantener los llamados efectos benéficos
minimizando aquellos no deseados. Utilizando los agonistas
Dexametasona y 21-hemisuccinato-6,19-OP; el antagonista
RU486 y el glucocorticoide disociado 21-OH-6,19-OP, el objetivo
de este trabajo consisti6 en evaluar qué cambios confor-
macionales del complejo ligando/receptor influyen en su actividad
transcripcional y en consecuencia en la respuesta glucocorticoide
final. Si bien todos los esteroides utilizados inducen la
translocacion del GR, su distribucién intranuclear no correlaciona
con su actividad agonista o antagonista. Mediante la técnica N&B
(Number and Brightness), que permite calcular el brillo de molé-
culas fluorescentes y asi determinar su estado de agregacion en
una dada region de la célula, demostramos que el GR oligomeriza
in vivo, independientemente del tipo de ligando con el cual esta
interactuando. Por otra parte, de acuerdo a ensayos de co-
inmunoprecipitacion, la naturaleza del ligando afecta la capacidad
del GR de interactuar con el coactivador TIF-2. En particular, el
complejo 21-OH-6,19-OP/GR es incapaz de unir TIF-2. En su
conjunto demostramos que la interaccién GR/TIF-2 no seria ne-
cesaria para la dimerizacion del receptor. La potencial relevancia
farmacoldgica de 210H-6,190P estaria dada al menos por su
capacidad de generar respuesta glucocorticoide a través de me-
canismos independientes de dicho co-factor.
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041. (454) COMPLEJO ENZIMATICO DE PROTEINAS QUINA-
SAS Y FOSFATASAS MITOCONDRIALES EN LA REGU-
LACION DEL TRANSPORTE DE COLESTEROL EN LA
ESTEROIDOGENESIS. Poderoso C.:; Duarte A.2; Castilla

R.3; Paz C.% Podesta E.5

IIMHNO, Departamento de Bioquimica Humana, Facultad
de Medicina, UBA* 23 4% <cepoderos@yahoo.com>

Hemos demostrado la presencia de un complejo enzimatico
formado por las proteinas quinasas, PKA/MEK/ERK en la
mitocondria de células esteroidogénicas. Este complejo, en pre-
sencia de colesterol, permite la fosforilacion transitoria de ERK 'y
de la proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) obli-
gatorias para el transporte de colesterol de la membrana
mitocondrial externa a la interna, paso limitante en la esteroi-
dogénesis. Dada la fosforilacion transitoria de ERK y StAR pos-
tulamos que proteinas fosfatasas jugarian un papel en el balan-
ce de fosforilacion regulando asi el inicio y el cierre de la respuesta
esteroidogénica. En el presente trabajo se observé por
inmunocitoquimica y Western Blot la presencia de fosfatasas MKP1
y PP2A en mitocondria de células de Leydig de la linea MA-10. La
desfosforilacion de ERK mitocondrial por activacion de fosfatasas
se produce luego de 2 hs de estimulacién con un analogo del AMPc
(8Br-AMPc) (control: 6,79 + 0,3 vs 8Br-AMPc: 2,7 £ 0,09 p < 0,001
en Unidades Arbitrarias (UA) fosfo-ERK/ERK total). Utilizando un
disipador del potencial de membrana mitocondrial (carbonyl cyanide
chlorophenyhidrazone, CCCP) que afecta el procesamiento de
StAR a su forma madura (30 kDa), se observé que ERK no es
desfosforilada cuando interactda con la proteina StAR, aun con la
fosfatasa activa (8Br-AMPc+CCCP 2hs/3hs CCCP: 0,54 + 0,03 vs
8Br-AMPc+CCCP 2hs/3hs medio: 2,34 + 0,1, p < 0,001 en UA fosfo-
ERK/ERK total). Esto se observa debido a la presencia de StAR
30 kDa cuando se remueve el CCCP del medio de cultivo. La au-
sencia o presencia de StAR 30 kDa que une colesterol y es sustrato
de ERK regula la accién de la fosfatasa sobre ERK en la
mitocondria. Estos estudios nos permiten sugerir que la velocidad
de sintesis de esteroides esta regulada a nivel mitocondrial por el
balance en la fosforilacion de ERK y StAR via la activacion de PKA
y la regulacion de la actividad de fosfatasas por la presencia de la
forma madura de la proteina StAR.
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042. (34) PARTICIPACION DE LA VIA DE SENALIZACION DEL
NF«kB EN LA ACCION PROAPOPTOTICA DEL ESTRADIOL
EN CELULAS ADENOHIPOFISARIAS. Eijo Alvarenga G.};
Zarate S.?; Jaita G.%; Zaldivar V. Radl D.%; Magri L.%; Ferraris
J.7; Pisera D.8; Seilicovich A.°

Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de
Medicina, UBA 23456789 <gejjo@fmed.uba.ar>

La activacion del Factor Nuclear kappa B (NFkB) induce la
expresion de genes involucrados en procesos proliferativos y
antiapoptoticos. La actividad del NFkB esta controlada por su
translocacién al nucleo por accién de diversos estimulos, inclu-
yendo el TNFa. La activacion de los receptores estrogénicos
media la inhibicion de la via del NFkB en diversos tipos celula-
res. Los estrégenos ejercen un efecto sensibilizador a estimulos
proapoptéticos en células adenohipofisarias. Para investigar si la
modulacién estrogénica de la actividad apoptética de células
adenohipofisarias involucra la inhibicion de la actividad del NFkB
determinamos el efecto del 17(3-estradiol (E2) sobre la expresion
del NFkB/p65 en células adenohipofisarias de ratas
ovariectomizadas. La incubacion de células adenohipofisarias con
E2 no modifico significativamente la expresion del NFkB (por
Western blot). Sin embargo, la translocacién del NFkB inducida
por el TNF-a (60.3% NFkB nuclear/ total) disminuy6 en presen-
cia de E2 (36.5%). Para investigar si la inhibiciéon de la via del
NFkB sensibiliza a las células adenohipofisarias a estimulos
proapoptéticos utilizamos un inhibidor de la actividad del NFkB,
BAY 11-7082 (BAY), compuesto que inhibe la fosforilacién del kB,
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impidiendo la translocacion nuclear del NFkB. El BAY (2.5 y 5 uM)
aumento el porcentaje de células apoptéticas (TUNEL, p< 0.01;
x2). Sélo en presencia de BAY (1uM, concentracion que no tiene
efecto per se), el TNF-a indujo apoptosis de lactotropos (C: 3.8%,
TNF-a: 4.1%, BAY: 3.7%, BAY + TNF-a: 17.5%). Estos Resulta-
dos sugieren que los estrogenos modulan la actividad del NFkB
disminuyendo su translocacion al nucleo inducida por TNF-a. La
induccion de apoptosis de lactotropos por la inhibicion de la via
del NFKB sugiere que este factor es importante en la superviven-
cia de estas células. La accion sensibilizante de los estrégenos a
estimulos proapoptéticos podria involucrar la inhibicién de protei-
nas de la familia del NFkB.

043.  (86) EL ESTRADIOL INDUCE RAPIDA TRANSLOCACION

DEL RECEPTOR ESTROGENICO & A LA MEMBRANA
PLASMATICA EN CELULAS ADENOHIPOFISARIAS.

Gutiérrez S.*; De Paul A2; Petiti J.%; Sosa L.%; Mascanfroni
1.%; Mukdsi J.5; Pellizas C.7; Torres A.®

Centro de Microscopia Electréonica. Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cdrdoba.* ? 3 4; Depar-
tamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Ciencias Qui-
micas, Universidad Nacional de Cdrdoba.®; Centro de
Microscopia Electrénica. Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Cdérdoba®. Departamento de
Bioquimica Clinica. Facultad de Ciencias Quimicas, Uni-
versidad Nacional de Cdrdoba.” ; Centro de Microscopia
Electrénica. Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Cdrdoba.? <silvina_gutierrez@hotmail.com>

El estradiol (E2) ejerce sus efectos a través de sus recepto-
res (RE)a y B, citoplasmaticos/nucleares y de membrana
plasmética, siendo el REa el principal mediador en adenohipofisis.
Se ha demostrado que variaciones en la localizacién subcelular
de los RE modifica tanto la sefializacién rapida como la genémica.
Teniendo en cuenta estos antecedentes nos propusimos investi-
gar si el E2 induce translocacion del pool de RE intracelulares a
la membrana plasmatica en células adenohipofisarias normales.
Cultivos primarios adenohipofisarios de rata hembra se trataron
con E2 (10 nM) por 0, 5, 15 y 30min. Se realiz6 inmunofluo-
rescencia (Microscopia confocal) en células permeabilizadas, para
observar la redistribucion intracelular del RE& y se determin6 su
expresion en fracciones nuclear, citosélica y de membrana por
western blot. Mediante citometria de flujo (CF) (en células sin
permeabilizar) y microscopia electrénica (ME), se detect6 REa y
prolactina en células adenohipofisarias. Andlisis estadistico
ANOVA-Fisher. Por inmunofluorescencia se localiz6 REa en ni-
cleo y citosol en células adenohipofisarias controles, mientras que
a los 15 min de estimulo estrogénico se observé un incremento
notable de la inmunomarcacion en membrana plasmatica. Estos
Resultados se correlacionaron con un aumento significativo de la
expresion de REa en la fraccion de membrana y una disminucion
a nivel nuclear y citosélico en este tiempo. Por ME se detecté RE&
en la membrana plasmatica de lactotropas, dato confirmado me-
diante CF donde un 8% de lactotropas expresaron RE& en la su-
perficie celular, sin observar variaciones en los diferentes tiem-
pos. Estos Resultados indican que E2 induciria una rapida
translocacién del REa intracelular hacia la membrana plasmatica.
Ademas sugeririan la presencia de un pool de RE& residente en
la membrana plasmatica de las lactotropas, detectable en la su-
perficie celular e independiente al estimulo estrogénico aplicado.
044. (106) CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR TE-
RAPIA GENICA CON FACTOR DE CRECIMIENTO
INSULINO-SIMIL TIPO | (IGF-1) EN PROLACTINOMAS EX-
PERIMENTALES. Camihort G.%; Luna G.% Herefid C.3
Bracamonte M.% Goya R.%; Console G.®

Facultad de Ciencias Médicas. UNLP.; CIC; Histologia B.
Fac. Cs. Médicas. UNLP?; INIBIOLP; Histologia B. Fac.
Cs. Médicas. UNLP.3; Histologia B. Fac. Cs. Médicas.
UNLP*; INIBIOLP; Histologia B. Fac. Cs. Médicas. UNLP.5;
CIC; Histologia B. Fac. Cs. Médicas. UNLP®
<hdelzotto@yahoo.com.ar>
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Introduccién: El factor de crecimiento insulino-simil tipo | (IGF-
I) esta presente a nivel pituitario. En adenomas estrogeno(E)-in-
ducidos se han comunicado niveles descendidos de ARNmIGF-I
y en cultivos de células lactotropas se hallé que el estrégeno tie-
ne efectos antiproliferativos en presencia de IGF-I. Objetivo: Ana-
lizar los cambios morfolégicos y funcionales que produce la tera-
pia génica, implementada mediante inyeccion intrapituitaria de un
vector adenoviral RAd-IGFI, sobre las diferentes poblaciones
pituitarias en ratas estrogenizadas. Material y métodos: Se utili-
zaron ratas hembras estrogenizadas durante 50 dias. Se sacrifi-
caron a los 7 dias posteriores a la inyeccién estereotéxica de un
vector recombinante control expresando proteina fluorescente
verde (RAd-GFP) o RAd-IGF-I (dia 0). Se inmunomarcé con anti-
PRL-GH-ACTH-TSH-FSH-LH-Envision. Se realiz6 el estudio
morfométrico de las poblaciones mediante analizador de image-
nes. Se registraron: densidad de volumen (DVx10?), densidad
celular (DCx10*) y tamafio celular (TCum?). Resultados:

Grupo PRL PRL GH GH ACTH ACTH
DC TC DC TC DC TC
Intacto  19.1#3  39.4#0.5  18.2¢15  40.6x1 3.2+0.1 51+0.6
E 32542%  60.1+1.5%  9.6:0.1** 59.9x1* 1.9+0.1%* 4742
E+GFP  33.8+3* 50.241.5%  10.1+0.1* 59.6+1* 2.1#0.1** 46.5:1
E+IGFI  31.6x1* 43.21* 11.3+0.7* 53.5+1* 1.84#0.1%* 38.642*
Grupo TSH TSH FSH FSH LH LH
DC TC DC TC DC TC
Intacto  3.1#¥0.4  76.3%1 4.1x0.1 88+0.1  6.240.1 7917
E 0.3+0.1%* 72.7+3 0.9+0.1%*  62+1.6* 3.1+0.1%* 69.6+1*
E+GFP  0.3#0.1%* 70.4%2 0.9+0.1*  6141.5% 3.240.1% 701.7*
E+IGFI  0.5%0.1%* 67.5%4 1.7+0.2*  85%3.4  4.5%0.1** 90+1.6

Conclusion: La terapia génica con IGF-I indujo efectos inhibitorios
sobre las poblaciones lactotropa, somatotropa y corticotropa, revir-
tiendo los efectos de los estr6genos sobre las células gona-dotropas.
Por lo expuesto, podria emerger como un adyuvante de las terapias
convencionales para el tratamiento de los prolactinomas.

045. (181) TRATAMIENTO ANTIANGIOGENICO EN PROLAC-
TINOMAS EXPERIMENTALES. Luque G.%; Ornstein A.2; Pérez
Millan M.3; Cristina C.#; Becu-villalobos D.®

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* 2 3 4 %
<guillemluque@yahoo.com.ar>

Los prolactinomas son generalmente sensibles al tratamiento
con agonistas dopaminérgicos, pero un subgrupo es resistente
presentando una menor expresion o funcién del receptor dopa-
minérgico D2 (RD2), y son por lo general invasivos y agresivos.
El raton hembra knockout para RD2 (Rd2-/-) es un modelo util
para estudiar terapias alternativas. Ya hemos descripto que el
VEGF esta aumentado en hipdfisis hiperplasicas de hembras Rd2-
/-. En el presente trabajo evaluamos el efecto de un tratamiento
anti-VEGF en el desarrollo de prolactinomas, provenientes de ra-
tones Rd2-/-, transplantados en tubos de silastic en ratones
aceptores de la cepa C57. Se inyect6 intratumoralmente 2ug/20pl
de VEGF-TRAP o vehiculo (control) por hipofisis transplantada
cada tres dias durante tres semanas. Los transplantes controles
se mostraron altamente vascularizados mientras que los inyecta-
dos con VEGF-TRAP casi transparentes. La concentracion de
prolactina intrahipofisaria resulté de 8.99 + 0.55 y 4.84 + 2.94 ng/
mg de tejido extraido en el grupo control y tratado con VEGF-
TRAP, respectivamente; y por inmunohistoquimica observamos un
descenso en el porcentaje de las células positivas para prolactina
de 59 £ 7 y 19 + 4%, respectivamente (P<0.05). Evaluamos la
expresion de VEGF por inmunohistoquimica, sin encontrar dife-
rencias significativas; sin embargo el VEGF-TRAP impide su ac-
cion, al unirlo y secuestrarlo. Por otro lado, el area vas-cular re-
lativa, (area inmunopositiva para CD31 y CD34 en funcion del area
total), disminuy6 en las hipd6fisis transplantadas tratadas, tanto en
el tejido circundante como en la zona enddcrina, en especial en
esta Ultima (P<0.05). El nimero de vasos totales por area tam-
bién disminuy6, sin diferencias en el tamafio promedio de los
vasos. Estos datos en su conjunto indican que una terapia
antiangiogénica disminuye la vascularizaciéon y secrecion de
prolactina en un modelo de prolactinomas experimentales resis-
tentes.
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046. (182) ANANDAMIDA ESTIMULA LA SECRECION HIPO-
TALAMICA DE OCITOCINA. De Laurentiis A.:; Fernandez-

solari J.2; Mohn C.3; Rettori V.*

Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botanicos, CEFYBO-
CONICET-UBA, Facultad de Medicina, UBA* 2 3 4
<andredelaurentiis@yahoo.com>

Los endocannabinoides (EC) tienen amplia distribucién en el

sistema nervioso y participan en el control neuroenddcrino de la
secrecion hormonal, fundamentalmente en la homeostasis. Los EC
son liberados en el nlcleo supradptico hipotalamico por las
neuronas magnocelulares, mas aun, los receptores de EC tipo
CB1 han sido localizados en estas neuronas. Dado que estas
neuronas producen principalmente vasopresina y ocitocina (OXT),
es probable que los EC participen en la regulaciéon de su secre-
cion. Previamente demostramos que los EC participan en la re-
gulacion de los niveles plasmaticos de OXT en un modelo de in-
feccién. En el presente trabajo estudiamos in vitro el papel de
anandamida (AEA) en la secrecion de OXT (medida por RIA)
desde fragmentos hipotalamicos (HMB) provenientes de ratas
macho adultas Sprague Dawley. La AEA (10-9M) estimul6 la se-
crecién de OXT (C: 0.09+0.01 ng/HMB; AEA:0.25+0.02, n=5-6,
p<0.01). Este efecto es mediado por el receptor CB1 ya que el
antagonista especifico AM251 (10-5M) bloque6 dicha esti-
mulacién. Mas aln, el URB (10-10 y 5.10-10M) un inhibidor de la
enzima que degrada AEA aument6 la secrecion de OXT
(p<0.01). Dada la presencia de la sintasa de o6xido nitrico
(NOS) en las neuronas magnocelulares, estudiamos la posible
participacion del 6xido nitrico (NO) en el efecto de AEA sobre la
secrecion de OXT. La AEA (10-9M) estimulé (p<0.01) la actividad
de la NOS (radioconversion de Arginina 14C) y un dador de NO,
el nitroprusiato (NP 600 puM) inhibi6 la secreciéon de OXT, indican-
do que el NO actuaria como freno al estimulo de la AEA sobre la
secrecion de OXT. De hecho, con hemoglobina (Hb, 40 pg/ml),
un secuestrador de NO, el efecto estimulatorio de AEA sobre la
secrecion de OXT es aun mayor. Nuestros Resultados indican que
la AEA estimula la secrecion hipotalamica de OXT y de NO, el
cual ejerceria una retroalimentacién negativa sobre la secrecion
de OXT. (PICT 06-258, PIP 02546).
047. (211) REGULACION ESTROGENICA DE LA EXPRESION
DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA EN EL
HIPOCAMPO. Moreno Piovano G.*; Dudiuk C.%; Falco G.3;
Varayoud J.%; Mufioz De Toro M.%; Luque E.5; Ramos J.”

Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodepen-
dientes' 234567 <gmoreno@fbch.unl.edu.ar>

Se ha demostrado que los estrégenos influyen sobre funcio-
nes neurobiolégicas asociadas al hipocampo siendo los recepto-
res de estrégeno alfa y beta (ERa y ERb) sus principales media-
dores. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del 17beta-
estradiol (E2) sobre la expresion del ERa y sus variantes trans-
cripcionales en el hipocampo de ratones hembra ovariectomizadas
(OVX) a los 90 dias de edad. A los 10 dias post OVX los anima-
les fueron tratados con una Unica dosis de 2 mcg de E2 (grupo
tratado: E; n=4) o con 100 mcl de aceite de sésamo (grupo con-
trol C; n=4). El sacrificio de los animales se realiz6 a las 4 hs post
inyeccion. Mediante microcirugia se extrajeron los hipocampos
completos los cuales fueron procesados en forma individual. La
expresion del ARNm del ERa y la actividad transcripcional de sus
promotores A, B, C y F se evaluaron por RT-PCR en tiempo real.
La presencia de isoformas de delecion del ERa (S2, S3, S4, S5,
S6 y S7) fue determinada por PCR anidada de punto final. Los
animales tratados con estradiol (grupo E) mostraron una dismi-
nucion significativa en la expresion del ARNm del ERa al compa-
rarlo con los controles (p< 0.001). Al estudiar la actividad relativa
de cada uno de los promotores del gen ERa se observo que los
animales E presentaban una disminucion en la actividad de los
promotores A y C (p< 0.001), en tanto que la actividad del pro-
motor F se encontr6 aumentada (p<0.05) y la del B no presentd
cambios (p=0,7). Ninguno de los dos grupos experimentales ma-
nifesté expresion de las variantes de delecion analizadas. Estos
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Resultados demuestran que en el hipocampo el E2 produce una
regulacion hacia abajo de la expresion del ERa. Esta “down-
regulation” seria mediada, al menos en parte, por la disminucion
de la actividad de los promotores A y C del receptor, los cuales
tendrian una mayor contribuciéon que los promotores By F en la
regulacion transcripcional estrégeno-dependiente del ERa.

048. (230) ALTERACIONES PRECOCES DEL PERFIL
LIPOPROTEICO DURANTE EL DESARROLLO DE UN ES-
TADO DE INSULINORRESISTENCIA Y GLICOXIDATIVO.
Garcia M.}; Marra C.% Gagliardino J.%; Rebolledo O.*

CENEXA (Centro de Endocrinologia Experimental y Apli-
cada)-UNLP-CONICET* ; INIBIOLP (UNLP-CONICET)? ;
CENEXA (Centro de Endocrinologia Experimental y Apli-
cada)-UNLP-CONICET? # <marielisa_ar@yahoo.com.ar>

Objetivo: evaluar cambios en composicion y grado de
peroxidacion de lipidos de lipoproteinas plasmaticas(LP) e indi-
ces de riesgo aterogénico(IRg) en periodo inicial de insu-
linorresistencia (IR) inducida por dieta rica en fructosa(DRF) (10%
en el agua de bebida [F10] durante 3 semanas). Métodos: obtu-
vimos plasmas de ratas Wistar macho normales(F0) y F10 en
condicion basal, para determinar glucosa(G), insulina(l), trigli-
céridos(TG), fructosamina(F), acidos grasos libres (AGL),colesterol
total(CT) y fracciones (HDL-C, LDL-C y VLDL-C), composicién de
acidos grasos de LP por HPLC y su cinética de peroxidacion con
Cu++ (PICu). Resultados: F10 aumentaron en plasma:
F(162.6+3.3 vs 146.2+5.6umol/l; p<0.05), 1(4.7+0.6 vs 2.7+0.5 ng/
ml; p<0.02),y en mmol/l, TG (F10 vs FO: 1.80+0.14 vs 0.95+0.10;
p<0.001), AGL(0.26+0.01 vs 0.22+0.01; p<0.05), VLDL-
C(0.83+0.06 vs 0.44+0.05; p<0.001); disminuyeron HDL-C(0.58+
0.04 vs 0.80+0.04; p<0.005) y LDL-C(0.50+0.12 vs 0.83+0.09;
p<0.05) y sin cambios en CT y G. En HDL y (VLDL+LDL) de LP
de F10 aumentd la relacion AG saturados /AG monoinsaturados
(2.404£0.15 vs 0.93+0.10; p<0.001 y 3.12+0.11 vs 2.40+0.12;
p<0.001) y AGS/PUFA (0.72%0.03 vs 0.35+0.04; p<0.001 y
1.39+0.04 vs 1.04+0.03; p<0.001). En F10 disminuy6 el tiempo
de inicio de PICu en HDL y (VLDL+LDL) (33.3+2.9 vs 76.9+4.4min;
p<0.01 y 25.4+3.2 vs 62.3+5.1; p<0.01) y aumentaron para
(VLDL+LDL) la velocidad de propagacion (vP) y valor maximo
(vMax) (1.24+0.11 vs 0.86+0.04 MDA/min; p<0.01 y 96.0+3.7 vs
70.1+4.4 MDA/mgC; p<0.01); la vMax disminuy6 para HDL
(75.3+3.8 vs 98.8+3.1 MDA/min; p<0.01) y sin diferencias para vP.
Los IRg CT/HDL-Cy TG/HDL-C aumentaron para F10 (3.30+ 0.11
vs 2.64+ 0.16; p<0.01 y 3.20+ 0.34 vs 1.23+0.17; p<0.001). Con-
clusion: DRF induce un aumento precoz de perfil lipoproteico
aterogénico y procesos de glicoxidacion. El estrés glicoxidativo
desencadenado contribuiria al desarrollo del sindrome metabdlico
observado en estos animales.

049. (284) CAPACIDADES PROLIFERATIVA Y ADIPOGENICA
DE LA FRACCION ESTROMA-VASCULAR DEL TEJIDO
ADIPOSO RETROPERITONEAL EN UN MODELO DE OBE-
SIDAD HIPOTALAMICA EN LA RATA MACHO . Zubiria M.%;
Vidal Bravo J.%; Spinedi E.% Giovambattista A.*

Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE-
CICPBA-CONICET)* 234 <guillerminazubiria@gmail.com>

Durante el proceso adipogénico in vivo las células precurso-
ras del tejido adiposo se diferencian a adipocitos, y ciertas sefia-
les endocrinas y paracrinas regulan el mismo. En el presente tra-
bajo se evaluaron caracteristicas (proliferacion y diferenciacion)
de precursores adipocitarios provenientes de rata (S-D) adulta (60-
90 dias de edad) macho con obesidad hipotalamica, inducida por
tratamiento neonatal con monosodio L-glutamato (MSG). Utiliza-
mos un grupo de ratas control (CT) de igual sexo y edad. Luego
del sacrificio, se dosaron niveles circulantes de insulina (INS),
leptina (LEP) y corticosterona (B). Aislamos la fraccion estroma-
vascular (FEV) del tejido adiposo retroperitoneal (TARP) y culti-
vamos 1,5x104 cél/pozo durante 9 dias. Se realizaron recuentos
celulares cada 24 hs. Adicionalmente, se indujo in vitro la dife-
renciacion de precursores adipocitarios en cultivos de 10 dias.
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Luego determinamos el contenido intracelular de lipidos (Oil Red
0) y la expresién génica de varios marcadores (Lep, Adiponectina,
sustrato del receptor de INS (IRS)-1y -2) por RT-PCR tiempo real.
Las ratas MSG mostraron un incremento en los niveles circulan-
tes de Lep y B (p<0,05 vs. CT). Entre los dias 5-9 de cultivo en-
contramos un aumento (p<0,05 vs. CT) en la capacidad
proliferativa de células de la FEV del grupo MSG. Al dia 10 post-
diferenciacion, los adipocitos del grupo MSG desarrollaron una
disminucion en: a) el contenido lipidico vs. el grupo CT (p<0,01),
y b) la expresion de los ARNms de LEP, adiponectina, IRS-1 e
IRS-2 vs. los respectivos del grupo CT (100%; p>0,05). Nuestro
estudio sugiere que los disbalances en las actividades del siste-
ma nervioso auténomo y del neuroendocrino, entre otros, presen-
tes en las ratas MSG, podrian impactar in vivo sobre células de
la FEV del TARP generandose precursores adipocitarios con al-
teracion de las capacidades proliferativa y adipogénica. (PICT
2007-1051 y PIP 2007-0704)

050. (326) ABT-510, ANALOGO DE TROMBOSPONDINA- 1,
COMO POTENCIAL TRATAMIENTO EN PROLACTI-NO-
MAS. Recouvreux M.%; Becu-villalobos D.?; Diaz-torga G.®

IByME?* 2 3 <recouvreux@dna.uba.ar>

Trombospondina-1 (TSP1) es una glicoproteina multifuncional
de la matriz extracelular, con funciones anti-angiogénicas y anti-
tumorales en diversos tejidos, ambos efectos ligados a su capaci-
dad de activar a TGFB-1 a partir de sus complejos latentes. El
TGFB-1 en hipdfisis media en parte los efectos inhibitorios de la
dopamina sobre la proliferacion y secrecién de lactotropos. Con el
objetivo de estudiar la participaciéon de TSP1 en estos procesos,
utilizamos el modelo de induccién de prolactinomas en ratas por
tratamiento crénico con E2 por 4 semanas. Observamos por
Western Blot una disminucion de TSP1 y de TGFp-1 activo en las
hipéfisis tumorales respecto de las controles (p=0.025 y 0.023, res-
pectivamente). En segundo lugar, en hipdfisis tumorales trans-plan-
tadas en ratas receptoras tratadas con estrégenos, se aplicé local-
mente ABT-510, un analogo sintético de TSP1 (100 pl [1uM] 4 ve-
ces por semana, 2 semanas). ABT-510 recuperé los niveles de
TGFB-1 activo, y aumenté el contenido de prolactina en los
transplantes, restaurando el efecto inhibitorio sobre la secrecion y
no la sintesis de esta hormona. Por udltimo, analizamos el efecto
de ABT-510 sistémico (100mg/kg i.p, 2 veces por semana, duran-
te 2 semanas) en ratas portadoras de prolactinoma generados por
estrogenos. Se evidencié en Resultados preliminares, una reduc-
cion en el peso de las hip6fisis y en los niveles de prolactina sérica,
concomitantemente a un aumento del contenido de prolactina
hipofisaria en las ratas tratadas in vivo con ABT-510. Nuestros
Resultados sugieren que la restitucion de los niveles de TSP1, con
el consecuente aumento de TGFp-1 activo, y normalizacién en la
secrecion de prolactina podrian contrarrestar la formacién de tumo-
res hipofisarios. Con el apoyo de CONICET y ANPCYT.

051. (341) EVIDENCIA MOLECULAR DE HIPERPLASIA
ADRENAL MACRONODULAR INDEPENDIENTE DE ACTH

(HAMIA) ASOCIADA A LA EXPRESION ILICITA DE RE-

CEPTORES DE GLUCAGON: PRIMER CASO EN LA LITE-
RATURA. Viale M.}; Redal M.%; De Miguel V.3; Kahan M.%;
Glerean M.5; Beskow A.%; Giunta J.”; Fainstein Day P.®

Servicio de Endocrinologia y Medicina Nuclear,Hospital
Italiano de Buenos Aires?; Unidad de Medicina Molecular
y Gendmica. Hospital Italiano de Buenos Aires? ; Servi-
cio de Endocrinologia y Medicina Nuclear, Hospital Italia-
no de Buenos Aires®; Unidad de Medicina Molecular y
Gendmica. Hospital Italiano de Buenos Aires* ; Servicio
de Endocrinologia y Medicina Nuclear,Hospital Italiano de
Buenos Aires® ; Departamento de Cirugia. Hospital Italia-
no de Buenos Aires® ; Servicio de Endocrinologia y Me-
dicina Nuclear,Hospital Italiano de Buenos Aires” 8
<maria.viale@hospitalitaliano.org.ar>

HAMIA es una causa sumamente infrecuente de Sindrome de
Cushing (SC). Se caracteriza por un agrandamiento nodular bila-



66

teral de las glandulas adrenales (GA) e hipercortisolismo en pre-
sencia de niveles de ACTH suprimidos. La sintesis de cortisol (F)
es en respuesta a la activacion de receptores adrenales ilicita o
anormalmente activos asociado a proteina G trimérica, como hor-
mona luteinizante y el péptido inhibidor géstrico o la vasopresina
(V1) y 5-HT4 (serotonina), respectivamente. Presentamos un
paciente con SC independiente de ACTH . Una tomografia com-
putada de abdomen evidencié hiperplasia macronodular bilateral.
Ante la sospecha de HAMIA se realizaron los siguientes tests de
estimulo:

TEST F F F F F F
peg/mL F pecg/mL F peg/mL F pcg/mL F pcg/mL F pcg/mL
30 min 60 min 90 min 120 min 180 min
Mix meal 35 26.7 30.6 30.3 31 31
LHRH 32 30.6 31.2 31.6 31 30
ACTH 29 >50 >50 >50 -
Glucagon  31.5 25.6 27.6 >50 >50 >50

En base a los Resultados funcionales administramos un analogo
de la somatostatina (octreotide), 20 mg/mes/4 meses obteniendo
normalizacion del cortisol libre urinario/24 hs. El objetivo del pre-
sente estudio fue estudiar la expresion ilicita del receptor de
glucagon (RcGC) en GA del paciente. La expresion del RcGC se
evalué por PCR en Tiempo Real (RT PCR). Se utiliz6 cDNA de
una linea celular de hepatocitos como control positivo de la ex-
presiéon del RcGC, cDNA de GA normal como control negativo
y gen de beta-actina como control de amplificacién. Se evidenci6
la expresion del ARNm del RcGC en la GA del paciente con SC
y la ausencia de expresién del mismo en la GA normal. La res-
puesta de sintesis de F post estimulo con glucagon in vivo, los
niveles persistentemente inhibidos de ACTH circulante del pacien-
te, la evidencia obtenida mediante la técnica de RT-PCR y la res-
puesta clinica al tratamiento con octreotide sugieren fuertemente
que el mecanismo de produccién de SC independiente de ACTH
se debi6 al estimulo de RcGC. Se trata del primer caso publica-
do de HAMIA vinculado a RcGC.

052. (516) POSIBLE PAPEL DE LAS PROTEINAS
DESACOPLANTES MITOCONDRIALES (UCP) EN LA
ADAPTACION DEL METABOLISMO HEPATICO A UNA
SOBRECARGA DE FRUCTOSA. Castro M.}; Pereyra A%

Gagliardino J.%; Massa M.%; Francini F.°5

CENEXA (Centro de Endocrinologia Experimental y Aplicada,
CCT-CONICET-UNLP)* 2345 <mccastro05@yahoo.com.ar>

Introduccion: La cadena mitocondrial transportadora de elec-
trones cumple un papel importante en la produccién de ROS, pro-
ceso regulado en parte por las UCPs. Por otro lado, los recepto-
res PPAR modulan la expresion de las UCPs. No esta claro qué
ocurre con ellos a nivel hepéatico cuando aumenta la produccién
de ROS por sobreoferta de sustratos metabolizables. Para res-
ponder al interrogante utilizamos el modelo de ratas alimentadas
con dieta rica en fructosa (DRF), que promueve el desarrollo de
estrés oxidativo en distintos érganos. Objetivos: Evaluar la parti-
cipacion de UCP2, UCP3 y PPARs en el proceso de adaptacion
hepética frente a la sobrecarga metabdlica generada por la DRF.
Materiales y Métodos: Se alimentaron ratas Wistar macho norma-
les con dieta comercial sin (C) o con el agregado de fructosa
(DRF) al 10% en el agua de bebida durante 21 dias. Se midieron
glucemias (G) (GOD-PAP), trigliceridemias (TG) (Kit comercial),
insulinemias (In) (RIA) y HOMA-R. En higado se determiné: 1)
contenido de TG y actividad de Glicerol-3-fosfato aciltransferasa
(GPAT), 2) ARNm (qPCR) de PPAR4, PPARA y PPARY, SREBP-
1c, FAS, UCP2 y UCP3 y 3) expresion proteica (Westen blot) de
UCP2. Resultados: (DRF vs. C): G 8.2 + 0.3 vs. 7.5 £ 0.2 mM,
p<0.005; TG 1.4 + 0.1 vs. 0.8 £ 0.1 mM, p<0.001; In 4.5 + 0.5 vs.
2.6 £ 0.3 ng/ml, p<0.02 y HOMA-R 43 + 3 vs. 26 + 2; p<0.001
(insulinorresistencia). En las ratas DRF aument6 la expresion
génica de PPAR&, SREBP-1c y UCP2 (p<0.05), disminuy6 la de
PPARYy (p<0.05), sin cambios en PPARA&. No se registré expre-
sion génica de UCP3. El nivel proteico de UCP2 fue mayor en
animales DRF (100+14.5 vs. 155.9+22.7%, p<0.05). La expresion
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génica de FAS, actividad de GPAT y contenido hepético de TG
aumento en las ratas DRF (p<0.05). Conclusiones: Los Resulta-
dos sugieren que frente a la sobreoferta de sustratos metabdlicos,
la UCP2 y no la UCP3, asumiria un papel compensador y en es-
tas condiciones, probablemente el PPAR& seria el modulador de
la expresion de UCP2.

053. (601) ESPECTRO DE MUTACIONES EN EL GEN DE LA
ENZIMA 21-HIDROXILASA (21-OH). CORRELACION
GENOTIPO-FENOTIPO EN 360 PACIENTES ARGENTINOS
CON HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA (HSC).
Marino R.}; Pepe C.2; Ramirez P.3; Galeano J.%; Perez Garri-
do N.5; Chaler E.; Maceiras M.7; Ciaccio M.%; Warman M.°;
Dujovne N.*%; Geniuk N.*; Gryngarten M.*?; Bergada |.**; Es-
cobar M.*; Balbi V.*5; Rivarola M.®; Belgorosky A.Y

Servicio de Endocrinologia. Hospital de Pediatria
Garrahant 2349567891011 Seryjcjio de Endocrinologia. Hos-
pital de Nifios Ricardo Gutierrez.*? 13 4: Servicio de Endo-
crinologia. Hospital Sor Ludovica de La Plata.*>; Servicio
de Endocrinologia. Hospital de Pediatria Garrahan® 17
<marinorox@yahoo.com>

La deficiencia de 21-OH es la forma mas frecuente de HSC.
Analizamos las 11 mutaciones mas frecuentes descriptas en el
gen CYP21A2 por PCR alelo especifica y southern blot en 360
pacientes (690 alelos no relacionados)con la forma clasica
(FC,192) y no clasica (FNC, 168).En 12 pacientes con un alelo
no detectado se secuenciaron los exones y bases intronicas
flanqueantes. Las mutaciones mas frecuentes fueron In2(36%) en
FC perdedora de sal(PS), 1172N(37.5%) en la FC virilizante sim-
ple (VS) y V281L(54.7%) en FNC.Las frecuencias fueron V281L
25.5%,In2 20.9%,1172N 9.0%,Q318X 7.2%, R356W 3.8%,CIEx6
2.3%,R483fs 1.4%,Ex3 1.0%, P453S 1.0%, P30L 0.6%.La frecuen-
cia de delecidn/conversién fue mas baja que en la mayoria de las
poblaciones pero similar a las de Brasil y México (10.86%).EI
andlisis de las 11 mutaciones permitié un porcentaje de deteccion
de 88.1%(80.94% FNC y 94.4% FC).Se clasificaron los 295 ca-
sos con 2 alelos detectados en 5 grupos segun la severidad de
las mutaciones (Wedell y col. JCEM,1994) cero:0%; A:In2 1%;
B:1172N 7%; C:>20%; D:20% gen quimera promCYP21P+P30L.En
el grupo 0 el 100% de los casos presenté la FC PS, en el grupo
A 82.7% la FC PS, en el grupo B 85.7% la FC VS y en el grupo
C 99.2% la FNC.En el grupo D (n=4) una paciente presenté una
FNC de aparicion temprana y los otros 3 FC VS.La secuenciacion
revel6 8 mutaciones menos frecuentes descriptas y en 2 pacien-
tes una nueva mutacién sin sentido Q41X (In2/Q41X, Q318X/
Q41X).La presencia de un codén de terminacion prematuro pre-
dice una proteina truncada sin actividad enzimatica que
correlaciona con el fenotipo hallado(PS).La alta correlacion
genotipo-fenotipo hallada confirma la utilidad del estudio molecular
para predecir la clinica y para el consejo genético.El analisis de
las 11 mutaciones permitié un alto porcentaje de deteccion.La
diferencia de deteccion entre FC y FNC sugeriria la presencia de
portadores heterocigotas en el grupo FNC y confirma la sobrees-
timacion de la FNC por estudios hormonales
054. (627) ANGIOGENESIS EN ADENOMAS HIPOFISARIOS
HUMANOS. ANALISIS DE LA EXPRESION DE VEGF Y DE
LA DENSIDAD VASCULAR. Pérez Millan M.%; Berner S.2;
Casasco J.%; Becu D.%; Cristina C.°

Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET?;
Santa Lucia? 3; Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal-CONICET*; Universidad Nacional del Noroeste de la
Provincia de Buenos Aires; Instituto de Biologia y Medici-
na Experimental-CONICET® <marpemi@yahoo.com.ar>

Los adenomas hipofisarios son los neoplasmas intracraneales
primarios mas frecuentes. Son en general benignos, aunque
pueden volverse invasivos y agresivos. La angiogénesis es un
proceso fundamental en el desarrollo de los tumores y se en-
cuentran en préactica terapias antiangiogénicas para distintos
tipos de cancer. Sin embargo, el grado de vascularizacion y su
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rol en la tumorogénesis hipofisaria son controvertidos. Nues-
tro objetivo fue estudiar la relacion entre la angiogénesis y la
proliferacién en macroadenomas hipofisarios humanos. Se ana-
lizaron 60 muestras de tumores obtenidas de pacientes del
Hospital Santa Lucia y se compararon con muestras de hipdfisis
normales. Los adenomas se clasificaron segln su secrecién
hormonal en Prolactinomas, Somatotropinomas y Adenomas No
Funcionantes. Se determin6 la densidad microvascular (MVD)
a través de la cuantificacion de los vasos sanguineos positivos
para el marcador de endotelio CD34. Asimismo se evalué la
expresion de VEGF, un factor angiogénico potente, y del mar-
cador de endotelio CD31 por western blot. Se analiz6 también
el indice de proliferacion celular a través de la determinacion
de Ki-67 por inmunohistoquimica. La MVD en las hipofisis nor-
males resulté mayor que en los adenomas (p< 0,05), sin em-
bargo los adenomas mostraron un mayor % de vasos chicos
(<147 um?) con respecto a los controles (p<0,05). Todos los
tumores analizados expresaron VEGF, y se obtuvo una corre-
lacion significativa de este factor con el marcador de endotelio
CD31 (r2=0,524 P=0,010). No hubo correlaciéon en cambio en-
tre Ki-67 y MVD, ni entre Ki-67 y VEGF. Concluimos que el
factor angiogénico VEGF, que correlaciona con CD31, seria
necesario para la vascularizaciéon en los tumores hipofisarios
en los que los vasos pequefios podrian relacionarse con una
activa angiogénesis. La ausencia de correlacién entre marca-
dores de proliferacion y angiogénicos indicaria que la prolife-
racion de estos adenomas no esta estrictamente limitada por
su irrigacién.

055. (705) 2-IODOHEXADECANAL COMO REGULADOR DE LA
FUNCION Y CRECIMIENTO DE LA GLANDULA TIROIDES .
Thomasz L.; Rossich L.2; Villamar Alvear S.3; Nicola J.#; Oglio
R.5; Masini-repiso A.%; Pisarev M.7; Juvenal G.®

Comisién Nacional de Energia Atémica.* ? ¢ ; Centro de In-
vestigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia Univer-
sidad Nacional de Cérdoba.? ; Comision Nacional de Ener-
gia Atomica.® ; Centro de Investigaciones en Bioquimica
Clinica e Inmunologia Universidad Nacional de Cérdoba.®
; Comisién Nacional de Energia Atémica; Facultad de Me-
dicina Universidad de Buenos Aires’. Comision Nacional de
Energia Atémica® <thomasz@cnea.gov.ar>

Introduccion: El iodo es utilizado por la glandula tiroides para
sintetizar hormonas tiroideas pero ademas cumple un rol
regulatorio a través de la sintesis de lipidos iodados. De ellos se
han identificado y caracterizado dos: la 6-iodo-11,14-eicosa-
trienoico -d-lactona (IL-d) y el 2-iodo-hexadecanal (IHD) que
inhiben varios parametros tiroideos. Objetivo: Analizar el efecto
del IHD como regulador de la funcién tiroidea y de la prolifera-
cion celular en una linea de tiroides normal (FRTL-5). Metodolo-
gia y Resultados: Células FRTL-5 fueron tratadas con dosis cre-
cientes de IHD y KI durante distintos tiempos en presencia de
TSH. El IHD regul6 negativamente el efecto de TSH sobre la pro-
liferacion celular y la expresion de genes tiroideos especificos.
Inhibié significativamente la proliferacion celular en forma dosis
dependiente. Los Resultados se presentan como porcentaje de
inhibicién respecto a TSH por el ensayo de MTT: a) Luego de 72 h
de tratamiento con IHD 10 uM 10% (p<0,05), 2,5 uM 6% ns, 0,6uM
3% ns., b) Luego de 96 h de tratamiento con IHD 10puM 20%
(p<0,01), 2,5 uM 15% (p<0,01), 0,6 UM 5% ns, mientras que con
esas dosis el ioduro no tuvo efecto. EI IHD produjo arresto del ci-
clo celular en G1 (TSH G1: 54,5%, IHD 10uM G1: 65,3%, IHD 2,5
UM G1: 63%, p<0,01), e inhibi6 algunos parametros tiroideos como
ser: la captacion de 1251 (TSH: 753 cpm/ug proteina, IHD 10 uM:
452 cpm/ug proteina, IHD 2,5 uM 474 cpm/ug proteina, KI 10 pM:
282 cpm/ug proteina, Kl 2,5 uM: 465 cpm/ug proteina, p<0,001) y
la expresion de genes tiroideo especificos los cuales se analiza-
ron por western blot. EI IHD modulé negativamente la expresion
de Tg (TSH: 100%, IHD 10 pM: 40%, IHD 2,5uM: 57% p<0,001) y
NIS (TSH: 100%, IHD 10 puM: 74%, IHD 2,5uM: 88% p<0,05). Con-
clusion: el IHD es otro posible candidato como intermediario del iodo
en el mecanismo autorregulatorio.
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056. (723) EL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO IN-
DUCIDO POR BROMOCRIPTINA PROMUEVE LA ACTI-
VACION DE ERK!2-NF-KB DESENCADENANDO
PARAPTOSIS DE CELULAS ADENOHIPOFISARIAS.
Palmeri C.; Petiti J.%; Sosa L.%; Mukdsi J.%; Gutierrez S.5; De

Paul A.%; Torres A.7

Centro de Microscopia Electrénica. Universidad Nacional
de Cérdoba.* 234567 <mariepalmeri@hotmail.com>

En trabajos anteriores demostramos que Bromocriptina (BC)
induce la regresion de tumores hipofisarios a través de un meca-
nismo de muerte celular caracterizado como paraptosis. En este
proceso se destaca la dilatacion del reticulo endoplasmatico (RE),
indicativo de estrés celular. Sin embargo, las vias de sefializacion
involucradas en esta alteracion del RE no han sido completamente
dilucidadas. El objetivo del presente trabajo fue investigar la par-
ticipacion de Akt, ERK1/2 y NF-kB en la paraptosis de células
adenohipofisarias inducida por BC. Se utilizaron ratas macho
estrogenizadas con benzoato de estradiol (15 mg) por 30 d (gru-
po E) y los dltimos 5d se administré BC (0,3 mg/100g/d) (grupo
E+BC). El grupo control fueron animales intactos (C). La muerte
celular fue caracterizada por microscopia electrénica (ME). Me-
diante Western Blot se determind la expresion de p-Akt en extrac-
tos totales y la de p-ERK1/2, IkBa y NF-kB en fracciones
citosoélicas y nucleares. La localizacion de ERK1/2 y NF-kB fue
analizada por inmunocitoquimica ultraestructural. Andlisis estadis-
tico ANOVA-Fisher. La muerte celular luego del tratamiento con
BC, fue comprobada a nivel de ME observandose como signo
inicial de involucion la dilatacién del RE. La administracion de BC
indujo un aumento de la expresioén de p-ERK1/2 (p<0,05 vs E)
principalmente en la fraccion nuclear y una disminucion de la for-
ma activada de Akt (p<0,05 vs E). Ademas, BC provocé un incre-
mento de los niveles de NF-kB en la fraccion nuclear (p<0,01 vs
C y E) con una consecuente disminucién de IkBa en fraccion
citosolica (p<0,01 vs E), indicativo de la translocacion nuclear del
factor de transcripcion. Por ME se observé una intensa
inmunomarcacion de NF-kB y P-ERK1/2 en los nucleos de las
células hipofisarias tratadas con BC. Estos Resultados sugieren
que el estrés del RE inducido por BC activa la via ERK1/2 -NF-
kB desencadenando paraptosis de células adenohipofisarias. Este
mecanismo de muerte celular seria independiente de Akt.

057. (144) MELATONINA INHIBE LA FOSFORILACION DE

ERKA42/44, P38 Y JNK46/54, Y LA EXPRESION DE C-JUN,
EN CELULAS DE LEYDIG DEL HAMSTER DORADO: PO-
SIBLES IMPLICANCIAS EN LA REGULACION DE LA PRO-

DUCCION DE TESTOSTERONA. Rossi S.%; Matzkin M.?
Calandra R.3; Frungieri M.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental, IBYME-
CONICET?, Intituto de Biologia y Medicina Experimental.
IBYME-CONICET; Catedra de Bioquimica, Facultad de
Medicina, UBA?; Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal. IBYME-CONICET?®; Instituto de Biologia y medicina
Experimental, IBYME-CONICET, Catedra de Bioquimica,
Facultad de Medicina.UBA* <soledadrossi*@hotmail.com>

Previamente, hemos descripto que melatonina (Mel) a través
de receptores mella, inhibe la expresion de StAR, enzimas
esteroidogénicas claves y la produccion de testosterona en el tes-
ticulo del hamster Dorado (Endocrinology 146:1541,2005). El ob-
jetivo del presente trabajo ha sido investigar la/s via/s de sefiali-
zacion intracelular/es asociadas a la accion de Mel en células de
Leydig del hamster. Para ello, a partir de hamsteres Dorados
adultos machos mantenidos en fotoperiodo normal (14hs de luz/
dia), se disecaron los testiculos y purificaron las células de Leydig
en un gradiente discontinuo de Percoll. Dichas células fueron tra-
tadas con Mel determinandose, luego de 10 y 30min de
incubacién, la expresién de c-jun y c-fos (RT-PCR); y después de
3hs, la expresion de fosfo-P42/44, fosfo-P38 y fosfo-JNK46/54
(Western blot). Mel (10uM) no alteré c-fos, pero inhibié (P<0.05)
la expresion de (densitometria, valor arbitrario asignado al con-
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trol=1) c-jun (0.04+0.01), fosfo-P44 (0.24+0.04), fosfo-P42
(0.47+0.04), fosfo-P38 (0.13+0.02), fosfo-JNK54 (0.49+0.06) y
fosfo-JNK46 (0.37+0.05). Ademas, la incubacion de células de
Leydig en presencia de inhibidores de P42/44 (U0126, 10 puM),
JNK46/54 (SP600125, 20uM) y P38 (SB203580, 10 puM) redujo
(P<0.05) la expresion de c-jun luego de 10min de incubacion
(densitometria, valor arbitrario asignado al control=1,
U0126=0.34+0.05, SP600125=0.32+0.06, SB203580=0.58+0.04)
y la produccion basal de testosterona después de 3hs (pmol/mi-
ll6n de células de Leydig, control=17.28+3.59, U0126=5.52+1.09,
SP600125=4.88+0.92, SB203580=6.86+0.85), indicando que es-
tas vias modularian en forma positiva la sintesis de andrégenos
en el testiculo del hamster. En conclusion, este trabajo describe
un efecto modulatorio negativo ejercido por Mel sobre la
fosforilacion de P42/44, P38 y JNK46/54, y la expresion de c-jun,
que podria mediar en la inhibicion de la sintesis de testosterona
desencadenada por Mel en células de Leydig del hamster.

INMUNOLOGIA 2

058. (622) SINDROME DE IPEX: REPORTE DE UN CASO DE
PRESENTACION TARDIA. Nievas E.%; Bernasconi A.2;

Torgerson T.%; Rosenzweig S.4 Oleastro M.®

Hospital J P Garrahan' 2, Departamento de Pediatria de la
Universidad de Washington®; National Institute of Health?* ;
Hospital J P Garrahan®. <eminievas@hotmail.com>

El sindrome de disregulacién inmune, poliendocrinopatia,
enteropatia ligada al X, es una imunodeficiencia primaria causa-
do por mutacién en el gen FOXP3. FOXP3 es una proteina
reguladora involucrada en la tolerancia inmunolégica. Caracte-
risticamente se presenta en periodo neonatal con diabetes
mellitus insulino dependiente y enteropatia. Posteriormente de-
sarrolla dermatitis atdpica, infecciones y otras manifestaciones
autoinmunes. Reportamos el caso de un paciente con presenta-
cion atipica de esta inmunodeficiencia. Caso: Paciente varén, 2°
hijo de pareja no consanguinea, sin antecedentes familiares de
inmunodeficiencia que presenta como primera manifestacion der-
matitis atopica severa a los 2 meses de vida. A los 2 afios agre-
ga diarrea crénica cuyo estudio anatomopatoldgico evidencia
enteropatia grado 1V, infiltracion eosinofilica sin incremento de
LIES. A los 4 afios y 11 meses desarrolla hepatitis autoinmune
(Ac.antiLKM+), anemia hemolitica autoinmune e hipereosinofilia por
lo que inicia corticoterapia. A la edad de 5afios 1 mes presenta
cetoacidosis diabética con insulinemia baja. La valoraciéon inmune
demostré hipergamaglobulinemia Ig G (2220 mg/dl) e Ig M (193 mg/
dl) con IgA e Ig E normales y ausencia de expresion de FOXP3
en células CD4+CD25+ (0,3% vs control 4,4%). La mutacion
(748_750delAAT) que afecta lisina en posicion 250 en la region
leucina-zipper del gen FOXP3, confirma el diagnéstico. Actualmente
con 6 afios y 3 meses se encuentra sin tratamiento inmunosupresor
con buena evolucién clinica. Conclusion: En nuestro paciente se
evidencia una presentacion tardia del compromiso endocrinolégico
y digestivo, un perfil de inmunoglobulinas no habitual y una evolu-
cién favorable sin tratamiento inmunosupresor en comparacion con
la presentada en las casuisticas internacionales.

059. (543) MENINGOENCEFALITIS CRONICAS (MEC) VIRALES
(NO POLIO) EN INMUNODEFICIENCIAS HUMORALES.

Portnoy M.%; Tahuil M.2; Oleastro M.2

Hospital de Pediatria J. P. Garrahan'; Hospital del Nifio
Jesus, Tucuman?; Hospital de Pediatria J. P. Garrahan®
<micaelaportnoy@yahoo.com.ar>

Introduccién: Las deficiencias de anticuerpos (ac) son suscep-
tibles a infecciones bacterianas y virales del SNC. Las MEC por
enterovirus ocurren en pacientes (p) con Agamaglobulinemia li-
gada al X (XLA), y menos cominmente en Inmunodeficiencia
Comun Variable (IDCV) o Deficiencia de CD40 ligando. Las MEC
se presentan con un inicio insidioso y progresion lenta de los sin-
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tomas neurolégicos. Objetivos: presentar pacientes con deficien-
cia de ac seguidos por nuestro Servicio que desarrollaron MEC
viral (no polio). Resultados: Se document6 infeccion viral (no po-
lio) de SNC en 7 pacientes. Los diagnésticos inmunolégicos fue-
ron: Agamaglobulinemia Autosémica Recesiva (cadena p) 1p, XLA
1p, Agamaglobulinemia no caracterizada 2p, IDCV 1p, Deficien-
cia CD40 ligando 1p y Deficiencia de IgA 1p. Las manifestacio-
nes clinicas iniciales fueron: hipercinesia y trastornos de la mar-
cha 4p, convulsiones y alucinaciones 2p, trastornos del apren-
dizaje y conducta 2p. La edad media de presentacion fue de 7,7
afios (r: 0,48 - 21,11). El aislamiento viral en LCR fue: enterovirus
5p, adenovirus 1p, herpes simplex 1p. Sélo 3 pacientes presen-
taron pleocitosis en LCR y 5p, alteraciones en imagenes del SNC.
Tres p recibian GGEV en forma regular previo al diagndstico de
MEC. EIl tratamiento antiviral administrado fue: pleconaril 3p,
aciclovir 3p, GGEV en altas dosis 4p. Secuelas observadas: com-
promiso motor 2p, trastornos de aprendizaje 3p. Dos p fallecie-
ron por enfermedad neuroldgica progresiva. Conclusiones: Como
esta descripto en la literatura, las Agamaglobulinemias son las ID
humorales que presentan mayor susceptibilidad a desarrollar
MEC. Los enterovirus fueron los principales agentes implicados.
Es necesario realizar bisqueda etiolégica exhaustiva en estos
pacientes, debido al dificultoso rescate viral.

060. (812) DEFICIENCIA SELECTIVADE IG A (DSA) Y VALO-
RACION DEL LINFOCITO B (LB) DE SANGRE PERI-
FERICA. Bezrodnik L.%; Carelli D.2 Gaillard M.

Inmuologia del Hospital de Nifios Ricardo Gutierrez* 2 2.
<lbezrodnik@intramed.net.ar>

La DSA representa la inmunodeficiencia primaria (IDP)mas
frecuente, con formas de presentacion y manifestaciones clinicas
muy diversas: infecciones recurrentes, enfermedades intestinales
(enfermedad celiaca),manifestaciones alergicas, enfermedades
autoinmunes. Este sindrome es en realidad mas complejo de lo
que se sospechaba hace unos afios. Alteraciones en el compar-
timento B en sangre periférica han permitido definir patrones
fenotipicos asociados a IDP.Objetivo: evaluar la posible asocia-
cion entre alteraciones fendtipica del LB y formas de presenta-
cion clinica DSA.Pacientes, materiales y métodos:Evaluacion cli-
nica de 35 DSA, Inmunofenotipo por citometria de flujo: CD19,
CD27, IgD, IgM, siendo LB memoria (CD27+),virgenes(CD27-
IlgD+IgM+),memoria no-switched (CD27+IgD+IgM+),memoria
switched Bms (CD27+ IgD- IgM-), LB transicional (Bt) CD24 CD38
intensos. Los valores de las fueron comparados con un grupo
control(N).Resultados: media de edad del diagnéstico fue de 12
afios. En los 35 DSA los sintomas comenzaron antes de los 4
afios de edad.El 60% fueron del sexo femenino. Las infecciones
fueron las manifestaciones mas frecuentes (74%), siendo prepon-
derantes las respiratorias altas y bajas. El 50% present6 sinto-
mas de atopia. En nuestro grupo el 21,1% de los pacientes aso-
ciaban enfermedad celiaca.El 31.5% de los pacientes presenta-
ron como primera manifestacion alguna enfermedad autoinmune.
DSA y compartimiento B: mayores de 11 afios se observo dismi-
nucion estadisticamente significativa de Bm (DSA: 26.00 + 11.11
vs N: 33.15 + 7.1 p< 0.05). Dos pacientes presentaron disminu-
cion de Bm y aumento de Bt. Comentario: El compromiso del com-
partimento LB no fue constante en este grupo de pacientes. La
presencia de dos pacientes con clinica de infecciones desde tem-
prana edad y defecto B (descenso Bm y aumento de Bt), plantea
la necesidad de realizar el seguimiento por la alta posibilidad de
virar a formas més severas de IDP como las IDCV

062. (459) CARACTERIZACION POR CITOMETRIA DE FLUJO
DE LA DEFICIENCIA DE FAS EN PACIENTES CON SiN-
DROME LINFOPROLIFERATIVO CON AUTOINMUNIDAD
Y FAMILIARES HETEROCIGOTAS PARA EL DEFECTO
MOLECULAR C91Y EN LA PORCION EXTRACELULAR DE

LA MOLECULA. Perez L.%; Danielian S.% Oleastro M.2

Hospital de Pediatria Garrahan' ? 3 <leperez77@gmail.com>



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

El Sindrome Linfoproliferativo con Autoinmunidad (ALPS) se
produce por defectos de la apoptosis linfocitaria. Se caracteriza
por linfoproliferacion benigna (esplenomegalia y/o linfadeno-
patias), manifestaciones autoinmunes, hipergamaglobulinemia y
expansion de la poblacion TCR alfa-beta(+) CD4(-) CD8(-)
periférica. Los pacientes con ALPS con mutaciones que compro-
meten la porcion extracelular (EC) de Fas (CD95) pueden presen-
tar una expresion normal o reducida de la proteina de membrana
en sus linfocitos. No obstante, la apoptosis inducida por la via Fas
in vitro esta siempre afectada. Familiares heterocigotas para los
defectos de Fas, ain cuando no presenten manifestaciones clini-
cas, muestran in vitro la misma deficiencia de Fas que los pacien-
tes. Presentamos en 3 pacientes y familiares sanos heterocigotas
con la mutacién C91Y en la porcion EC de Fas: 1) la expresion
de la proteina Fas en la membrana linfocitaria con anticuerpos
monoclonales (Ac): clones DX2 y APO 1-3 dirigidos contra la por-
ciéon EC y clon B-10 dirigido contra la porcion intracelular de la
molécula y 2) la apoptosis inducida por APO 1-3 en linfocitos ac-
tivados con fitohemaglutinina e Interleukina-2 por evaluacion de
nucleos hipodiploides por citometria de flujo. Los pacientes ALPS
y familiares portadores presentaron disminucion de la expresion
de Fas con Ac DX2 y APO 1-3 y de la apoptosis inducida por Fas
(43,2 a 76%) respecto del control. Sin embargo, la expresion de
Fas resulté indistinguible de la del control usando B-10. Conclu-
sién: La correcta investigacion de la expresion de Fas en pacien-
tes con ALPS y portadores sanos de la mutacion C91Y requiere
del uso de clones de CD95 dirigidos contra distintas regiones de
la molécula. La reducida expresion de Fas obtenida con los Ac
DX2 y APO 1-3 y la anormal apoptosis inducida por APO 1-3
podrian resultar de la incapacidad de estos Ac de unirse a Fas
presente en la membrana debido al eventual impacto del defecto
molecular en la regiéon que reconocen estos Ac.

063. (579) SUCEPTIBILIDAD MENDELIANA A ENFERMEDAD
POR MICOBACTERIAS (SMEM): EXPERIENCIA CLINICA
DE CENTRO PEDIATRICO EN ARGENTINA. Nievas E.%;
Bernasconi A.?; Rossi J.%; Casimir L. Yancoski J.%; Cabanillas
D.5; Oleastro M.”

Hospital J P Garrahan* 2 3 4% ¢ 7<eminievas@hotmail.com>

La SMEM se caracteriza por infeccion localizada o disemi-
nada por micobacterias de poca virulencia (BCG, micobacterias
ambientales). Hasta un 50% de los casos asocian salmonelosis.
Defectos en INFGR1, IFNGR2, STAT1, IL12P40, IL12RB1, NEMO
han sido documentados. Presentamos las caracteristicas epide-
mioldgicas, clinicas e inmunoldgicas de 10 pacientes (p) pedia-
tricos con diagnostico de certeza de dicha inmunodeficiencia.
Resultados: De los 10 p (7 varones, 3 mujeres) 6 presentaron
deficiencia de IL-12RB1, 1 con deficiencia parcial de INFyR1, 1
p con deficiencia completa de INFyR1 y 2 con mutacion en NEMO.
Nueve p presentaron BCGitis a una edad media de 0.41 afios (r
0,08- 1). La busqueda de diseminacion se realizé en 9 p, 7 desa-
rrollaron infeccién diseminada por BCG. Infeccién por
micobacterias ambientales fue hallada en 2 p: 1 con M. avium, 1
con M. chelonae, éste ultimo fue el Unico que asoci6é salmone-
losis. Nueve pacientes recibieron antimicobacterianos, 8 de ellos
asociaron INF y subcutaneo. Un paciente en el que el diagnésti-
co microbiélogico y molecular se realiz6 post mortem no recibié
tratamiento alguno. Tres pacientes fallecieron: el p con déficit
completo INFyR1 por infecciéon diseminada por M. Avium con
compromiso de SNC, y los 2 p con defecto en NEMO por infec-
cién diseminada por BCG asociadas a otras infecciones ( PCP,
CMV, Morganella morganii). Conclusiones: La BCGitis representa
la primera manifestacion de la enfermedad con edades de apari-
cién variables. En nuestra casuistica, el déficit de RB1 IL-12 es
el que prevalece. Tal como se refiere en la literatura, los defec-
tos en NEMO vy las deficiencias completas de INFGR1 represen-
tan las formas clinicas mas severas, de menor posibilidad tera-
péutica y peor prondstico.
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064. (479) SOBREVIDAY PRODUCCION DE IL-8 INCRE-MEN-
TADAS EN RESPUESTA A ESTIMULACION DE RECEP-
TORES DE TIPO TOLL (TLR) DE LOS NEUTROFILOS DE
PACIENTES CON ENFERMEDAD GRANULOMATOSA
CRONICA LIGADA AL CROMOSOMA X. Fuxman Bass J.%;
Gabelloni M.% Salamone G.3; Rosenzweig S.% Rumbo M.5;
Geffner J.%; Trevani A.7

IIHEMA - Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires,
Argentina® 2 ° ; Laboratory of Host Defenses, NIAID,
NIH, Bethesda, MD, USA* ; Laboratorio de Investigaciones
en el Sistema Inmune, Facultad de Ciencias Exac-
tas, UNLP, La Plata, Argentina.® ; IHEMA - Academia Na-
cional de Medicina, Buenos Aires, Argentina® 7
<jfuxman'@yahoo.com.ar>

Los fagocitos de pacientes con enfermedad granulomatosa
cronica ligada al cromosoma X (EGC-X) exhiben una incapacidad
de producir intermediarios reactivos del oxigeno, y como conse-
cuencia, presentan una susceptibilidad incrementada a infeccio-
nes bacterianas y fungicas, desarrollando granulomas que impi-
den la funcién de érganos vitales. Teniendo en cuenta la relevan-
cia de los receptores tipo Toll (TLR) en el reconocimiento de bac-
terias y hongos, y en el desarrollo de la respuesta inflamatoria
subsecuente, en este trabajo evaluamos la respuesta de los
neutréfilos de pacientes EGC-X (PMN-ECG-X) a la estimulacion
con agonistas de TLR2, TLR4 y TLR5. Los PMN ECG-X exhibie-
ron una produccion de IL-8 marcadamente superior a la de los
PMN de donantes sanos (PMN-N) en respuesta a estimulacion de
todos los TLR mencionados (p<0,05, n=7). Los agonistas de TLR
mediaron una marcada prevencién de la apoptosis de neutréfilos
luego de 24 hs de cultivo; sin embargo, la sobrevida de los PMN-
ECG-X fue significativamente superior a la de los PMN-N en res-
puesta a la estimulacion de todos los TLR estudiados (p<0,05,
n=7). Estos hallazgos no obedecieron a un incrementado reco-
nocimiento de los agonistas de TLR2 y 4, dado que no observa-
mos diferencias en la expresion de TLR1, TLR2, TLR4 y CD14
entre los PMN-N y los PMN-ECG-X. La incrementada respuesta
a la estimulacion de TLR5 observada en PMN-ECG-X podria ser
consecuencia de la potenciada activacion de las vias
transduccionales de las MAPK p38 y ERK1/2, y de la PI3k/Akt que
observamos en ensayos de western-blot; asi como de una
incrementada activacion de NFkB evidenciada por una mayor y
sostenida degradacion de IkBa en respuesta la estimulaciéon con
flagelina de S.typhimurium. En conjunto, estos Resultados sugie-
ren que la estimulacion de los PMN-ECG-X con agonistas de TLR
podria incrementar su reclutamiento y sobrevida en los focos de
infeccion, contribuyendo a explicar las frecuentes complicaciones
inflamatorias que sufren estos pacientes.

065. (804) HAPLOTIPOS HLA EN DEFICIENCIA SELECTIVA DE
IG A (DSA) Y ENFERMEDAD CELIACA. Bezrodnik L.}
Ginaca A.%, Carabajal P.3; Theiler G.#; Faimboin L.5; Marcos
A

Inmuologia del Hospital de Nifios Ricardo Gutierrez* 2 3;
Inmunogenética Hospital de Clincas* °; Inmuolnmunogé-
netica Hospital de Clincas® <lbezrodnik@intramed.net.ar>

DSA representa la Inmuno Deficiencia Primaria mas frecuente
con una prevalencia entre 1/223 a 1/10000 en las diferentes po-
blaciones. Sus formas de presentacion y manifestaciones clinicas
son muy diversas: infecciones recurrentes, enfermedades intesti-
nales (enfermedad celiaca), manifestaciones alérgicas, enferme-
dades autoinmunes o asintomaticas. Este sindrome es en reali-
dad mas complejo de lo que se sospechaba hace unos afios.
Desde el laboratorio de rutina inmunol6gico no existen parametros
que permitan diferenciar la evoluciéon de un paciente al diagnés-
tico. Objetivo: Establecer asociacion entre haplotipos HLA A, B
o DRy diferentes presentaciones de DSA. Material y métodos: De
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220 pacientes con diagnéstico definitivo de DSA, se selecciona-
ron al azar 55 pacientes. Se realizaron estudios de histocom-
patibilidad por PCR-SSO-quimioluminiscencia de los haplotipos de
HLA A, B y DR. Resultados: No se hallaron haplotipos de Clase
A ni B comunes entre los 55 pacientes. Se encontré en 14/55
pacientes un haplotipo HLA DR 03(17), todos ellos con Enferme-
dad Celiaca (EC). De ellos, 5 compartian también el haplotipo DR
01y 4 el HLA DRO7. Comentario: La enfermad celiaca es la en-
fermedad autoinmune mas frecuente asociada a DSA (21% en
nuestro grupo de pacientes). El hallazgo del haplotipo HLA DR
03(17) en nuestra poblacion permitié agrupar a los DSA con EC.
Este hallazgo debe seguir siendo investigado para poder darle
valor prondstico en el seguimiento de pacientes con DSA.

066. (277) MEMORIA INMUNOLOGICA B EN PACIENTES CON
SINDROME LINFOPROLIFERATIVO ASOCIADO AL
CROMOSOMA X (XLP. Coraglia A.%; Galassi N. Belmonte
L.3; Felippo M.%; Malbran A.5; De Elizalde De Bracco M.®

IIHEMA. Academia Nacional de Medicina® ? 3 *; Hospital
Britanico de Buenos AiresOSPITAL BRITANICO DE BUE-
NOS AIRES?® ; IHEMA.ACADEMIA NACIONAL DE MEDI-
CINAS. <ana.coraglia@gmail.com>

La hipogamaglobulinemia en XLP podria asociarse a fallas en
los linfocitos T (LT) foliculares (TFH) que participan en la genera-
cion de memoria B. Para comprobar la calidad de los linfocitos B
(LB) de memoria remanentes, estudiamos su fenotipo en sangre
periférica en 2 pacientes XLP (#4 y #9) con igual mutacion, dife-
rente edad de infecciéon por EBV (virus Epstein Barr) y distinto
tratamiento, en muestras tomadas durante 36 meses, y en con-
troles normales (N). Las TFH se caracterizaron por citometria de
flujo, comprobando la presencia de CXCR5, CD57 y CD62L en
linfocitos CD4+. Se analiz6 la expresion de CD27 en células
CD19+ y la expresion conjunta de CD27, IgD e IgM, que identifi-
ca LB de memoria que no pasaron por la reaccion de
recombinacion y “class switch” en centros germinales (CG). El
porcentaje de LT CD4+CXCR5+ fue menor en XLP que en N (%
CD4+CXCR5+ X+ES, #9:1.97+0.24; #4: 2.66+0.22; N: 7.45+0.88,
n=15). Lo mismo se observé para linfocitos T CD4 + CD62L +
CXCRS5 +. No hubo diferencias significativas entre XLP y N en los
L TFH CD4+CXCR5+CD57+. En sangre periférica, los valores de
LB CD27+ fueron menores en XLP que en N (cel. x 103/ml, X+ES,
#9: 4682+583; #4: 1280+292; N: 38172+5472). En cuanto a los
LB que coexpresan IgM+,IgD+, fueron mayores en #9 que en #4
y N (cel. x 103/ml, X+ES, #9:17041+1392; #4: 363+152; N:
861+244). En #9 el 85 % de estos eran CD27 negativos (naive).
Luego del cultivo sin estimulo (Ruibal et al, 2001), los valores de
LB CD27+ IgD+IgM+ (memoria B “non switched”) fueron simila-
res en XLP #4 y #9. La falla en la generacion de memoria B en
XLP no se asocia al descenso de TFH CXCR5+ a diferencia de
otras deficiencias B (ICOS y de CD40L) con ausencia de CG. Los
cambios en expresion de IgD+IgM+ en LB circulantes de #9 res-
pecto a #4 y N parecen relacionados al tratamiento y/o magnitud
de la infeccién original con EBV. Durante el cultivo prolongado se
conservan o enriquecen en XLP y en N los LB CD27+, IgM+, IgD+.

067. (810) ISOTIPOS DE INMUNOGLOBULINAS EN SUEROS
Y MATERIAS FECALES DE BOVINOS INFECTADOS CON
MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBER-
CULOSIS. Fernandez B.%; Jolly A.%; Gilardoni L.%; Colavecchia

S.% Fernandez E.°; Mundo S.°

Area de Inmuologia, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad de Buenos Aires® ; Area de Inmunologia, Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos
Aires? 3 4 ; Clinica de Rumiantes, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad de Buenos Aires® ; Area de
Inmunologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universi-
dad de Buenos Aires® <barbarafer*f@yahoo.com.ar>

La Paratuberculosis es una enfermedad intestinal crénica,
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map).
La respuesta inmune humoral especifica se la relaciona con los
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Ultimos estadios de la enfermedad, y ha sido descripta principal-
mente con fines diagndsticos. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar la respuesta inmune humoral local y sistémica de
bovinos infectados. Se identificaron y compararon los niveles de
isotipos de inmunoglobulinas (Ig) presentes en sueros y materias
fecales (MF) de bovinos en distintos estadios de la enfermedad y
sanos. La categorizacion se realizé por: procedencia, signologia,
proteinemia, aislamiento de Map de MF y ELISA-PPA. Se anali-
zaron los sueros y MF de 6 bovinos infectados: 2-Asintomaticos
(IA), 2-Sintomaticos (IS) y 2-Terminales (IT), y 5 bovinos contro-
les (C) por ELISA, obteniendo los niveles de isotipos totales (it) y
especificos a Map (ie). Se detectaron variaciones en los niveles
de it en suero sin observarse diferencias significativas. Mientras
que en MF se notaron mayores niveles de los it IgM e IgG en los
IS (p< 0.05). Los Resultados de ie se expresan en la tabla:

pg/ml IgG1 1gG2 1gG3

Suero MF Suero MF Suero MF
C <0.08 <0.08 3.4+0.7 <0.08  <0.08 9.2+0.8
1A 2.07+0.1 <0.08 10.2+2.8* <0.08  18.5#8.8*  10.3+0.8
IS 679.2+10* 14.8+3*  14.1+0.7*  0.09 17.5+6.7* 18.9+13
IT 1160.3+30* <0.08 10.4+¥3.7* <0.08  19.5+14* <0.08

* p< 0.05

Los Resultados muestran que la infeccién por Map no altera la
produccion de Igs a nivel sistémico. Los mayores niveles de it en
MF de los IS podrian relacionarse con la lesion intestinal. El au-
mento de IgG especifica en IS e IT se deberia principalmente a
IgG1. Ademas, se identifica a la IgG3 en los infectados, predomi-
nando en IA. Dado que los reactivos de diagnéstico identifican
principalmente IgG1 e 1gG2, este hallazgo podria impactar en la
identificacion de animales asintomaticos.

069. (476) EFECTO INMUNOADYUVANTE DE OLIGODEOXI-
NUCLEOTIDOS CON MOTIVOS CPG (CPG-ODN)
VEHICULIZADOS EN SISTEMAS NANOESTRUTURADOS
(COAGELES). Sanchez Vallecillo M.}; Palma S.2; Ullio G.3;
Allemandi D.* Morén G.5 Pistoresi M.®; Maletto B.”

CIBICI (CONICET) Facultad de Ciencias Quimicas UNC* ;
Departamento de Farmacia Facultad de Ciencias Quimi-
cas UNC? 3 4 ; CIBICI (CONICET) Facultad de Ciencias
Quimicas UNC® ¢ 7 <mvallecillo@fcq.unc.edu.ar>

Los CpG-ODN tienen actividad como inmunoadyuvantes, pero
su biodisponibilidad es reducida lo que representa una limitacion
para su uso clinico. CpG-ODN fue vehiculizado en nanoestructuras
(coageles) formadas a partir del 6-O-ascorbil palmitato (Coa-
ASC16) con el objeto de optimizar su biodisponibilidad. Previa-
mente mostramos que esta estrategia potencia la actividad
inmunoadyuvante de CpG-ODN, ya que ratones inmunizados con
OVA/CpG-ODN/coagel desarrollaron mayores titulos de
anticuerpos (IgG, 1gG1 e 1gG2a) especificos e INF-y que aque-
llos tratados con OVA/CpG-ODN. En este trabajo evaluamos si
esta potenciacion de la respuesta inmune se mantiene en el tiem-
po y si Coa-ASC16 tiene actividad inflamatoria “per se”. Para ello,
se inmunizaron ratones por via s.c. en los dias 0, 7 y 15 con OVA
(60ug/animal/dosis) mas CpG-ODN (75ug/animal/dosis) u OVA
méas CpG-ODN/coagel y en los dias 30 y 44 pos 3ra. inmuniza-
cion se evaluaron los niveles séricos de anticuerpos especificos.
En los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN el titulo de IgG
(log10) fue de 3,0+0,2 en el dia 30 y 4,50+0,03 en el dia 44, en
los inmunizados con OVA/CpG-ODN/coagel fue de 4,7+0,2 en el
dia 30 y 5,3+0,1 en el dia 44 (p<0,05). Otros animales se inyec-
taron i.p. con coagel o solucion al 5%de dextrosa (grupo control)
y 10hs mas tarde se obtuvo lavado peritoneal y suero. En el peri-
toneo de los animales inyectados con coagel hubo un reclutamien-
to de neutréfilos (Ly6Ghigh, CD11bhigh, F4/80-) (49,8+15,5 vs
1,440,2, p< 0,001) y de células CD11bint, F4/80- (20,7+5,5 vs ND)
y en suero un aumento de IL-6 (13670 + 2000 vs ND). Estos mis-
mos experimentos se realizaron en animales TLR4-/- observan-
dose Resultados similares. En conclusiéon observamos que la car-
ga de CpG-ODN en Coa-ASC16: a) potencia una respuesta in-
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mune especifica a largo tiempo y b) provoca un estado inflama-
torio “per se”. Esto Ultimo podria ser uno de los mecanismos por
el cual opera Coa-ASC16 como potenciador de la respuesta de
CpG-ODN.

070. (539) INNATE IMMUNITY STIMULATION BY BACULO-VI-
RUS CONFERS COMPLETE PROTECTION AGAINST
FOOT AND MOUTH DISEASE VIRUS IN MICE. Molinari P.%;
Garcia Nufiez S.?; Gravisaco M.3; Carrillo E.% Berinstein A.5;
Taboga O.°

Instituto de Biotecnologia, INTA* 23456
<pmolinari@cnia.inta.gov.ar>

Foot and mouth disease (FMD) is one of the most contagious
and economically devastating diseases of cloven-hooved animals.
The mouse model has been successfully used to study FMD vi-
rus (FMDV) infection. Particularly, C57BL/6 mice injected with
FMDV die within 48 hours. The virus spreads to almost all organs,
causing systemic infection. In this model, protection against FMDV
by innate immune response stimulation has been previously
demonstrated. Baculoviruses infect different mammalian cells but
cannot replicate. Baculoviruses strongly activate innate immune
responses within few hours post injection by inducing inflammatory
cytokines and IFN type | expression..We have evaluated the ability
of baculovirus to protect mice against FMDV infection. We
inoculated wild type baculoviruses (5x107PFU) to C57BL/6 adult
female mice by intravenous injection. At different times post
injection, mice were challenged intraperitoneally with a lethal dose
of FMDV A/Arg/2001 (8.5x103PFU). Injection of mice with
baculovirus 3 hours or 3 days prior challenge resulted in complete
abrogation of mortality, complete or partial suppression of viraemia
and no seroconversion, although systemic spread of FMDV was
detected 24 hours post challenge. Our results show that baculovirus
injection up to three days before FMDV challenge confers an
antiviral status that fully protects mice against the virus.

071. (93) RESPUESTA INMUNE INDUCIDA POR EL SISTEMA
BACMAM, EXPRESANDO LA NUCLEOPROTEINA DEL
VIRUS DE INFLUENZA A EN RATON : MODELO DE
DELIVERY DE VACUNA. Sanchez M.}, Cargnelutti D.?;
Alvarez P.%; Mattion N.%; Scodeller E.*

IMBECU-CCT-MENDOZA! 2 ; Centro de Virologia Animal-
Centro Cesar Milstein, Buenos Aires.® ; Centro de Virologia
Animal-Centro Cesar Milstein, Buenos Aires,* ; IMBECU-
CCT-MENDOZA® <vicky_sanchez_@hotmail.com>

Introduccion: La gripe o influenza es una enfermedad respira-
toria aguda con un elevado impacto sobre la salud publica mun-
dial. Su agente causal es el virus de la Influenza y la vacunacion
es la mejor manera para controlar esta patologia. El uso de la
nucleoproteina (NP) de Influenza A como inmundgeno se debe a
que es una proteina altamente conservada y no muestra la varia-
cion antigénica que se producen en las glicoproteinas de la super-
ficie del virus, hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA). EI modo
no replicativo de baculovirus mediando la expresion de un transgen
dentro de células de mamiferos, puede ser usado como estrategia
de delivery de antigenos vacunales en contra de numerosas en-
fermedades. El objetivo del presente trabajo es describir la produc-
cion y el uso de BacMan-NP como delivery vacunal, expresando
la NP del virus de influenza, bajo el control del promotor temprano
de citomegalovirus. Metodologia: Ratones BALB/C fueron vacuna-
dos con un régimen de prime/boost homologo de 8x108 PFU de
baculovirus recombinante. Al final del protocolo de inmunizacién los
sueros fueron recolectados, y los anticuerpos especificos contra NP
fueron titulados por ELISA. Resultados: Los ratones inmunizados
mostraron una significativa respuesta inmune humoral con titulos
de 1gG entre 800 y 1600. Conclusion: Este trabajo demuestra que
el vector BacMam-NP expresa eficiente-mente la NP "in vivo” e
induce una respuesta inmune contra el virus de Influenza. Esta es
la primera evidencia que demuestra que el modo no replicativo de
este vector puede actuar como delivery de la NP como antigeno
vacunal contra el virus de la influenza.
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072. (313) EXPRESION EN LACTOCOCCUS LACTIS DE UN
ANTIGENO NO TOXICO DERIVADO DE TOXINA SHIGA 2
(STX?). Mejias M.%; Bentancor L.2; Hollmann A.%; Panek C.%; Ra-

mos M.5; Fernandez Brando R.5; Ghiringhelli P.”; Palermo M.2

Laboratorio de Inmunologia. Instituto de Investigaciones
Hematoldgicas. Academia Nacional de Medicina; Instituto
de Leucemia Experimental. Academia Nacional de Medi-
cina.?; Laboratorio de Inmunologia. Instituto de Investiga-
ciones Hematologicas. Academia Nacional de Medicina.?;
LMM, Universidad Nacional de Quilmes® ; Laboratorio de
Inmunologia. Instituto de Investigaciones Hematologicas.
Academia Nacional de Medicina; Instituto de Leucemia
Experimental. Academia Nacional de Medicina.*; Labora-
torio de Inmunologia. Instituto de Investigaciones
Hematologicas. Academia Nacional de Medicina.°;, Labo-
ratorio de Inmunologia. Instituto de Investigaciones
Hematologicas. Academia Nacional de Medicina; Instituto
de Leucemia Experimental. Academia Nacional de Medi-
cina.; LIGBCM, Universidad Nacional de Quilmes’ ; Labo-
ratorio de Inmunologia. Instituto de Investigaciones
Hematologicas. Academia Nacional de Medicina; Instituto
de Leucemia Experimental. Academia Nacional de Medi-
cina.? <mpilarmejias@hotmail.com>

La infeccién con Escherichia coli productor de Stx2 causa co-
litis hemorragica y puede complicarse en la forma de Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH), el cual es un desorden multisistémico
caracterizado por presentar anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia, e insuficiencia renal aguda. En Argentina, El SUH
es endémico y presenta la mayor incidencia del mundo. Las va-
cunas experimentales ensayadas contra el SUH no fueron efecti-
vas debido, en parte, a que la subunidad B tiene bajo potencial
inmunoprofilactico y la subunidad A es téxica. L. lactis es una
bacteria del acido lactico (BAL) no patogénica, no invasiva y no
colonizadora que posee status GRAS (Generally Recognized As
Safe). Este microorganismo es considerado el modelo de BAL y
un excelente candidato para el desarrollo de vacunas vivas para
inducir inmunidad en mucosas. En este trabajo se clon6 la
subunidad B de Stx2 (Stx2b, principal factor patogénico asocia-
do a SUH) en un vector para la expresion citoplasmatica inducible
por xilosa (pXYCYT-stx2b). Luego, se transformé este vector en
la cepa L. lactis NCDO2118 y los cultivos se indujeron a DO600
= 0.2 y se incubaron 20 hs sin agitaciéon. Se inocularon por via
intragastrica ratones BALB/c adultos con 109 UFC utilizando dos
protocolos de inmunizacion alternativos (0, 1, 2, 28, 29, 30, 35 dias
y 0, 7, 14, 21, 56, 57, 58 dias). Se recolecté suero y materia fe-
cal a distintos tiempos para determinar el titulo de anticuerpos
especificos. Sin embargo, en suero no se obtuvieron diferencias
significativas entre la respuesta generada con L. lactis conteniendo
pXYCYT-stx2b y la cepa control. Por esta razén, se analiz6 la ex-
presion de Stx2b a distintos tiempos post induccién mediante dot
blot, observandose una disminucion significativa en la expresion
luego de las 7 hs de cultivo. Estos Resultados indican que pro-
bablemente luego de 20 hs de induccién stx2b se esté expresan-
do en cantidades insuficientes para generar una respuesta inmu-
ne eficiente.

073. (395) FORMACION DE ESTRUCTURAS PSEUDOLINFOI-
DES ASOCIADAS A LA ADMINISTRACION DE CELULAS

DENDRITICAS COMO VACUNA ANTITUMORAL.
Gazzaniga S.*; Mackeon S.%; Bravo A.%; Mallerman J.%;
Mordoh J.%; Wainstok R.°

Laboratorio de Biologia Tumoral QB-63 Dpto Quimica Bio-
Iégica Facultad de Cs Exactas y Naturales UBA! ; Labora-
torio de Biologia Tumoral QB-% Dpto Quimica Biolégica
Facultad de Cs Exactas y Naturales UBA,; Laboratorio de
Cancerologia, Fundacién Instituto Leloir?; Laboratorio de
Patologia Molecular, Htal. Eva Perdn®; Laboratorio de Bio-
logia Tumoral QB-% Dpto Quimica Biolégica Facultad de
Cs Exactas y Naturales UBA* ; Laboratorio de Cancerolo-
gia, Fundacién Instituto Leloir® ; Laboratorio de Biologia
Tumoral QB-% Dpto Quimica Bioldgica Facultad de Cs
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Exactas y Naturales UBA; Laboratorio de Cancerologia,
Fundacion Instituto Leloirr <sgazza@qb.fcen.uba.ar>

Previamente demostramos que al inyectar subcutaneamente
4 dosis de una vacuna (vac) de células dendriticas (CDs)
cocultivadas con células de melanoma murino B16F1 apoptéticas/
necréticas se logra una protecciéon de ~ 70% frente al desafio
tumoral con células B16F1 viables. Con el fin de avanzar en el
estudio del mecanismo de proteccion, quisimos averiguar si en el
sitio de administracién (s.ad.) de la vacuna se genera un
microambiente de estimulacién local. Para ello, se extirparon los
s.ad. (piel + celular subcutaneo) (n=10) para su evaluacion
histol6égica. Veinticuatro horas después de la 4" dosis de vac se
encontraron las CDs con cuerpos apoptdticos en su citoplasma
rodeadas de un acumulo de leucocitos polimorfonucleares,
linfocitos y macroéfagos. A las 120 hs post 4° vac. se observaron
estructuras bien organizadas de leucocitos, rodeados o atravesa-
dos por tabiques semejantes a los de un ganglio linfatico con
imagenes vasculares inmunoreactivas para PN adresina, molécula
de adhesién presente en las HEV (high endothelial venules). Una
vez finalizado el esquema de vacunacion, los s.ad. se disgrega-
ron enzimaticamente y se analizaron las poblaciones linfocitarias
presentes por citometria de flujo, observandose un reclutamiento
significativo de linfocitos T CD4+ (p<0,03), T CD8+ (p<0,02) y B
(p<0,01) respecto de piel de ratones no vacunados. No se hallé
formacién de estas estructuras ni la presencia de células adresina
positivas luego de 1 o 2 dosis de vac. La vacunacién con CD so-
las, Apo solas o la mezcla de ambas, no genera proteccion signi-
ficativa (p=0,01) coincidiendo con la ausencia de formacion de
estructuras pseudolinfoides organizadas. Por lo tanto, las eviden-
cias sugieren que la inflamacién crénica producto de la vacuna-
cion local reiterada induciria la formacion de estructuras linfoides
terciarias con presencia de células PNadresina positivas, células
T y B que podrian contribuir a la proteccién. S.G. y S.M. contri-
buyeron equitativamente en el trabajo

074. (98) RELACION ENTRE EL EFECTO INMUNOADYUVANTE
Y LA TOXICIDAD DE LAS CARGAS POSITIVAS EN
LIPOSOMAS POLIMERIZABLES. GasparriJ.}; Speroni L.%;

Chiaramoni N.3; Alonso S.*

Laboratorio de Biomembranas Departamento de Ciencia y
Tecnologia Universidad Nacional de Quilmest 2 3 4,
<jgasparri@ung.edu.ar>

En la actualidad los compuestos de aluminio, descubiertos
hace mas de 70 afios, son el unico inmunoadyuvante aprobados
por la FDA (Food and Drug Administration, USA). Por lo tanto,
existe una gran necesidad de desarrollar inmunoadyuvantes ade-
cuados para los ensayos clinicos de nuevas vacunas. En este tra-
bajo se estudio la respuesta inflamatoria y el efecto bioldgico de
la polimerizacion y la adicion de un lipido catiénico (DOTAP) en
una formulacién liposomal, en vista de la potencial aplicacién de
los liposomas como inmunoadyuvantes. Las formulaciones ensa-
yadas fueron DC8,9PC:DMPC polimerizados (P0) y no polimeri-
zados (NPO0), y DC8,9PC:DMPC:DOTAP polimerizados (P+) y no
polimerizados (NP+). Los liposomas NP+ redujeron significati-
vamente el metabolismo en las células Vero luego de 24 hs de
incubacién. Cuando la incubacién se realiz6 por 48 hs, ambos
liposomas catiénicos, P+ y NP+ disminuyeron la viabilidad de las
células. Resultados similares se obtuvieron con las células
murinas de la cavidad peritoneal. Paradéjicamente, los liposomas
que presentaron efectos citostaticos y citotéxicos in vitro, estimu-
laron el metabolismo y tuvieron un efecto mitogénico in vivo. Fi-
nalmente, el efecto adyuvante fue probado a través de la inocu-
lacién en ratones Balb/c, con liposomas asociados a B-lactamasa,
una proteina no inmunogénica. La respuesta de anticuerpos mas
importante se obtuvo con los liposomas NP+. En coherencia con
este resultado se observé que los liposomas NP+ inyectados en
la dermis generan una respuesta inflamatoria notable, la cual pre-
senta caracteristicas histopatolégicas de un granuloma de inocu-
lacion. En conclusion, las cargas positivas jugarian un rol muy
importante en el efecto adyuvante, al conferirle a los liposomas
capacidad citotoxica.
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075. (591) DESARROLLO DE VACUNAS EXPERIMENTALES
CONTRA FIEBRE AFTOSA: EFECTO DE DOS ADYU-
VANTES Y ROL DE LOS MACROFAGOS EN LA RESPUES-
TAPROTECTORA TEMPRANA. Quattrocchi V., Langellotti
C.2; Pappalardo J.3; Olivera V.4 Di Giacomo S.5; Van Rooijen

N.5; Mongini C.”; Waldner C.%; Zamorano P.°

INTA! ; CONICET? ; CONICET; INTA? ; INTA* 5 ;| Free
University Medical Center® ; CONICET” & ; INTA; CONICET®
<vquattrocchi@cnia.inta.gov.ar>

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad aguda causada por
el virus de la Fiebre Aftosa (VFA). Durante un brote el ganado
infectado debe ser eliminado y el que rodea al foco debe ser va-
cunado con una vacuna capaz de conferir inmunidad protectiva a
corto plazo. El conocimiento de la respuesta inmune contra VFA
en los hospedadores naturales es limitado, debido a las compli-
caciones practicas y economicas de trabajar con animales gran-
des. El modelo de ratén ha sido muy utilizado para el estudio de
esta enfermedad y a pesar de las diferencias en cuanto a infec-
cion y patogenia se han encontrado numerosos paralelismos
entre este modelo y los hospedadores naturales.El objetivo del
trabajo fue estudiar la proteccion temprana y la respuesta inmu-
ne inducida por vacunas inactivadas e inmunomoduladas en un
modelo murino.Los animales vacunados fueron desfiados, se
dosaron anticuerpos por ELISA y seroneutralizacion, se midieron
poblaciones por citometria de flujo, se depletaron células NK y
macréfagos con reactivos comerciales y se midié la fagocitosis del
VFAI opsonizado por citometria de flujo.La formulacién del VFA
inactivo (VFAI) con los adyuvantes IMS802 (vacuna 802-VFAI) o
ISA206 (vacuna 206-VFAI), increment6 la proteccién frente al
desafio viral y los niveles de anticuerpos totales contra VFA, no
asi los neutralizantes, respecto del grupo VFAI. La deplecién de
los macrofagos disminuyé los porcentajes de proteccion indican-
do que esta poblaciéon cumple un rol fundamental en la respues-
ta inmune inducida por estas vacunas. La opsonofagocitosis del
virus se vi6 significativamente incrementada en los animales va-
cunados con 802-VFAi o 206-VFAI respecto de VFAIi.Estos Re-
sultados demuestran la capacidad de los adyuvantes estudiados
de aumentar la respuesta protectora especifica y a corto plazo de
la vacuna inactivada y sefiala el rol preponderante que juegan la
opsonizacioén y la fagocitosis mediada por anticuerpos en la res-
puesta inmune temprana contra este virus en el modelo murino.
076. (666) DETERMINACION DE NIVELES DE EXPRESION DE
GENES PROINFLAMATORIOS EN MUCOSA INTESTINAL
COMO PREDICTORES DE RECHAZO EN TRANSPLANTE
INTESTINAL. Cagnola H.}; Meier D.%, Zambernadi A.%; Rum-
bo C.% Docena G.5; Chirdo F.%; Gondolesi G.”; Rumbo M.

Laboratorio de Investigaciones del Sistema Inmune (LISIN).
Facultad de Cs. Exactas UNLP! 2 ; Unidad de Rehabilita-
cion, Nutricién y Transplante Intestinal, Fundacion
Favaloro® * ; Laboratorio de Investigaciones del Sistema
Inmune (LISIN). Facultad de Cs. Exactas UNLP® ¢ ; Unidad
de Rehabilitacion, Nutricion y Transplante Intestinal, Fun-
dacion Favaloro’; Laboratorio de Investigaciones del Sis-
tema Inmune (LISIN). Facultad de Cs. Exactas UNLP®
<cghernan@biol.unlp.edu.ar>

El transplante de intestino (ITx) es indicado en pacientes con
insuficiencia intestinal irreversible y complicaciones de la alimen-
tacion parenteral total. El rechazo es la primera causa de pérdi-
da del injerto. El seguimiento postransplante se realiza mediante
endoscopia y biopsia para evaluar cambios histolégicos patolégi-
cos. El objetivo del presente trabajo fue determinar niveles de
expresion de genes en mucosa del injerto durante el seguimien-
to post ITx a fin de caracterizar los procesos inmunes involucrados
en el rechazo agudo e identificar genes que permitan predecir
eventos de rechazo. Se determinaron los niveles de induccion de
IFN-y, CXCL10, CXCL11, CXCR3 y CCL20 mediante RT-qPCR a
partir de biopsias durante los primeros 3 meses postransplante.
Se analizaron 20 muestras provenientes de 5 pacientes
pediatricos transplantados. Durante el seguimiento realizado se
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presentaron tres eventos de rechazo, en grado variable de leve a
severo. En el caso de rechazo severo analizado se observo un
incremento en la induccién de IFN-g (incremento relativo respec-
to a las muestras normales IR: 8 + 2 veces), CXCL11 (IR 6 + 1),
CXCL10 (IR 36 + 34) y CCL20 (IR 21 + 2). Los niveles de induc-
cién observados correlacionan con la severidad de las alteracio-
nes histolégicas y el grado de rechazo, siendo muy bajas las di-
ferencias entre los casos de rechazo leve y los normales. La ex-
presién de CXCR3 no se ve incrementada. Entre los marcadores
analizados, cambios en la expresion de CXCL11 podrian antici-
parse al diagnéstico histoloégico de rechazo, dado que muestras
previas a eventos de rechazo severo mostraron un incremento en
este marcador (10 + 1). Si bien se debe abarcar un mayor nime-
ro de situaciones clinicas para lograr una mejor comprension de
los procesos involucrados, estos Resultados indican que la de-
terminacién de niveles de expresidon de un panel de genes en
mucosa intestinal del injerto permite observar diferencias
atribuibles al rechazo.

077. (776) ACTIVIDAD INMUNOSUPRESORA DEL SLPI EN
MODELOS IN VIVO. Guerrieri D.}; Romeo H.?; Incardona

C.3; Chuluyan H.*

3° Catedra de Farmacologia Facultad de Medicina UBA? ;
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA?
; Laboratorios Gador S.A. Buenos Aires, Argentina® ; 3°
Catedra de Farmacologia Facultad de Medicina UBA*
<guerrieri_diego@hotmail.com>

El inhibidor secretorio de proteasas leucocitario (SLPI) dismi-
nuye la proliferacion linfocitaria y los niveles de IFNy, aumentan-
do los niveles de IL-10 e IL-4. El objetivo de este trabajo fue ana-
lizar la relevancia in vivo de estos hallazgos en un modelo de
transplante de piel murino y en modelos de hipersensibilidad re-
tardada (HSR). Para el modelo de transplante se utilizaron como
receptores ratones BALB/c (H-2Kd) y el injerto de piel provino de
orejas de ratones C57BL/6 (B6) (H-2Kb). Los animales recepto-
res recibieron el tratamiento tres dias previos al implante como
condicionamiento, y diariamente a lo largo del experimento. Se
consider6 rechazo total cuando se perdio el 80% del implante. En
los ensayos de HSR se evalué la actividad del SLPI en dos mo-
delos: i) células alogénicas (C57BL/6) para sensibilizar a ratones
(BALBY/c), y ii) 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB). Transplante de
piel: al 8vo dia se observé un rechazo del injerto del 60% para el
grupo control, 20% para el grupo SLPI (s.c. 10 pg) y 0% para los
animales que recibieron tacrolimus (i.p. 40 pg). Al 9no dia, se ob-
servo un rechazo del 82% para el grupo control, 79% para el grupo
SLPI, 20% para tacrolimus y 25% para tacrolimus+SLPI. Al dia
11 el 90 % de los animales que recibieron tacrolimus rechazaron
el injerto vs el 50% de los animales que recibieron
tacrolimus+SLPI. En este ultimo grupo, el 100% de rechazos se
alcanz¢ al dia 13. Ensayo de HSR: la administracion de células
alogénicas o DNCB provoc6 un edema localizado en la oreja en
los animales del grupo control. Sin embargo, el edema no se ob-
servé cuando los animales fueron tratados con SLPI desde 3 dias
previo a la etapa de sensibilizaciéon con el antigeno (p<0.05 da-
tos apareados). Conclusion: El SLPI induce una mayor sobrevida
de los implantes de piel alogénicos y disminuye la respuesta
inflamatoria en dos modelos de HSR. Estos Resultados sugieren
que el SLPI tiene actividad inmunosupresora y podria ser una
nueva herramienta terapéutica.

078. (42) EFECTO DE XENOTRANSPLANTE DE ISLOTES DE
LANGERHANS ENCAPSULADOS COMO TRATAMIENTO

PARA LA DIABETES EN RATAS CON SUMINISTRO MiNI-

MO DE INSULINA. Shalom F.%; Siciliano E.?; Potilinski M.3;
Corti T.4; Abalovich A.5; Amorena C.®

CESyMA - UnSaM* 2345 ¢ <fabianshalom@gmail.com>

La diabetes mellitus es una patologia cronica caracterizada por
la desregulacion de la concentracion de la glucosa en sangre. En
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el laboratorio se estan aislando y encapsulando islotes de
Langerhans de cerdo para el tratamiento de la diabetes tipo 1 con
xenotransplantes. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efec-
to del xenotransplante de islotes de Langerhans en la evolucién
de los parametros metabdlicos que caracterizan enfermedad en
5 ratas diabéticas y 5 diabéticas transplantadas. La diabetes fue
inducida mediante inyeccion de streptozotocina. Las ratas fueron
transplantadas a razén de 10.000 islotes por kg. de peso. Se eva-
luaron glucemia, acetonemia, y proporciéon de hemoglobina
glicosilada durante 30 dias sin regulacion exdgena de glucosa.
Veinticuatro horas después de la induccién diabética todas las
ratas presentaron hiperglucemias con valores mayores a 300mg/
ml. La glucemia present6 valores altos en ambos grupos aunque
dos de los cinco animales transplantados presentaron valores
normales de 80mg/dl. Los animales diabéticos presentaron valo-
res mayores a 500mg/dl en un 80% de las mediciones mientras
que los transplantados en un 32%. Considerando los valores
menores a 500mg/dl, los animales transplantados tuvieron menor
glucemia que los diabéticos, 400+11mg/dl vs. 449+ 7mg/dl

(p<0,05). La hemoglobina glicosilada aument6 llegando a los 21
dias del transplante a 7,7%+0,1 y 6,9%+0,3, diabéticos vs.
transplantados (p<0,05). La acetonemia fue normal durante los
primeros dias post transplante con valores de 1,2+0,3mM para
los diabéticos y 0,6+0,1mM para los transplantados (p<0.05).
Estos Resultados demuestran que si bien en estas condiciones
no se pudo revertir la diabetes, el xenotransplante mejoré el per-
fil de la enfermedad.

079. (746 ) ATENUACION DE LA ENCEFALOMIELITIS
AUTOINMUNE EXPERIMENTAL (EAE) POR ADMINISTRA-
CION ORAL DE UNA PROTEINA DE FUSION ENTRE EL
PEPTIDO DE SINAPSINA ABC Y LA SUBUNIDAD B DE
LA TOXINA LABIL AL CALOR DE ESCHERICHIA COLI.

Bibolini M.; Scerbo M.?; Roth G.%; Monferran C.#

Centro de Investigaciéon en Quimica Bioldgica de Cdrdo-
ba. CIQUIBIC. CONICET. Facultad de Ciencias Quimicas.
Universidad Nacional de Cdrdoba. Cordoba. Argentina* 2 3 4
<mbibolini@fcg.unc.edu.ar>

La EAE es una enfermedad inflamatoria demielinizante del
sistema nervioso central que requiere la activacion de células T
autoreactivas principalmente contra la proteina basica de mielina
(PBM). En el presente trabajo describimos el efecto de una pro-
tefna de fusién entre la subunidad B de la toxina labil al calor de
E. coli (LTB) y los dominios ABC de sinapsina la de rata (LTBABC)
en la EAE. Las proteinas LTBABC y LTB recombinantes obteni-
das en E. coli fueron purificadas y renaturalizadas observandose
que la afinidad de LTBABC por su receptor GM1 en células HT29
fue 5-10 veces menor que la de LTB. Teniendo en cuenta esta
relacion se administraron oralmente 6 dosis de 100 pg de
LTBABC, 2 ug de LTB o diluyente a ratas Wistar luego de la in-
duccion activa de la enfermedad con mielina bovina en adyuvante
de Freund completo. A los 9 dias pos induccién (dpi) se realizé
la reaccién de DTH contra la PBM y a los a los 11-14 dpi se ex-
trajeron células mononucleares (CMN) de ganglios popliteos,
nédulos linfaticos mesentéricos y bazo para ensayos de prolife-
racion contra PBM y determinacion de citoquinas (INF-y e 1L10)
en los sobrenadantes de cultivo. El tratamiento con LTBABC dis-
minuyo el grado de severidad de la enfermedad a los 12 y 13 dpi,
la DTH y la proliferacién de CMN especificas contra PBM con
respecto al grupo control y al tratado con LTB. Ademas, los ani-
males tratados con LTBABC mostraron menores niveles de INF-y
e incrementos de IL10 en los tres 6rganos respecto del grupo
control y el tratado con LTB. Estos Resultados indican que la ad-
ministracion oral de LTBABC luego de la induccion de la EAE
reduce los sintomas clinicos de la EAE a los 12 y 13 dpi a través
de la generacion de tolerancia periférica. Los Resultados presen-
tados sugieren que péptidos de sinapsina conjugados a la
subunidad B de la toxina labil al calor de E. coli tienen un rol
protectivo con potencial terapéutico para el tratamiento de la EAE
como de la multiple esclerosis.
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080. (597) CELULAS DENDRITICAS MURINAS CULTIVADAS
CON ANTIGENOS DE FASCIOLA HEPATICA Y CPG IN-
DUCEN UN PERFIL REGULATORIO CAPAZ DE
DISMINUIR LA INFLAMACION EN UN MODELO DE AR-

TRITIS REUMATOIDEA. Carranza F.%; Falcon C.% Cervi L.2

Facultad de Ciencias Quimicas - Dpto Bioquimica Clinica
(CIBICI-CONICET) Universidad Nacional de Cordoba® 2 3
<fcarranza@fcqg.unc.edu.ar>

Es conocido que células dendriticas murinas (CD) inmaduras
o semimaduras pueden inducir tolerancia. Esta propiedad permi-
ti6 su uso como una herramienta terapéutica para inhibir respues-
tas inflamatorias como las que ocurren en enfermedades
autoinmunes. Resultados previos muestran que, un extracto total
de Fasciola hepatica (TE) disminuye la produccién de citoquinas
inflamatorias de CD estimuladas con ligandos para TLR. En el
modelo murino, artritis inducida por colageno (AIC), se ha demos-
trado que CpG, ligando para TLR9, es clave en la determinacién
de la severidad de la inflamacion en esta enfermedad. El objeti-
vo de este trabajo fue estudiar la capacidad de CD estimuladas
con TE, en presencia o ausencia de CpG, para inducir un perfil
regulatorio y modular los sintomas clinicos en el modelo de AIC.
Las CD de médula ésea de ratones DBA/1J cultivadas con TE
junto con CpG, mostraron una produccién incrementada de
citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-f, p< 0.05), un fenotipo
de activacion intermedio y niveles bajos de citoquinas
proinflamatorias (IL-6, IL-12, IL-23, p<0.05), con respecto a las CD
cultivadas con CpG. El modelo de AIC se desarrollé mediante
inyecciones s.c. de colageno bovino tipo Il (Cll) en AFC (dia Oy
21) en ratones DBA/1J. Doce dias posteriores a la primera inmu-
nizacion, CD cultivadas con medio control, TE, CpG y CpG/TE en
presencia de CII se inocularon i.p. Durante 23 dias se analizé
macréscopicamente la progresion de la inflamacion en las extre-
midades. Los ratones que recibieron CD tratadas con CpG/TE pre-
sentaron un menor indice artritico (p<0,05, en los dias 14, 17, 20y
23 ), una menor incidencia y severidad (p<0,05) en las articulacio-
nes con respecto a los animales no inmunizados con CD. Nues-
tros Resultados sugieren que el tratamiento de CD con TE/CpG
genera en las CD un perfil regulatorio, capaz de modular negati-
vamente los sintomas clinicos de AIC, probablemente mediado por
los altos niveles de IL-10 y TGF-B, secretado por esta células.
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081. (103) EFECTO INHIBITORIO DE PUFAS Y MELATONINA
DIETARIA. SOBRE EL DESARROLLO DE UN
ADENOCARCINOMA DE MAMA MURINO. Garcia C.%

Lamarque A.?; Berra M.3; Silva R.% Pasqualini M.°

12 Catedra de Biologia Celular, Histologia y Embriologia,
Instituto de Biologia Cellular, Facultad de Ciencias Médi-
cas, UNC; Cétedra de Quimica Organica, Facultad de Cien-
cias Exactas Fisicas y Naturales, UNC.}; Catedra de Qui-
mica Organica, Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y
Naturales, UNC.?, |12 Catedra de Biologia Celular, Histologia
y Embriologia, Instituto de Biologia Cellular, Facultad de
Ciencias Médicas, UNC? * ° <caroafs@hotmail.com>

Introduccién: Los factores dietarios como los &cidos grasos poli
insaturados (PUFASs) y antioxidantes como la melatonina afectan
la oncogénesis pero sus mecanismos aun no han sido completa-
mente dilucidados. OBJETIVOS: Evaluar el efecto sinérgico de la
melatonina y PUFAs w-6 y w-3, aportados por una dieta suple-
mentada con harina y aceite de nuez, y de algunos eicosanoides
derivados a través de las vias de las lipoxigenasas (LOX) y
ciclooxigenasa (LOX), sobre el desarrollo de un adenocarcinoma
de mama murino (M3). Materiales y Métodos: Ratones Balb/c fue-
ron distrubuidos en tres grupos alimentados con una dieta base
enriquecida: Grupo control: (GrC) 6% de aceite de maiz; Grupo
Melatonina Farmacolégica (MF): igual que GrC mas melatonina
en el agua (3mg/l) y Grupo Nuez (GN): 6% de aceite de Nuez y
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8% de harina de nuez. Se analizé el perfil lipidico de membranas
de 108células neoplasicas (CN) por GC. Los eicosanoides de 108
CN via COX (12-HHT) y via LOX (12-HETE, 15-HETE y 13-HODE)
por HPLC. La apoptosis y necrosis de las CN se evaluaron por
citometria de flujo (CF) con Anexina V-FITC y propidio iodado,
respectivamente. La infiltracion leucocitaria (IL) se analiz6 em-
pleando anti-CD3-FITC a través de CF. Los Resultados se anali-
zaron con ANOVA y por un MLG. RESULTADOS: Las membra-
nas de CN de los grupos MF y GN presentaron menores % de
acido linoleico y mayores % respecto al GrC. El 12- HHT y el 13-
HODE fueron significativamente menores en los grupos MF (7.16;
0.51 ng) y GN (21.49; 0.86 ng) que el GrC (61.34; 13.7ng)
p<0.001. La apoptosis fue mayor en MF (42.88%) y GN (47.85%)
que en GrC (34.31%). La IL fue mayor en MF (68.56 %) y GN
(61.25%) que en GrC (41.47%). CONCLUSION: La melatonina
dietaria ejercio un efecto inhibitorio y del desarrollo tumoral a tra-
vés de la modulacion de los PUFAs y eicosanoides derivados.
082. (121) FRACCIONAMIENTO DE LUZ EN TERAPIA
FOTODINAMICA A PARTIR DE ALA IN VIVO E IN VITRO .
Rodriguez L.%; Di Venosa G.% Bruijin H.%; Mamone L.%
Robinson D.%; Batlle A.%; Casas A.”

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias* 2 ® ;
Center for Optical Diagnostics and Therapy, Department of
Radiation Oncology, Erasmus MC, Rotterdam, The
Netherlands* ® ; Centro de Investigaciones sobre Porfirinas
y Porfirias® 7. <lorenagabrielarodriguez@yahoo.com.ar>

La Terapia fotodindmica (TFD) empleando &cido 5-amino-

levilico (ALA) como precursor del fotosensibilizante Protoporfirina
IX ha sido empleada desde el principio de la década del 90 en el
tratamiento de varios tipos tumorales, especialmente superficiales.
Algunos estudios indican que si la luz activadora del proceso
fotosensibilizante se administra en dosis fraccionadas, se aumen-
taria la eficiencia de la terapia debido a que el intervalo entre do-
sis luminicas permitiria la reoxigenacién del tumor, y consecuente-
mente mayor generacion de especies reactivas de oxigeno. Como
modelo in vivo se empled rabdomiosarcoma de rata con ilumina-
cién transdérmica. Un grupo de ratas recibié una Unica dosis de
luz de 200 J/cm2 luego de 2,5 hs de la administracion i.p. de ALA,
y un segundo grupo recibié dos dosis de 100 J/cm? divididas en 1
h y 2,5 hs post inyeccion de ALA. Este Gltimo esquema de luz
demoré significativamente el tiempo de duplicacion tumoral (18,9
+ 2,9 dias) respecto al grupo que recibié una Unica dosis luminica
(8,6 £ 0,8 dias). También se observé un aumento en la concentra-
cion de Protoporfirina IX luego de la iluminacion, en tumor, tejido
normal, arteriolas y vénulas, debido a una re-sintesis de dicho
fotosensibilizante. Para su cuantificacion se emplearon camaras de
observacion inyectadas subcutaneamente, y el seguimiento de la
concentracion de Protoporfirina IX se realizé mediante la emision
de fluorescencia, que fue registrada en una camara CCD. Sin em-
bargo, in vitro el esquema de luz fraccionada no mejoré la efectivi-
dad de la TFD ni en el adenocarcinoma mamario murino LM3, ni
en la linea de queratinocitos PAM212 ni en la linea microendotelial
vascular HMEC-1, demostrando que no se trata de un proceso sim-
ple de re-sintesis local de Protoporfirina IX en un tipo celular parti-
cular, sino que la arquitectura tumoral y el estroma estarian proba-
blemente involucrados en el proceso.
083. (125) EFECTO ANTITUMORAL DE UNA NUEVA
FTALOCIANINA CATIONICA CON POTENCIAL USO EN
TERAPIA FOTODINAMICA. Marino J.%; Garcia Vior M.2;
Dicelio L.%; Awruch J.4; Roguin L.

IQUIFIB, Departamento de Quimica Bioldgica, FFyB, UBA?,
Departamento de Quimica Orgdnica, FFyB, UBA?
INQUIMAE, Departamento de Quimica Inorganica, Analitica
vy Quimica Fisica, FCEyN, UBA®, Departamento de Quimica
Orgéanica, FFyB, UBA4; IQUIFIB, Departamento de Quimica
Bioldgica, FFyB, UBA® <julietamarino@yahoo.com.ar>

La terapia fotodinamica (PDT) combina el uso de un
fotosensibilizador y luz visible para el tratamiento de tumores. Si
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bien las ftalocianinas son compuestos promisorios para ser utili-
zados en este tipo de terapia, poseen alta tendencia a agregarse
en soluciones acuosas. Con el propésito de mejorar las propie-
dades anfifilicas, se sintetizd una ftalocianina catiénica contenien-
do un grupo amino cuaternario (Pc). El objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar el efecto de esta Pc sobre el crecimiento de la
linea tumoral KB (carcinoma nasofaringeo humano). Demostra-
mos que la citotoxicidad del compuesto fue dependiente de la
dosis de energia aplicada. El valor de IC50 obtenido fue 2,7+ 0,6
UM con una dosis de luz de 4,7 J cm-2 y longitudes de onda en-
tre 630-700 nm. No se observé efecto citotoxico de Pc en la os-
curidad. Cuando se estudi6 la captacion de la ftalocianina por las
células KB observamos un méaximo de incorporacion luego de 4h
de incubacion. Con el propésito de determinar la localizacion
subcelular, se evalué por microscopia confocal la fluorescencia
intrinseca del compuesto en presencia de marcadores de
mitocondrias y lisosomas. Las imagenes obtenidas mostraron que,
en ausencia de luz, Pc se distribuye en el citosol y muestra pre-
ferentemente una ubicacién lisosomal. Luego de exponer las cé-
lulas a la luz, Pc se redistribuye y se localiza también en el na-
cleo. Con el fin de caracterizar el mecanismo de accién
antitumoral, evaluamos si Pc induce una respuesta apoptotica
luego de la irradiacion. En estas condiciones demostramos un au-
mento significativo de la actividad de caspasa 3 y el clivaje de la
proteina PARP (Poli (ADP-ribosa) polimerasa), un sustrato de
caspasa 3 involucrado en la apoptosis. En su conjunto los Resul-
tados obtenidos indican que la ftalocianina catiénica en estudio
se comporta in vitro como un potente agente antitumoral, capaz
de inducir apoptosis. La eficacia de este compuesto en PDT sera
posteriormente evaluada en modelos murinos in vivo.

084. (166) ROL ANTITUMORAL DE INTERFERON ALFA: DIS-
MINUCION DE LA ACTIVACION DE LA VIA WNT/b-
CATENINA EN HEPATOCITOS AISLADOS DE HiGADOS
PRENEOPLASICOS DE RATA. Ceballos M.%; Parody J.2;
Alvarez M.3; Quiroga A.%; Ingaramo P.5; Carnovale C.°; Carri-

llo M.”

Instituto de Fisologia Experimental (IFISE-CONICET)* 234
567 <ceballos@ifise-conicet.gov.ar>

El Interferon alfa (IFN-4&) se utiliza como terapia en el trata-
miento de infecciones virales y desérdenes oncoldgicos. Nume-
rosos estudios informan que la incidencia del Hepatocarcinoma
Celular (HCC) podria ser reducida luego de la terapia con IFN-&
en pacientes con hepatitis B o C crénicas. Sin embargo, el bene-
ficio de este tratamiento en HCC es aun controversial. La via ca-
noénica Wnt/-catenina se encuentra frecuentemente activada en
HCC e involucra la acumulacion citosélica de B-catenina y su mi-
gracion al nacleo, donde promueve la transcripcion de genes
involucrados en la proliferacion celular. La mayoria de los estu-
dios de esta via se efectuaron en HCC humanos o en modelos
animales con un grado avanzado de esta enfermedad. Decidimos,
por lo tanto, estudiar el estado de la via en una etapa temprana
de la carcinogénesis hepética y el efecto del IFN-a sobre la mis-
ma. Empleamos hepatocitos aislados de animales controles (C)
y con preneoplasia hepatica (IP). Los hepatocitos fueron cultiva-
dos con IFN-a2b o dejados sin tratar durante 2 y 10 h. Por
inmunoblotting observamos a tiempo cero una disminucion en los
niveles proteicos de p-Ser33-B-catenina en citosol (-80%*) y de
B-catenina total en membrana plasmatica (-80%*), aumento del
receptor Frizzled-7 en membrana plasmatica (+100%%*) y ausen-
cia de cambio de B-catenina total en lisado, en los animales IP
respecto de C. A las 2y 10 h apreciamos un aumento de p-Ser33-
B-catenina en citosol (+180%*, +120%*) y ausencia de cambio de
B-catenina total en membrana y lisado en los hepatocitos IP tra-
tados con IFN-a2b respecto de los IP sin tratar (*p<0,05). Estos
Resultados indican la activacién de la via Wnt/B-catenina en nues-
tro modelo IP y la atenuacién de la misma durante el tratamiento
con IFN-a2b. Resultados preliminares con lineas celulares de
hepatoma humano (HepG2) ratifican estos datos. Concluimos
entonces, que el efecto antitumoral del IFN-a2b se debe, en par-
te, a la atenuacion de la activacion de la via Wnt/B-catenina.
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085. (246) CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE LA
METALOTIONEINA G (MT'G) EN EL EPITELIO DE TU-
MORES COLORRECTALES HUMANOS. Arriaga J.}; Levy
E.% Bravo A.%; Morales Bayo S.4 Barrio M.%; Roberti M.5;
Aris M.7; Huertas E.8; Larripa 1.°; Mordoh J.X%; Bianchini
M_ll
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cion Instituto Leloir-IIBBA-CONICET, Ciudad De Buenos
Aires’ ; Instituto Médico Especializado Alexander Fleming,
Ciudad De Buenos Aires® ; Academia Nacional de Medici-
na, IIHEMA, Buenos Aires.? ; Fundacion Instituto Leloir-
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FUCA), Ciudad de Buenos Aires® ; Centro de Investiga-
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Las metalotioneinas (MT) constituyen una familia de peque-

flas proteinas ricas en cisteina, que cumplen una variedad de fun-
ciones asociadas al metabolismo de metales, a la inflamacion y
también al proceso oncogénico. En el ser humano existen cuatro
isoformas, estando la MT1 compuesta por 9 subtipos funcionales,
entre ellos la MT1G. En cancer colorrectal, si bien se sabe que
estas proteinas se encuentran sub-expresadas con respecto a la
mucosa normal adyacente, la falta de anticuerpos capaces de
discriminar entre sus isoformas hace que no se conozca su ex-
presién individual. Previamente en nuestro laboratorio realizamos
un estudio de microarreglos de cDNA, en el cual el cuarto
transcripto de mayor sub-expresion tumoral resulté ser la MT1G.
En el presente trabajo, validamos la sub-expresion tumoral de la
MT1G por gRT-PCR en muestras enteras de tumores y mucosas
normales del mismo paciente, obteniendo sub-expresion tumoral
en 3/7 casos (media=175 veces), sin alcanzar diferencias signifi-
cativas. Sin embargo, el analisis de las células epiteliales aisla-
das por microdiseccion laser muestra sub-expresion significativa
(p<0,05) en 7/9 casos (media=121 veces). Por inmunohistoqui-
mica con el anticuerpo monoclonal anti-MT (clon E9, DAKO), co-
rroboramos la sub-expresién de las MT1 y 2 en 16/17 tumores y
7/13 adenomas, y confirmamos la correlacién entre la expresion
proteica de éstas MTs y el mRNA de MT1G. Sin embargo, en
contraste con lo observado in vivo, el andlisis de 5 lineas
colorrectales muestra que aquellas lineas positivas por
inmunocitoquimica para MT1 y 2 son negativas para MT1G, y vi-
ceversa, indicando que probablemente haya otras isoformas al-
teradas en céncer colorrectal. En conclusién, demostramos que
la MT1G es una de las metalotioneinas sub-expresada in vivo en
el epitelio de tumores colorrectales con respecto a la mucosa
normal adyacente. Sera interesante estudiar el rol que dicha sub-
expresion pueda tener en la oncogénesis colorrectal y su posible
valor pronéstico.
086. (278) INFLUENCIA DE LOS ADIPOCITOS SOBRE CELU-
LAS EPITELIALES DE CANCER DE PROSTATA. Tesone
A.l; Sacca P.?% Pistone Creydt V.3 Jalén M.% Mazza O.5;
Calvo J.¢
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El tejido adiposo se dispone en la periferia de la prostata y en
la mayoria de los sitios metastasicos, aunque no esta claro ain
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el papel del mismo en el cancer de préstata (CaP). Exploramos
el efecto de factores solubles de adipocitos en el comportamiento
de células tumorales prostéaticas, LNCaP (sensible a andrégenos)
y PC3 (insensible a andrégenos). Obtuvimos medio condicionado
de preadipocitos 3T3-L1 (preAl) y de preadipocitos de cultivo pri-
mario de tejido adiposo periprostatico de un paciente con CaP
(preA2). Los preadipocitos fueron diferenciados a adipocitos y el
medio resultante fue recolectado (Al y A2, respectivamente).
LNCaP y PC3 fueron incubadas con los preAs y As a 24 y 48 h.
Cuantificamos los niveles de proliferacion (por MTS), migracién (por
cicatrizacion de herida) y actividad de metaloproteasas (por
Zimografia). EI A1 estimulé la proliferacion de LNCaP a 24y 48 h
(40%, 87%, P<0,001 vs control) y el efecto fue mayor que con preAl
a los mismos tiempos (P<0,01). Los preA2 y A2 s6lo promovieron
la proliferacién de LNCaP a 24 h (21%, 11%, P<0,001 y P<0,05 vs
control, respectivamente). La incubacién de PC3 con preAl y Al
estimulé su proliferacion a 24 h (41%, 44%, P<0,001 vs control),
mientras que la incubacién con preA2 y A2 estimul6 la prolifera-
cién después de 48 h de exposicion a dichos medios (13%, 22%,
P<0,05 y P<0,001 vs control, respectivamente). La exposicién de
PC3 a Al, preA2 y A2 provocé mayor migracion celular (42%, 33%,
46%, P<0,001 vs control). Detectamos altos niveles de actividad de
pro-MMP9 en medios derivados de incubar PC3 con preAl, Al,
preA2 o A2 (32%, 51%, 50%, 97%, respectivamente, P<0,05 preAs
y P<0,001 As vs control). Contrariamente, no observamos efectos
de los medios analizados sobre la migracion y actividad de
metaloproteasas en LNCaP. Por lo tanto, los factores solubles
secretados por preadipocitos y adipocitos podrian modular
diferencialmente, segln la sensibilidad a andrégenos de las célu-
las de CaP, la cascada metastasica.

087. (282) ESTUDIOS IN VITRO DE LOS EFECTOS RADIOBIO-
LOGICOS DE LA TERAPIA POR CAPTURA NEUTRONICA
EN BORO (BNCT). Dagrosa A.}; Thomasz L.2; Pontiggia O.;

Perona M.# Thorp S.5; Simian M.®; Juvenal G.7; Pisarev M.®

Comision Nacional de Energia Atémica* ?; Instituto de On-
cologia “Angel Roffo*®; Comision Nacional de Energia Ato-
mica* °; Instituto de Oncologia “Angel Roffo*; Comi-
sién Nacional de Energia Atémica’; Comision Nacional de
Energia Atémica; Facultad de Medicina (UBA)®
<dagrosa@cnea.gov.ar>

BNCT es a diferencia de la radioterapia convencional una terapia
de alta transmision linear de energia (LET) que utiliza compuestos
enriquecidos con B y neutrones. En estudios previos demostramos
un aumento en la formacién de microntcleos como indicador de le-
siones cromosomicas en funciéon de la dosis fisica absorbida y una
disminucion de la sobrevida en las células irradiadas por BNCT en
comparacion a las irradiadas con neutrones solos (sin boro) o con
gamma. En este trabajo evaluamos como mecanismo de respuesta
al dafio celular por radiacion, la expresion de proteinas que intervie-
nen en la regulacién del ciclo celular. Las células de la linea de can-
cer de colon humano (HT29) fueron distribuidas en los siguientes gru-
pos: 1) °BPA (borofe-nilalanina) (10 ppm) + neutrones; 2) *°BOPP (2,4-
bis (a,b-dihydroxyethyl)-deutero-porphyrin 1X) (10 ppm) + neutrones;
3) neutrones; 4) gamma. La irradiacion fue realizada con el haz de
neutrones del reactor nuclear RA3 (flujo= 7.5 10°n/cm? seg) y con 60Co
(1Gy/min) de manera de obtener dosis fisicas de 3 Gy (+10%). Se
estudiaron a distintos tiempos post irradiacion (24 y 48 h) la expre-
sion de p53 y p27/Kipl por Western Blot. La radiacion de alto LET
proveniente de la reaccion BNCT usando 10BPA o 10BOPP produjo
un aumento de p53 relativo al control a las 24 h que se mantuvo a las
48 h. Por el contrario en los grupos irradiados con gamma o neutrones
solo se observé un aumento significativo de p53 recién a las 48 h. La
expresion de p27/Kipl mostré una down regulation de todos los gru-
pos irradiados, a los dos tiempos siendo significativamente mayor en
los grupos irradiados por BNCT y a las 24 h. Estos Resultados preli-
minares sugieren diferentes respuestas radiobiolégicas para las célu-
las expuestas a radiaciones provenientes de BNCT en comparacion
a las irradiadas con el haz de neutrones solo y con gamma. Estudios
futuros permitiran establecer la radiosensibilidad de BNCT asociada
al ciclo celular.
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088. (299) TERAPIA DEL MELANOMA ESPONTANEO CANINO

CON GEN SUICIDA: CORRELACIONES ENTRE LOS TU-
MORES IN VIVO Y SUS RESPECTIVOS ESFEROIDES
MULTICELULARES IN VITRO. Gil Cardeza M.%; Villaverde
M.2; Fiszman G.3; Altamirano N.* Riveros M.%; Cwirenbaum
R.5; Glikin G.7; Finocchiaro L.

Unidad de Transferencia Génica, Area Investigacion, Hos-
pital de Oncologia® 2?24 °%°¢ 78 <lourgilcardeza@hotmail.com>

Con el objetivo de validar el uso de esferoides multicelulares

para predecir la eficacia de la terapia con el gen suicida de la
timidina quinasa del herpes virus simplex/ganciclovir (HSVtk/GCV)
en los respectivos tumores in vivo, se establecieron quince lineas
derivadas de tumores de melanoma caninos extirpados por ciru-
gia. Tres lineas celulares lipofectadas con el gen de HSVtk no
fueron sensibles al GCV en ninguna configuracion espacial, otras
cinco mostraron sensibilidades similares tanto en monocapa como
en esferoides y s6lo una linea resulté ser méas sensible en
esferoides. Otras seis lineas celulares presentaron un fenotipo de
resistencia multicelular (RMC) al ser cultivadas como esferoides.
La relacion inversa (R2=0,81) entre el RMC y el porcentaje de
supervivencia de las monocapas a HSVtk/GCV sugiere que una
de las posibles causas del RMC seria la rapida repoblacién celu-
lar luego del tratamiento con gen suicida. La alta correlacion del
RMC con el crecimiento radial de los esferoides (R2=0,98) y con
el indice mitético de los respectivos tumores originales (R2=0,93)
apoya la teoria de re-crecimiento. Un descubrimiento interesante
fue la alta correlacion observada entre la sensibilidad a HSVtk/
GCV de los tumores in-vivo y los correspondientes esferoides (R2
= 0,85) que no se produjo con las respectivas monocapas
(R2=0,29). Estos Resultados respaldan la implementacién de los
esferoides como un modelo experimental mas real para optimizar
y predecir la respuesta in vivo de los respectivos tumores a las
estrategias terapéuticas.
089. (311) CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES
ANTIANGIOGENICAS DE UN COMPUESTO PEPTIDICO
INHIBIDOR DE LA ACTIVIDAD DE LA CASEINA KINASA 2
(CK?). Benavent Acero F.}; Perea S.?; Perera Y.%; Acevedo
B.%; Gomez R.%; Gomez D.?; Alonso D.7; Farina H.2

Laboratorio de Oncologia Molecular, Universidad Nacional
de Quilmes, Buenos Aires, Argentina* ; Centro de Ingenie-
ria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba? ® * ; La-
boratorio Elea, Buenos Aires, Argentina® ; Laboratorio de
Oncologia Molecular, Universidad Nacional de Quilmes,
Buenos Aires, Argentina® 7 ¢ <ferbenavent@gmail.com>

La enzima CK2, es una serina/treonina kinasa que participa
en una gran variedad de funciones celulares. La sobreexpresion
de esta kinasa se encuentra asociada al desarrollo de distintas
variantes tumorales. Anteriormente demostramos que el péptido
ciclico denominado CIGB-300 (P15-Tat) induce apoptosis en cé-
lulas tumorales y disminuye el crecimiento tumoral al ser admi-
nistrado en modelos murinos. En este trabajo exploramos los efec-
tos del péptido CIGB-300 sobre los principales eventos del pro-
ceso angiogénico utilizando como modelo in vitro a las células
endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC). Como primer
punto se evalu6 la sensibilidad in vitro de las células endoteliales
al compuesto, encontrandose valores de IC50 de entre 91,5y 121
UM en periodos de tratamiento de 24 a 72 horas. Por medio de
estudios de inmunofluorescencia se corrobor6 la répida penetra-
cion intracelular del péptido y su localizacion en citoplasma y
nucleo. El compuesto CIGB-300 fue capaz de inhibir la migracién
de las células endoteliales en las dosis evaluadas de 10 a 50 uM
(p<0.01, Dunnett test) y la formacién de cordones vasculares de-
sarrollados por las células HUVEC crecidas sobre Matrigel®
(p<0.01, ANOVA). Mediante el uso de microarreglos se estudio
la expresion de 113 genes asociados al fenémeno angiogénico.
Se encontraron descensos significativos en los niveles del ARNm
de los genes KDR, NOTH4, JAG1 y PGF en las células HUVEC
tratadas con CIGB-300 (50 pM). Por altimo, con el fin de evaluar
la actividad antiangiogénica in vivo del compuesto se utilizo el
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modelo de membrana corioalantoidea de embriones de pollo. A
una dosis de péptido de 0,25 mg/kg (3,2 mM), se obtuvo una dis-
minucién significativa del numero de vasos en el grupo tratado
(p<0.05, t-test). Los Resultados obtenidos sugieren un efecto
antiangiogénico directo del compuesto CIGB-300 sobre endotelio
humano.

090. (356) EFECTO ANTITUMORAL DE UN NUEVO ANALOGO
DE VASOPRESINA EN UN MODELO PRECLINICO DE
CARCINOMA MAMARIO MURINO. Garona J.}; Ripoll G.2;
lannucci N.3; Cascone 0.4 Gomez D.5 Alonso D.°

Laboratorio de Oncologia Molecular, Universidad Nacional
de Quilmes? 2 ; Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires® * ; Laboratorio de Oncolo-
gia Molecular, Universidad Nacional de Quilmes® °
<juan_garona@hotmail.com>

La desmopresina (DDAVP) es un nonapéptido sintético deri-
vado de la vasopresina con propiedades antimetastasicas. En la
busqueda de nuevos compuestos antitumorales, desarrollamos un
nuevo anélogo peptidico por sustitucion racional en las posicio-
nes 4y 5, denominado VQ (1-deamino-4-valina-5-glutamina-8-D-
arginina vasopresina). Investigamos la accién antitumoral in vivo
del analogo VQ, con o sin la aplicacién de ciclos de quimiotera-
pia, utilizando el modelo F3II de carcinoma mamario, un tumor
altamente agresivo en ratones singénicos Balb/c. Los animales
fueron inoculados con 2x105 células F3Il en el espacio subcuta-
neo del flanco y, luego de la toma tumoral, se trataron con 3 do-
sis semanales del compuesto VQ (0,3 pg/kg, i.v.), sumado o no a
ciclos semanales de carmustina (20 mg/kg, i.p.). El tratamiento
durante al menos 5 semanas con VQ redujo el volumen tumoral
en un 40%, produciéndose una accién aun mayor combinando el
analogo peptidico a los ciclos de carmustina (Control= 1547+322;
Carmustina= 955+167; Carmustina+VQ= 639+42 mm3; p<0,001).
Ademas, la administracion de VQ previno por completo la progre-
sibn metastasica espontanea hacia pulmon, tanto en combinacion
a carmustina como aplicado como Unico tratamiento. Se exploré
también el efecto de VQ sobre la formaciéon de metastasis expe-
rimentales, administrando dosis de 0,3 pg/kg al momento de la
inyeccion de 2x105 células F3Il en la vena lateral de la cola. La
aplicacion de VQ redujo significativamente la colonizacion
metastasica en pulmén (Control= 90+18; VQ= 34+13 nddulos/ra-
tén; p<0,001). Los datos muestran que el nuevo analogo peptidico
VQ derivado de DDAVP despliega una interesante accion
antitumoral en un modelo preclinico de cancer de mama.

091. (362) RELOCALIZACION DE PROTEINAS MAGE-A EN
RESPUESTA A LA ACTIVACION DE LA VIA DE P53 . Toledo
M., Peche L.% Laiseca J.3; Galigniana M.*; Schneider C.5;

Monte M.¢

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA! ; LNCIB,
Trieste, Italia? ; Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
UBA® 4 ; LNCIB, Trieste, Italia® ; Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales, UBA® <mftoledo@qb.fcen.uba.ar>

El factor de transcripcién y oncosupresor p53 se activa en res-
puesta a distintos estimulos que pongan en peligro la estabilidad
genémica induciendo arresto celular y apoptosis. La via mas es-
tudiada de activacion de p53 es la respuesta al dafio al ADN
mediante agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, p53 también
se activa para inducir senescencia, un estado de arresto celular
irreversible, a través de PML3, o como respuesta a la activacion
de oncogenes, mediante la expresién p14ARF. PML3 es una pro-
tefna que localiza en los cuerpos nucleares (NBs) y p14ARF en
los nucléolos (No). Nuestros estudios sobre la interferencia Mage-
A2 (miembro de las proteinas tumorales de la familia MAGE-A)
en estas vias de activacion de p53 indican un comportamiento
comun: la expresion de PML3 o p1l4ARF causa la relocalizacion
de Mage-A2 hacia estas estructuras sub-nucleares (NBs o No).
Observamos que la expresion de PML3 causa la activacion de
p53, que Mage-A2 cambia su localizacion del nlcleo a los NBs y
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reprime fuertemente esta funcién de PML3. Por el contrario, Mage-
A4 (70% de homologia con Mage-A2) que posee una localizacion
distribuida entre el nucleo y el citoplasma, no colocaliza con PML3
ni reprime p53. Esta funciéon no depende de su localizacion celu-
lar ya que Mage-A4-NLS, que contiene una secuencia de locali-
zacion nuclear (NLS), se comporta como Mage-A4. Por otro lado,
la expresion de p14ARF revierte la represion que Mage-A2 ejer-
ce sobre p53. Estudios de inmunofluorescencia indican que
pl4ARF causa la relocalizacion de Mage-A2 (y otros miembros
MAGE-A) a los nucléolos, sugiriendo que el “secuestro” de Mage-
A2 a estos compartimentos sub-nucleares podria formar parte del
mecanismo de pl4ARF para impedir la represion de p53. Nues-
tros Resultados sugieren que Mage-A2 puede interferir en la
senescencia inducida por el eje PML3/p53, mientras que pl4ARF
se mostré capaz de controlar la funcion represora de Mage-A2
sobre p53 mediante su relocalizacion a los nucléolos.

092. (383) PAPEL DEL CFTREN LA RESISTENCIA A IMATINIB

INDUCIDA EN CELULAS LEUCEMICAS K562 . Assef Y.%;
Kotsias B.?

Instituto de Investigaciones Médicas A. Lanari, UBA -
CONICET" 2 <yaniassef@yahoo.com.ar>

La multidroga resistencia (MDR) es unas de las razones prin-

cipales del fracaso de la quimioterapia y esta asociada a la
sobreexpresién de la P-glicoproteina (P-gp) en las células
tumorales. La expresion de P-gp en células leucémicas humanas
K562 confiere resistencia al imatinib, entre otras drogas. Este efec-
to es revertido por inhibicién de la via del NF-kB con BAY 11-7082
gque esta asociado a una disminucién de P-gp. Como P-gp y el
canal de cloruro mutado en la fibrosis quistica CFTR, poseen gran
homologia estructural nuestro objetivo fue evaluar la posible con-
tribucion del CFTR en el fenémeno de resistencia a drogas. Para
determinar si NF-kB también esta involucrado en la expresion de
CFTR, incubamos células K562 y sus derivadas MDR positivas
(K562-Vinc) con BAY (2.5 pM, 72h). Observamos por western blot
que la inhibicién de NF-kB disminuye la expresion de la forma
madura de CFTR en las células K562-Vinc, mientras que no se
observan cambios en las K562. Para evaluar el efecto del CFTR
en cuanto al incremento de la sensibilidad a drogas citostaticas
inducida por BAY estimamos la proliferacion celular luego del tra-
tamiento con concentraciones crecientes de imatinib en presen-
cia o0 ausencia de BAY y de bloqueantes de canales de Cl. La co-
administracion de BAY no modificé la sensibilidad al imatinib en
las células K562 mientras que increment6 su citotoxicidad en
K562-Vinc siendo las IC50 2.2+0.9 y 1.0+0.7 uM en presencia y
ausencia del inhibidor. El tratamiento con DPC, un bloqueante de
canales de CI, no alter6 la sensibilidad al imatinib con indices de
resistencia similares en presencia o ausencia de DPC para am-
bos tipos celulares. Nuestros Resultados indican que el incremen-
to de la citotoxicidad del imatinib inducida por BAY en las células
K562 estda mediado por P-gp mientras que la actividad como ca-
nal del CFTR no estaria contribuyendo en este fendmeno aunque
no podemos descartar un efecto del CFTR independiente de su
actividad como canal i6nico.
093. (396 ) BIOMARCADORES LIPIDICOS EN SALIVA DE SU-
JETOS PORTADORES DE TUMORES PROSTATICOS Y
SU RELACION CON LA DIETA. Defagé M. Valentich M.2;
Pasqualini M.%; Mufioz S.4 Villarreal C.5 Eynard A.5; Actis
AT

Escuela de Nutricién e Instituto de Biologia Celular, Facul-
tad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Coérdo-
ba!; Instituto de Biologia Celular, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cordoba? ® *; Servicio de
Urologia, Hospital Transito Caceres de Allende, Cérdoba®;
Instituto de Biologia Celular, Facultad de Ciencias Médi-
cas, Universidad Nacional de Cdérdoba® ; Céatedra B de
Anatomia, Facultad de Odontologia e Instituto de Biologia
Celular, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacio-
nal de Cérdoba” <danieladefago@hotmail.com>



78

Introduccion: Los tumores de préstata representan la primera

causa de muerte en hombres en Argentina. La dieta es uno de
los factores que influye en la tumorigénesis prostatica y se ha
sugerido una relacion inversa entre la ingesta de acidos grasos
(AG) poliinsaturados w-3 y el riesgo de desarrollar este tipo de
neoplasia. Los AG esenciales son precursores de eicosanoides
(El) que participarian activamente en el proceso tumoral. La sali-
va humana, fluido biolégico de facil acceso, muestra una correla-
cion entre los niveles de AG y EIl con el tipo de AG consumidos.
Objetivo: Determinar el perfil de AG y El salivales en sujetos por-
tadores de tumores prostaticos en relaciéon con la ingesta. Dise-
fio del estudio: Se formé el Grupo Tumores de Préstata (GP) con
16 sujetos con diagnéstico incidente de tumores prostaticos be-
nignos y malignos y el Grupo Control (GC) con 19 sujetos apa-
rentemente sanos asistentes a dos hospitales de la ciudad de
Coérdoba, Argentina. La participacion fue voluntaria y los aspec-
tos éticos fueron aprobados por los respectivos Comités de Inves-
tigacion en Salud hospitalarios. El consumo de AG (mg/dia) fue
obtenido mediante encuestas validadas de frecuencia de consu-
mo alimentario cuali-cuantitativo, procesadas con el programa
Interfood v.1.3. Las muestras de saliva fueron obtenidas segin
normas internacionales y los AG salivales fueron determinados y
cuantificados por cromatografia de gas (mg/ml). Los El salivales
fueron analizados por HPLC (ng/ml). Los Resultados se analiza-
ron con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Resultados: El
consumo de AG no presenté diferencias entre los grupos estu-
diados, pero la saliva del GC mostré una concentracion superior
del AG 18:1 u-9 (18.8) y del metabolito 15-HETE (6.98) en rela-
cion al GP (6.5-4 y 5.40, respectivamente) (p<0.05). Conclusio-
nes: La mayor proporcién de 18:1 w-9 y de 15-HETE en saliva
podria comportarse como un marcador diferencial entre pacien-
tes portadores de tumores prostaticos y sujetos sanos.
094. (425) LA RE-EXPRESION DE LA ENZIMA QUE CATALIZA
LA SINTESIS DE GANGLIOSIDOS N-GLICOLILADOS
MODULA LA TUMORIGENICIDAD EN LOS TUMORES
MURINOS B¢ Y F3lIl. Segatori V.%; Otero L.2; Gomez D.3;
Alonso D.% Gabri M.5

Laboratorio de Oncologia Molecular, Universidad Nacional
de Quilmes! 2 345 <mrgabri@gmail.com>

Los gangliésidos (GLS) son glicolipidos que presentan uno o
mas residuos de &cido sialico. El NeuGcGM3 es un GLS con un
Gnico acido sialico N-glicolilado (NeuGc), de relevancia como
antigeno en ciertos tumores humanos. En mamiferos, la enzima
CMP-NeuAc hidroxilasa (CMAH) cataliza la formacion de NeuGc
a partir de su variante acetilada (NeuAc). Muchas lineas tumorales
murinas anulan la sintesis de NeuGcGM3, como es el caso de
los modelos B16 de melanoma en ratones C57BL/6 y F3Il de
carcinoma mamario en Balb/c, a través del silenciamiento de la
expresion de la enzima. Mediante técnicas de clonacion de la
secuencia CMAH vy transfeccion por lipofeccién, desarrollamos
poblaciones con expresion estable de CMAH denominadas B16-
H y F3II-H. En este trabajo exploramos el impacto de la recupe-
racion de la sintesis del NeuGc en el comportamiento tumoral. Por
citometria de flujo, confirmamos que la transfeccion de CMAH
incrementa las células positivas para NeuGcGM3 en las pobla-
ciones B16-H y F3II-H. La presencia de NeuGcGM3 disminuy6
significativamente la tumorigenicidad. Mientras que en ratones
singénicos las lineas parentales alcanzaron el 100% de toma
tumoral con desafios subcutaneos en el flanco de 1x10* (B16) y
2x10° (F3lIl) células, se requirieron desafios de 5x10°y 3x10° cé-
lulas usando B16-H y F3lI-H, respectivamente. Particularmente,
las células F3II-H mostraron un desarrollo tumoral bifasico que
alcanzé los 193 + 97 mm?® (media + SEM, n=9) de diametro pro-
medio al dia 15 post-desafio, seguido por una llamativa disminu-
cion y reabsorcion tumoral. Utilizando ratones atimicos, en cam-
bio, tanto B16-H como F3II-H mostraron una tumorigenicidad si-
milar a las lineas parentales. Los Resultados obtenidos sugieren
que el GLS NeuGcGM3 podria modular el desarrollo tumoral en
ratones, probablemente a través de la interaccion con el sistema
inmune del huésped.
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095. (441) EVALUACION DE RECEPTORES DE ESTROGENO
(RE) Y DE PROGESTERONA (RP) POR INMUNOHISTO-
QUiMICA EN 7276 CASOS DE CANCER DE MAMA RE-
GIONALES. Gervasoni S.; Sarancone S.?; Sanchez Granel

G2

Laboratorio de Patologia QUANTUM de la Clinica Diag-
néstico  Médico  Orofio de  Rosario* 2 %
<silvia_gervasoni@hotmail.com>

La evaluacién por inmunohistoquimica (IHQ) de receptores
hormonales en cancer de mama es ampliamente usada para pre-
decir la respuesta a la terapia endocrina y como parametro biolé-
gico relacionado al pronéstico de la enfermedad. Con el uso de
anticuerpos monoclonales segun datos basados en estadisticas
extranjeras el 75% de los casos son positivos para RE y el 55%
para RP. El objetivo de este trabajo es determinar la frecuencia
de receptores hormonales positivos y la posible variabilidad de la
misma en relacién a los diferentes tipos tumorales en un Labora-
torio de referencia en IHQ que cubre gran parte de los casos de
la Pcia de Santa Fe y el Litoral de nuestro pais a fin de conocer
y aportar los datos de nuestra zona. Se realiz6 un estudio retros-
pectivo y observacional en el Laboratorio de Patologia Quantum
de la clinica de Diagnoéstico Médico Orofio de Rosario, en pacien-
tes con céncer de mama, desde enero de 1999 hasta diciembre
de 2008. Se determiné la frecuencia de receptores de estrogeno
y progesterona por IHQ y su variabilidad en los 10 afios del estu-
dio, asi como la diferencia en la positividad de receptores hormo-
nales en tumores de mama de diferentes tipos histol6gicos. A lo
largo del estudio, se utilizaron Acs. monoclonales NOVOCASTRA,
sistema deteccion ABC de Vector y revelado con DAB. El andli-
sis estadistico se realizoé con programa GraphPad Prism. Se es-
tudiaron 7276 pacientes con cancer de mama cuyo rango de eda-
des fue 26-92 afios. La frecuencia de RE (+) y RP (+) fue de
77,92% y 62,22% respectivamente. Discriminado por tipo de tu-
mor, la frecuencia de receptores hormonales en tumores lobulares
[90,97% para RE (+) y 72,76% para RP (+)] fue mayor que en
tumores ductales [76,07% para RE (+) y 60,36% para RP(+)], sien-
do la diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en ambos
tipos de receptores. La frecuencia de receptores hormonales en
cancer de mama en la regién analizada no difirieron
estadisticamente a los registros del resto del mundo.

096. (446) RESISTENCIA A LA TERAPIA FOTODINAMICA EN
LA LINEA TUMORAL DE CARCINOMA ESCAMOSO SCC-
13. Milla L.%; Rodriguez E.2; Zamarron A.%; Juarranz a.%;

Rivarola V.°

Universidad Nacional de Rio Cuarto'; Facultad de Cien-
cias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales. Dpto. de Bio-
logia Molecular, UNRC. Argentina.? ; Facultad de
Ciencias. Dpto. de Biologia. UAM. Espafia.® *; Facul-
tad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales.
Dpto. de Biologia Molecular, UNRC. Argentina.®
<lauramilla2002@yahoo.com.ar>

La terapia fotodinamica (TFD) utilizando Me-ALA es emplea-
da para tratar el cancer cutdneo no melanoma. Uno de los pro-
blemas de este tratamiento es la aparicion de poblaciones celu-
lares resistentes. El objetivo de este trabajo fue aislar y caracte-
rizar poblaciones de células de carcinoma escamoso de la linea
SCC-13 resistentes (R) a TFD con Me-ALA, a través del estudio
de proteinas de adhesiéon, MDR (Pgp) e inhibidoras de apoptosis
(survivina). La poblacion original (parental) fue sometida a 10 ci-
clos repetidos de TFD, aislandose asi 10 generaciones de R.
Mediante citometria de flujo se estudi6 el ciclo celular. La locali-
zacion del fotosensibilizador producido a partir del Me-ALA (PplX)
fue analizada por microscopia de fluorescencia. Empleando
Western Blot se determinaron niveles de expresion de proteinas
de adhesioén celular (E-cadherina, Bl-integrina y vinculina). Por
inmunofluorescencia indirecta se analizaron los patrones de ex-
presion de proteinas E-cadherina, B-catenina, vinculina y p-FAK,
a-tubulina y F-actina y survivina. El fotosensibilizador se localizé
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en membrana y lisosomas, tanto en las células R como parentales.
Las células R no mostraron alteraciones en el ciclo celular, pero
presentaron una mayor expresion de proteinas de adhesion cé-
lula-sustrato (B1-integrina y vinculina) y de F-actina y cambios en
la distribucién de F-actina. Los Resultados permiten concluir que
alteraciones en estas proteinas podrian actuar como una estra-
tegia de resistencia a la TFD.

097. (464 ) USO DE D?-“° ANTI-PODOPLANINA EN EL ESTU-
DIO DE VASOS LINFATICOS EN MELANOMA HUMANO .
Roberti M.%; Arriaga J.2; Bianchini M.3; Bravo A.4; Mordoh J.5;
Barrio M.®

Centro de Investigaciones Oncoldgicas de la Fundacion
Cancer (CIO-FUCA) Ciudad de Buenos Aires! 2 3; HIGA
Eva Perén, San Martin, Prov. Buenos Aires*; Centro de
Investigaciones Oncoldgicas de la Fundacion Cancer (CIO-
FUCA) Ciudad de Buenos Aires; Fundacion Instituto Leloir,
1IBBA-CONICET, Buenos Aires®; Centro de Investigaciones
Oncoldgicas de la Fundacién Cancer (CIO-FUCA) Ciudad
de Buenos Aires® <pau_roberti@hotmail.com>

El melanoma cutaneo (MC) es el mas letal de los canceres
de piel. A través del sistema linfatico local, metastatiza inicialmente
los ganglios linfaticos regionales. La relevancia clinica de las
metastasis a ganglios linfaticos esta bien establecida, pero no
existian marcadores especificos de células linfaticas, lo cual limi-
taba su estudio. El descubrimiento de nuevos marcadores, como
la proteina de membrana podoplanina, ha permitido comenzar a
esclarecer la interaccion entre las células tumorales con los va-
sos linfaticos (VL). 16 biopsias de MC primario humano (Breslow
> 3.0mm) fueron analizadas por inmunohistoguimica (IHQ) con el
anticuerpo monoclonal D2-40 (anti-podoplanina). Se estudio el
area tumoral completa y las zonas peritumorales adyacentes. Se
calculé la Densidad de Vasos Linfaticos (DVL), incluyendo los
vasos y microvasos; y se registré la Invasion Linfatica (IL). El area
intratumoral se subdividié en Nidos de células tumorales y estroma
tumoral para la cuantificacion. La marcacion con D2-40 mostr6 una
tincion de membrana exclusivamente en vasos linfaticos, sin
tincién en vasos sanguineos. En 13/16 (81.2%) biopsias se ob-
servé mayor DVL en las regiones peritumorales (4.3 + 1.1), res-
pecto de las intratumorales (1.4+ 0.7). En las regiones
intratumorales los VL se concentraron en el estroma IT (3.6 + 2.2
estroma IT vs. 1.2 + 0.8 Nido tumoral, n=10). Se observo IL por
células tumorales o émbolos en 13/16 pacientes. En ciertas
biopsias se observé tincién positiva en las células tumorales 6
zonas difusas de débil tincion. El uso de D2-40 nos permitié au-
mentar la sensibilidad y especificidad permitiendo discriminar co-
rrectamente los VL de los vasos sanguineos sin glébulos rojos o
retracciones del tejido. D2-40 permite identificar los microvasos
(neolinfangiogénesis) que no son distinguibles anatomopato-l6gi-
camente. El valor predictivo de la DVL en los tumores primarios
debera ser validado en mayor nimero de pacientes correla-
cionandolo con la evolucién clinica.

098. (470) ENSAYO CLINICO: QUIMIOTERAPIA METRONO-
MICA (QTM) CON CICLOFOSFAMIDA (CY) Y CELECOXIB
(CEL) EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA,
PROGRESADAS A QUIMIOTERAPIA ESTANDAR. INFOR-
ME PRELIMINAR. Rozados V.}; Rossa A.2; Alasino CM?3; Rico

M.4 Giordano R.5; Queralt F.%; Pezzotto S.”; Scharovsky O.®

Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias
Médicas, UNR* 2; Instituto de Oncologia®; Instituto de
Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas,
UNR?; Laboratorio Cibic®; Instituto de Oncologia®;
C.I.U.N.R.7; Instituto de Genética Experimental; C.I.U.N.R.®
<viviana.rozados@gmail.com>

La QTM consiste en la administracién crénica de drogas en
dosis bajas, a intervalos regulares y sin periodos largos de des-
canso. Nuestros ensayos pre-clinicos de QTM con Cy + Cel mos-
traron efecto antitumoral, antimetastasico y baja toxicidad. El ob-

79

jetivo de este ensayo es evaluar toxicidad, calidad de vida y mar-
cadores de respuesta a la terapia en pacientes con cancer de
mama sin otra opcién terapéutica, con QTM con Cy + Cel (Ensa-
yo clinico aprobado por la Comision de Bioética institucional). Las
pacientes ingresadas hasta el momento (n=4) recibieron medica-
cion oral (50 mg Cy + 400 mg Cel diarios) por periodos que van
desde 4 hasta 12 semanas y realizaron controles clinicos y de
laboratorio cada 15 dias. Las células mononucleares circulantes
se marcaron con anticuerpos unidos a diferentes fluorocromos:
CD45, para excluir células hematopoyéticas, CD31 para células
endoteliales circulantes (CEC) y CD133 para células endoteliales
progenitoras (CEP) y se evaluaron por citometria de flujo. No se
observaron modificaciones en la concentraciéon de leucocitos y
plaguetas en 3 pacientes mientras que 1 presentd un descenso
de grado Il que requirié una reduccion de la dosis diaria de Cy a
25 mg; no se observaron variaciones en el % de CEC y CEP; el
seguimiento de la calidad de vida mostré ausencia de modifica-
ciones negativas a lo largo del tratamiento. En los esquemas
quimioterapéuticos convencionales (EQC) la Cy se administra en
dosis altas cada 21 dias, debido a los efectos adversos . Aun
cuando en la QTM, la dosis de Cy acumulada/paciente en 21 dias
es similar a la administrada en los EQC, no se detectaron los efec-
tos toxicos caracteristicos de la mismos. Los Resultados de este
andlisis descriptivo preliminar sugieren una buena tolerancia a los
terapia, sin toxicidad significativa y sin alteracion de la calidad de
vida, caracteristicas que apoyan la continuacién del protocolo cli-
nico a fin de determinar su utilidad como terapia antitumoral en
el cancer de mama avanzado.

099. (488) EXPRESION DE LOS ANTIGENOS DE DIFERENCIA-
CION MELANOCITICA MART-1 Y GP100 EN CELULAS

CLONOGENICAS DE MELANOMA HUMANO Y SU SUSCEP-

TIBILIDAD A LA LISIS POR CLONES DE LINFOCITOS T

CITOTOXICOS ESPECIFICOS. Aris M.!; Rodriguez M.
Colombo M.3; Barrio M.#; Alperovich M.5; Bravo A.; Mordoh J.”

Fundacion Instituto Leloir;, Centro de Investigaciones
Oncoldgicas - FUCA! ; Fundacion Instituto Leloir? 3 ; Cen-
tro de Investigaciones Oncoldgicas - FUCA? ; Maestria Bio-
logia Molecular Médica, UBA® ; Hospital Interzonal Gene-
ral de Agudos Eva Peron® ; Fundacion Instituto Leloir; Cen-
tro de Investigaciones Oncoldgicas - FUCA?
<mariana.aris@gmail.com>

El melanoma cutéaneo (MC) expresa antigenos de diferencia-
cion melanocitica (MD-Ags), como MART-1 y gp100, y la inmu-
noterapia es la terapéutica mas utilizada. Sin embargo, no siem-
pre se alcanzan respuestas clinicas, y proponemos que ello se
debe, entre otras causas, a la expresion parcial de MD-Ags por
el MC. Nuestro objetivo fue estudiar los MD-Ags MART-1y gp100
en células clonogénicas (CC) de MC, validar los Resultados en
biopsias de MC primario, y estudiar la lisis de CC por linfocitos T
citotoxicos (LTCs) especificos. Estudiamos CC derivadas de co-
lonias de lineas celulares como modelo de proliferacién in vitro.
Empleamos la linea celular MEL-XY1 (HLA-0201), colonias de 7
dias (cultivando la linea en metilcelulosa 1,5%), y CC obtenidas
a partir de las colonias. Se analizaron MART-1, gp100 y Ki67 por
inmunohistoquimica (IHQ) en colonias y 15 MC primarios (Breslow
>3 mm). Para los experimentos de lisis se utilizaron los clones
anti-gp100 (G154: KTWGQYWQV) y anti-MART-1 (M27:
AAGIGILTV) restrictos a HLA-A0201 (células efectoras), enfren-
tando a las CC MEL-XY1 (target) en una relacién 5:1. Se deter-
min6 el % de lisis y la expresion de MD-Ags en las células sobre-
vivientes. Las colonias MEL-XY1 expresaron heterogéneamente
estos MD-Ags, encontrandose colonias positivas (49%), negativas
(21%) y mixtas (30%), todas con indices proliferativos (IP) simila-
res (Ki-67+). Las CC fueron parcialmente susceptibles (70%) a la
lisis por ambos clones: < 1% de las células positivas para estos
MD-Ags, siendo el resto CC negativas que sobrevivieron al ata-
que por clones LTC especificos. En las biopsias de MC se obser-
vO expresion heterogénea de MD-Ags con IP comparables. Es-
tos Resultados, junto con la existencia en MC primarios de po-
blaciones proliferantes que no expresan estos MD-Ags, sugieren
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que las estrategias inmunoterapéuticas eficaces para el MC de-
berian contemplar la eliminacion de ambas poblaciones.

REPRODUCCION 1

100. (88)EFECTOS DE LOS DISTINTOS TIPOS DE DIETA CON
CALCIO SOBRE EL TESTICULO EN RATAS DE LA LINEA
“B". Vazquez S.%; Tardivo A.%; Gonzalez D.%; Posadas M.%;

Hisano N.°

Catedra de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias
Médicas, UNR* ; Catedra de Histologia y Embriologia, Fa-
cultad de Ciencias Médicas,UNR? ; Catedra de Biologia,
Facultad de Ciencias Médicas,UNR® 4 ; Catedra de
Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias
Médicas,UNR® <noriyuki@cimero.org.ar>

El calcio de la dieta regula el metabolismo energético y se

relaciona con el peso y la glicemia.La obesidad produce una va-
riedad de alteraciones en el aparato reproductor masculino. En
este trabajo se estudié los efectos sobre el testiculo de dos tipos
de dietas isocaléricas con distinto contenido de calcio en ratas
macho de la linea B. Al comprobarse la prefiez de ratas adultas
de la linea obesa P se dividieron en tres grupos y recibieron die-
ta hipercélcia (H) (0.99%), hipocélcicas (h) (0.2g%) o dieta con-
trol normocélcica (N) (0.69%) respectivamente. De las crias se
seleccionaron al destete los machos, que continuaron hasta los
50 dias de edad con la misma dieta recibida por la madre duran-
te la prefiez. Tras su sacrificio con sobredosis de éter, los testi-
culos (n=10 cada grupo) fueron disecados, pesados, fijados en
Carnoy y refijados en formaldehido 4% en PBS. Los especimenes
fueron procesados con las técnicas histolégicas de rutina y colo-
reados con H-E. El peso testicular fue mayor en las ratas que in-
girieron la dieta hipocalcica (3.69 + 0.39 g) que las hipercélcica
(2.45 + 0.13 @) y controles (2.34 + 0.04 g). En la histologia
testicular se observé distintos cambios morfolégicos. En las ratas
3 con dieta hipercélcica hallamos tibulos seminiferos de contor-
no irregular, acimulos celulares intraluminales, gran cantidad de
espacios intercelulares con pérdida de la arquitectura epitelial e
imagenes compatibles con apoptosis. En el grupo 3 con dieta
hipocalcica se observé tabulos sin espacio luminal, células
germinales con imagenes compatibles con apoptosis. Los diferen-
tes patrones histolégicos encontrados sugeririan que tanto el
aumento como la disminucién del contenido de calcio en la dieta
ingerida por las madres y/o las crias afectan en distinta forma el
desarrollo normal del epitelio seminifiero influyendo en forma di-
ferencial en el metabolismo testicular.
101. (189) PARTICIPACION DEL SISTEMA ENDOCANNA-
BINOIDE Y EL NITRERGICO EN LA LIBERACION DE LOS
ESPERMATOZOIDES DEL EPITELIO OVIDUCTAL EN
BOVINOS. Osycka Salut C.}; Gervasi M., Perez Martinez
S3

Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botanicos (CEFYBO)
- Conicet - UBA? ? 3 <claudia.osycka@gmail.com>

Previamente demostramos en bovinos que la anandamida
(AEA), principal endocannabinoide, y su analogo estable MetAEA,
favorecen la capacitaciéon espermatica promoviendo la liberacion
de los espermatozoides (ESP) unidos a células epiteliales del
oviducto (CEO). Ademas varios estudios revelan la participacion
del 6xido nitrico (NO) en la capacitacién del ESP. Es sabido que
los receptores de cannabinoides pueden activar vias de sefiales
que regulan los niveles de NO intracelular. Por lo tanto, se pro-
puso estudiar la posible interaccion entre el sistema endocanna-
binoide y el nitrérgico en la capacitacién espermatica y en la
interaccion ESP-oviducto. Para ello, se realizaron experimentos
de capacitacion in vitro de ESP bovinos criopreservados. La eva-
luacién de la capacitacion se realiz6 mediante las técnicas de
clorotetraciclina y de induccién de la reaccion acrosomal por
lisofosfatidilcolina analizada con la lectina PSA unida a FITC. En
ambos casos, la incubacion de los ESP con MetAEA (1.4 nM) o
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AEA (1 nM) incrementé el porcentaje de ESP con patrén capaci-
tado (15%; p<0,01). La presencia de L-NAME (inhibidor de NO
sintasas) 6 de Hemoglobina (Hb: 30 pg/ml; secuestrador de NO)
en el medio de incubacion inhibi6 el efecto capacitante de los
endocannabinoides (p<0,01). A su vez, se realizaron co-cultivos
de ESP con CEO. Luego de 1 h de incubacién se agreg6 al me-
dio los distintos agentes para evaluar la liberaciéon de los ESP.
Los Resultados indicaron que la incubacion con NOC18 (1 uM;
dador de NO) o L-Arginina (10 mM; sustrato de las NOS) induce
la liberacién de los ESP de las CEO al igual que la AEA o MetAEA
(NOC18: 40%; L-Arginina 30%; AEA: 35%; MetAEA: 43%;
p<0,05). La presencia de L-NAME o Hb revirti6 el efecto de am-
bos endocannabinoides (p<0,01). En conjunto, los Resultados ob-
tenidos sugieren que la AEA podria inducir la capacitacion
espermatica y/o promover la liberacion de los ESP de las CEO a
través de la activacion de la via que involucra al NO en bovinos.
102. (291) ALTERACIONES DE LA CAPACIDAD DE ADHESION

DE LAS CELULAS DEL EPITELIO SEMINIFERO DE LA

RATA DURANTE EL DESARROLLO DE UNA ORQUITIS

AUTOINMUNE EXPERIMENTAL (OAE). Pérez C.}; Sobarzo
C.2; Jacobo P.3; Jarazo Dietrich S.*; Denduchis B.5; Lustig
L.6

Instituto de Investigaciones en Reproduccion* 2 3456
<ceciliaperez””@yahoo.com.ar>

La OAE se caracteriza por la presencia de un infiltrado

linfomonocitario intersticial y dafio severo del epitelio seminifero
(ES) que presenta apoptosis y descamacion de las células
germinales (CG). El objetivo de este trabajo es estudiar el esta-
do funcional de las uniones adherentes entre células de Sertoli
(S) y S-CG durante el desarrollo de la OAE. Se indujo OAE en
ratas por inmunizacién con antigenos espermaticos y adyuvantes.
Ratas del grupo control (C) fueron inyectadas soélo con
adyuvantes, estudiandose también ratas sin tratar (N). Las ratas
se sacrificaron a los 30 dias (d) de la primera inmunizacién, 50d
(orquitis focal) y 80d (orquitis severa). Previamente observamos
un aumento de la expresion de N-cadherina (N-cad) en las ratas
con OAE comparadas con los C. En este trabajo analizamos por
Western blot (Wb) la expresién de proteinas asociadas a la N-cad
[B-catenina (B-cat), p120 y a-catenina (a-cat)] que unen la N-cad
con la actina. Se detectd, en la OAE, un aumento en la expre-
sion de a-cat a los 50 y 80 d (media+tSEM, 50d: C: 0,9+0,05,
OAE:1,39+0,11*; 80d: C:0,42+0,13, OAE:2,21 + 0,5*, p<0,05) no
observandose cambios en la expresion de B-cat y p120. Por
microscopia confocal se observo la pérdida de la co-localizacion
de N-cad/B-cat y N-cad/p120, presente en los animales Ny C. Un
test de adhesioén celular aplicado a células obtenidas del ES re-
vel6 la presencia de grupos de células S-CG adheridas entre si
en ratas N y C, mientras que en las ratas con OAE las células
sélo se presentaron en forma aislada. La pérdida de la co-locali-
zacion mencionada asociada a la falta de adhesion celular (que
correlaciona, en la histopatologia testicular, con la descamacion
de CG) demuestra, en las ratas con OAE, una alteracién en la
funcionalidad de las uniones. Datos preliminares sugieren que la
alteracion en la adhesion de las células del ES en la OAE se debe
a cambios en el estado de fosforilacion en tirosina de N-cad y B-
cat, moléculas que componen las uniones adherentes.
103. (715) ¢EXISTEN SUB-POBLACIONES DE ESPERMA-
TOZOIDES HUMANOS QUE EXPRESAN DIFERENCIAL-
MENTE INTEGRINAS Y EL RECEPTOR DE PROGESTE-
RONA?. Diaz E.1; Pozo P.? Martinez E.%; Morales P.*

Laboratorio de Biologia de la Reproducci{on, Facultad de
Ciencias de la Salud. Universidad de Antofagasta® ? ° “.
<esdiaz@uantof.cl>

Previamente, demostramos que espermatozoides humanos
incubados en presencia de progesterona y fibronectina estimulan
de manera sinérgica la reaccion acrosémica. El objetivo de este
trabajo fue determinar si en una muestra seminal normal, existen
subpoblaciones de espermatozoides que expresen diferencial-
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mente integrinas y el receptor de progesterona. Para ello,
espermatozoides moviles, seleccionados por Percoll, fueron ca-
pacitados durante 18 hr. Luego, los espermatozoides fueron tra-
tados con: 1) anticuerpo anti-a6 (subunidad de la integrina que
reconoce laminina) conjugado con ficoeritrina (PE); 2) anticuerpo
anti-receptor de progesterona (rP) y un anticuerpo anti IgG (anti-
cuerpo secundario) conjugado con Cy5; o 3) con el péptido RGD
(que reconoce todas las integrinas que unen fibronectina) conju-
gado a FAM-5. Adicionalmente, los espermatozoides fueron tra-
tados con una una combinacion de los mismos. Los Resultados
fueron analizados por citometria de flujo y microscopia confocal.

Tabla 1. Porcentaje de espermatozoides humanos que exhi-
ben marca:

RGD a6 P RGD +a6 RGD +rP a6 +rP a6 + RGD + rP

76% 30%  20% 16% 20% 18% 6%

Los Resultados muestran que existen subpoblaciones de
espermatozoides humanos que expresan de manera diferencial re-
ceptores para fibronectina, laminina y el receptor de proges-terona.
Ademas, los datos sugieren que todos los esperma-tozoides que
expresan el rP coexpresan el receptor de laminina y fibronectina.
No todos los espermatozoides que expresan el receptor de laminina
y fibronectina coexpresan el rP. Fondecyt 11070051, 1080028.
104. (697) LA INHIBICION DE LA REACCION ACROSOMICA
INDUCIDA EN ESPERMATOZOIDES POR LA SECRECION
DE TEJIDO OVIDUCTAL HUMANO EN CULTIVO SE DE-
BERIA A FACTORES PROTEICOS . Zumoffen C.%; Caille A%
Munuce M.3; Cabada M.% Ghersevich S.°

Laboratorio de Estudios Reproductivos, Facultad de Cien-
cias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de
Rosario. 2 3; Area de Biologia, IBR,Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de
Rosario.* ; Laboratorio de Estudios Reproductivos, Facul-
tad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad
Nacional de Rosario.® <czumoffen@hotmail.com>

En contacto con la secrecién oviductal, los espermatozoides
(ESP) completan el proceso de capacitacion, adquiriendo la habili-
dad de sobrellevar la reaccién acrosémica (RA). En presencia de
un inductor adecuado los ESP capacitados son capaces de desa-
rrollar la RA in vitro. En este trabajo se evalué la influencia de los
componentes proteicos presentes en la secrecion de tejido oviductal
humano en cultivo (MC) sobre la RA inducida en ESP incubados
en condiciones capacitantes. El tejido tubarico de mujeres
premenopausicas se cultivd por 48 hs en medio DMEM/Ham'’s F-
12. Los MC colectados se dializaron (membrana de 10 kDa). ESP
moviles (swim up) de donantes normozoospérmicos se incubaron
bajo condiciones capacitantes por 6 h en presencia de MC ([pro-
teinas] 0, 0.2, 0.8 y 1.6 mg/ml) o de MC (1.6 mg/ml) tratado por
calor (100°C, 10 min). Al cabo de la incubacion se tomaron algu-
nas alicuotas de los ESP y se removio6 el MC por lavado, y se con-
tinud la incubacion por 4 h. A las 6 y 10 h se evalué la RA induci-
da por fluido folicular humano, utilizando Pisum sativum-FITC, con-
siderando como poblacién inducible (Pl) = % RA inducida - % RA
basal. Para el andlisis estadistico se utiliz6 ANOVA, seguido por
el test de Tukey-Kramer. La incubacién con el MC caus6 una dis-
minucion dosis-dependiente en la Pl (p<0.001). La disminucion en
la Pl en presencia del MC sugiere que el mismo estabiliza la mem-
brana espermatica. En los ESP lavados, la PI-10h fue
significativamente mayor que la PI-6h (p<0.001). Al retirarse el MC
la respuesta al inductor de RA fue similar a la del control, sugirien-
do que el efecto era mediado por factores removibles. En ESP que
fueron incubados 6 h en presencia de MC que fue inactivado pre-
viamente por calor no se observé disminucién en la Pl respecto del
control, indicando que el efecto era mediado por factores
termolabiles. Estos datos sugieren que los factores del MC
involucrados en esta modulaciéon de la RA serian de naturaleza
proteica. PICT 0115092, FONCyT.
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105. (824) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL

PROTEOSOMA DURANTE LA ESPERMATOGENESIS DE

RATON. Jara Gonzalez M.%; Ordenes K 2; Zapata H.?; Pereira
A% Diaz E.5

Departamento Biomédico, Facultad Ciencias de la Salud.
Universidad de Antofagasta. Antofagasta - Chile! 2 3 4 %
<mjara@uantof.cl>

La espermatogénesis corresponde a un conjunto de eventos
celulares que se desarrollan dentro del epitelio seminifero de los
mamiferos y que tiene como finalidad la formaciéon de
espermatozoides. En el ratén estos eventos pueden ser ordena-
dos en doce asociaciones celulares diferentes, conocidas como
los estados del epitelio seminifero. Durante la serie de transfor-
maciones celulares que ocurren durante la espermatogénesis se
ha demostrado que existe degradacion de proteinas citosélicas,
la que puede ser mediada por catepsinas, calpainas y por el sis-
tema ubiquitina proteosoma (SUP). Utilizando ratones machos
sexualmente maduros, obtuvimos por transiluminacién, segmen-
tos de tlbulos seminiferos que corresponden a los estados 1X, X
y XI (segmento PZ); XII, | 'y Il (segmento WS); Ill, IV y V (seg-
mento SS) y VI, VIl 'y VIII (segmento DZ). En homogenizados ob-
tenidos de los diferentes segmentos se evalu6 la actividad tipo
quimotripsina y tipo tripsina del proteosoma, tanto en presencia
o ausencia de un inhibidor especifico de éste (epoxomicina).
Nuestros Resultados indican que existe actividad tipo
quimotripsina en todas las zonas del epitelio seminifero del ratén,
siendo la actividad especifica mayor en el segmento DZ, menor
en los segmentos WS y SS y méas baja aun en el segmento PZ.
La actividad tipo tripsina sigue un patron similar siendo mayor en
el segmento DZ, pero no muestra diferencias estadisticas entre
los otros segmentos. El uso de epoxomicina inhibe ambas activi-
dades enzimaticas en todos los segmentos estudiados. La pre-
sencia del proteosoma en los diferentes segmentos fue confirmada
por Western blot para algunas subunidades de éste. El analisis
de Western blot, indica que no existen diferencias en la expre-
sién del proteosoma en las diferentes zonas del epitelio seminifero
estudiadas, lo que sugiere que el proteosoma podria estar
diferencialmente regulado en cada estado del epitelio seminifero
del raton.

106. (244) DESARROLLO IN VITRO DE EMBRIONES BOVINOS
ELECTROFUSIONADOS PRODUCIDOS POR FIV. Hiriart
M.%; Salamone D.2

Laboratorio de Biotecnologia Animal, Departamento de
Produccion Animal, Facultad de Agronomia, Universidad de
Buenos Aires' 2 <mineshiriart@gmail.com>

La fusion de blastomeras de embriones de 2 células es el
método mas efectivo para la generacion de embriones tetraploides
(4n). La agregacion de blastémeras 4n con células madre produ-
ce tejidos extraembrionarios 4n con baja contribucién de las mis-
mas al embrién propiamente dicho. El objetivo de este trabajo fue
fusionar a distintos voltajes embriones bovinos de 2 células ge-
nerados por FIV y evaluar su desarrollo in vitro. Para ello, com-
plejos ovocitos-cumulus fueron obtenidos por puncién folicular de
ovarios de mataderos y madurados durante 22h en condiciones
estandar. Se realizé6 FIV en medio BO, empleando 16 x 106
espermatozoides/mL y coincubando durante 5 h. Los presuntos
cigotos fueron cultivados en medio SOF, incubados a 39°C en at-
mosfera himeda y 5%CO,. Tras 20-22h de cultivo, embriones de
2 células fueron electrofusionados con 2 pulsos de 2; 1,6; 1,2 y
0,8 kV/cm aplicados por 25us y a un intervalo de 100ms (minimo
2 réplicas por grupo); luego fueron retornados a cultivo. La valo-
racion de la fusion de los embriones se realizé 1h después. Como
control se emplearon embriones producidos por FIV que no fue-
ron fusionados. Se evalu6 el N° de blastocistos a los 6 o 7 dias
post-FIV. En la Tabla 1 se muestran los Resultados obtenidos.
Tabla 1. Desarrollo in vitro de embriones bovinos de 2 células fu-
sionados a distintos voltajes
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Voltaje (kV/cm) N° total N° fusionados (%) Blastocistos (%*)
2,0 31 28 (90,32) 4 (14,29)a
1,6 43 40 (93,02) 9 (22,50)a
1,2 39 30 (76,92) 11 (36,67)ac
0,8 21 20 (95,24) 10 (50,00)bc
Control 16 16 (100) 9 (56,25)bc

*: En funcién del n° de embriones fusionados
a,b,c: Diferencia significativa entre tratamientos (Fisher, p<0,05)

Los Resultados indican que cuanto menor fue el voltaje aplicado,
la capacidad de desarrollo de los embriones fusionados fue
significativamente mayor. Si bien resta analizar la ploidia de los
blastocistos obtenidos, sorpresivamente embriones fusionados y
posiblemente 4n pueden desarrollar en alta proporciéon y a nive-
les similares a los no fusionados 2n.

107. (819 ) EFECTO DEL INHIBIDOR DE MICROUBULOS
DEMECOLCINE SOBRE LA ENUCLEACION QUIMICA DE

OVOCITOS BOVINOS. Moro L.%; Salamone D.2

Laboratorio de Biotecnologia Animal, Facultad de Agrono-
mia, UBA! 2 <|uciamoro®@hotmail.com>

La enucleacion del ovocito es un paso critico en la clonacién
animal y se logra por un sofisticado proceso de micromani-
pulacion. Un método mas sencillo es utilizar el inhibidor de
microtdbulos demecolcine (DMC) para inducir enucleacién quimi-
ca. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficiencia de este
método de enucleacion en el bovino. Ovocitos fueron colectados
de ovarios de matadero y madurados in-vitro en condiciones
estandar. Se activaron con ionomicina seguido por tratamiento con
DMC 4x10-3 pg/ml y cicloheximida (CHX) para inducir la enuclea-
cion. Una fraccion de este grupo se agit6 mecénicamente para
evaluar si favorecia el proceso. Los grupos control fueron ovocitos
activados con 6-DMAP y sometido a vortex, sin ser tratados con
DMC. Los embriones se cultivaron en medio SOF y se evalud el
desarrollo embrionario. Al dia 8 los presuntos cigotos fueron te-
fiidos con Hoechst 33342 y evaluados con microscopio de fluo-
rescencia para determinar la efectividad de la enucleacion. Los
Resultados se presentan en la Tabla 1.

Tablal. Desarrollo de ovocitos bovinos enucleados y activa-
dos partenogénicamente, sometidos a tratamiento con DMC y
CHX

Grupo n Clivados Méru- Blasto- Eva- Enuclea-
las citos luados dos
(%) (%) (%) (%)
DMC+CHX 48 20 (41,6)a 7 (14,6)ab 3 (6,3)a 39 15 (38,5)a
DMC+CHX 53 14 (26,4)a 4 (7,5)b 1(1,9)a 23 7 (30,4)ab
+ Vortex
6-DMAP 48 32 (66,6)b 18 (37,5)c 13 (27,1)b 36 4 (11)bc
6DMAP 45 20 (44,4)a 13 (289)cb 10 (22,2)b 29 1 (34)c
+ Vortex

a, b, ¢ Diferencia significativa entre tratamientos (Fisher p<0,05)

Los Resultados indican que el tratamiento con DMC y CHX indu-
jo la enucleacion de hasta el 38,5 % de los ovocitos. Los efecti-
vamente enucleados no desarrollaron, el grupo control mostré
porcentajes significativamente menores de enucleacion y altas
tasas de blastocistos. El grupo DMC+CHX+Voértex no varié con
respecto a DMC+CHX. En conclusion, la utilizacion de DMC per-
mite producir ovocitos enucleados de manera sencilla para ser
empleados en clonacién, sin necesidad de disponer de
micromanipulador.

108. (433) REGULACION DIFERENCIAL DE LA ACTIVIDAD
ENDOCRINA DE CELULAS DE LA GRANULOSA HUMA-
NA POR VARIANTES GLICOSILADAS DE FSH. Loreti N.%;

Andreone L.z, Ambao V.3; Campo S.*

Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas (CEDIE-
CONICET)* 2 3 4 <Inazareth@cedie.org.ar>
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Hemos observado que cambios en el grado de sializacion y
complejidad de los oligosacaridos de FSH se asocian con varia-
ciones en los niveles de inhibinas en distintas condiciones fisio-
l6gicas de la mujer. El objetivo del trabajo fue determinar el posi-
ble efecto diferencial de las variantes glicosiladas de FSHrh so-
bre la actividad esteroidogénica y la produccién de inhibina/
activina en una linea celular de granulosa humana: KGN. Se ais-
laron analogos de carga de FSHrh en un rango de pH 2.6-7.5 por
isoelectroenfoque preparativo. Se obtuvieron dos preparaciones:
acidicas (AC; pH<4) y basicas (BA;pH>5). Cromatografia en ConA
fue utilizada para aislar isoformas con diferente grado de comple-
jidad en sus oligosacaridos: complejos (NR) y de tipo hibrido (FR).
Las células fueron estimuladas con FSHrh entera o isoformas
(20ng/ml) para determinar estradiol (E2) en presencia de
androstenediona 100nM (24hs, RIE) e inhibina/activina (72hs,
ELISA). En condiciones basales las células produjeron: E2:
45.9+1.4pg/ugDNA; activina A, inhibina A y subunidad o de
inhibina (Pro-aC): 178.6+£16.1, 2.9+0.4, 4.0+0.1 pg/ugDNA, res-
pectivamente. La produccién de E2, InhA y Pro-aC fue estimulada
significativamente por FSHrh entera (p<0.01), sin embargo, resul-
té un estimulo mas potente para la producciéon de péptidos:
1.240.04; 2.1+0.2; 2.2+0.1, respectivamente, p<0.01 (xxEEM, ve-
ces de estimulo respecto del basal). La produccién de E2 fue esti-
mulada por analogos de carga menos sialilados (BAvsAC, p<0.01),
conteniendo oligosacaridos complejos (NRvsFR, p<0.01). Isoformas
menos sialiladas favorecieron la produccion de Pro-aC e InhA
(BAVSAC, p<0.001); variantes glicosiladas con oligosacaridos de
tipo hibrido (FRvsNR, p<0.001) fueron las mas biopotentes para
estimular la produccion de inhibinas. Estos Resultados sugieren que
el grado de sializacion y complejidad de los oligosacaridos de la
FSHrh modula en forma diferencial la actividad esteroidogénica y
la capacidad de producir inhibinas en células KGN.

109. (480) ANEXINA A2Y SICAI0EN EL EPITELIO OVIDUCTAL
DE MAMIFEROS. Teijeiro J.; Marini P.2

Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Uni-
versidad Nacional de Rosario; Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Rosario. IBR-CONICET* 2
<teijeiro@ibr.gov.ar>

En mamiferos euterios la interaccién espermatozoide-oviducto

genera la formacion de un reservorio y permite la seleccion de
espermatozoides con ciertas cualidades. Para la formacion del
reservorio, hemos propuesto a anexina A2 como el componente
oviductal para la interaccién con el espermatozoide. Esta proteina
también ha sido reportada como cumpliendo esta funciéon en bovi-
nos, junto con las anexinas Al, A4 y A5. Anexina A2 es una protei-
na calcio dependiente que se encuentra en muchos tejidos y dife-
rentes tipos celulares asociada a S100A10, formando un complejo
heterotetramérico. En este trabajo detectamos por western blot la
presencia de anexina A2 y S100A10 en el oviducto de varias espe-
cies de mamifero, indicando que podria tratarse de un mecanismo
extendido entre estos animales. Ademas, utilizando técnicas de
inmunohistoquimica localizamos ambas proteinas en células
epiteliales ciliadas del oviducto de cerdo. Por procedimientos de
extraccion diferencial a partir de membranas de células oviductales
y de células oviductales aisladas demostramos semicuantitativamente
por western blot la liberacion de anexina A2 y S100A10 de forma
creciente al extraer con Tritén X-100, NaCl y EGTA, sugiriendo que
el calcio podria estar involucrado en la interaccion de estas protei-
nas con la membrana. Experimentos de coinmunoprecipitacion utili-
zando extractos proteicos de membrana de células oviductales de-
muestran que anexina A2 forma complejos con S100A10 en esta
localizacién. De estos Resultados podriamos concluir que el com-
plejo anexina A2/S100A10 esté presente en el oviducto porcino y que
su interaccion con proteinas espermaticas podria ser parte del pro-
ceso de unién del espermatozoide al oviducto.
110. (739) PATRON DE EXPRESION DE OCT“ EN EL TEJIDO
GERMINAL DEL OVARIO FETAL Y PRE-PUBER DE
LAGOSTOMUS MAXIMUS. Freysselinard A.*; Leopardo N.2;
Inserra P.3; Fraunhoffer N.4; Willis M.5; Vitullo A.®
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Universidad Maimonides (CEBBAD)* 2 3 4 %
<leopardo.noelia@maimonides.edu>

OCT-4 es un factor de transcripciéon encargado de la regula-
cion de la expresion de genes tejido-especifico. Juega un rol en
el mantenimiento de la totipotencialidad de las células madres em-
brionarias y en el establecimiento de la linea germinal. Lagos-
tomus maximus, roedor caviomorfo, manifiesta supresion de la
apoptosis en el tejido germinal femenino en desarrollo, con proli-
feracion germinal irrestricta, que hace sospechar una renovaciéon
permanente de masa germinal aun luego del nacimiento. En con-
secuencia se analiz6 la expresién de OCT4 durante el desarrollo
de la linea germinal femenina en L. maximus mediante inmuno-
histoquimica y westernblot en ovarios de 9 embriones en estadios
temprano, medio y tardio de gestacion y de 3 hembras pre-
puberes. OCT4 mostré localizacion nuclear en las células ger-
minales primordiales durante la colonizacion y establecimiento en
la génada, en estadio temprano. Esta disminuy6 a medida que
comenzé la foliculogénesis a mitad de la gestacién donde la pro-
teina se transloca al citoplasma de células germinales en esta-
dios de la primera profase meiética. En gestacion tardia la expre-
sion se localiz6 tanto en citoplasma como en nulcleo de los
foliculos primordiales. En hembras prepUberes se observé en el
citoplasma de foliculos primordiales, primarios y secundarios y se
detectaron células germinales no foliculares en la corteza del 6r-
gano con expresion nuclear. Estos Resultados ponen de manifies-
to que OCT4 muestra un patrén de distribucion y expresion dife-
rencial espacio-temporal relacionado a la potencialidad de la cé-
lula germinal. La localizacién es nuclear en la etapa de prolifera-
cion mitética de oogonias y formacion de oocitos, en tanto que
su localizacion citoplasmatica se relaciona a los estadios tem-
pranos de la foliculogénesis. La deteccién nuclear en células
germinales tipo oogonia (no foliculares) en el ovario prepuber
sostiene la idea de una potencial renovacion postnatal de masa
germinal en el ovario de L. maximus.

111. (815) RELACION ENTRE LA REDUCCION DE LA POBLA-
CION FOLICULAR DURANTE DESARROLLO Y LA SIMUL-
TANEA EMERGENCIA DE ESTRUCTURAS NEUROFIBRI-
LARES/AXONALES EN EL OVARIO. Manzur T.}; Lahoz M.?;

Porta M.%; Torres M. Farinati Z.%; Nagle C.®
CIRHE; CEMIC?* 2 3 456 <pyk@fibertel.com.ar>

Justificacion: Las células germinales primordiales (CGP) y las
foliculares conforman el foliculo primordial (FP), que sufren una
reduccion cuantitativa, pre y postnatal, atribuyéndose a fenéme-
nos apoptéticos. Las CGP pluripotentes y pueden diferenciarse
hacia los tres linajes embrionarios. La reduccién podria relacio-
narse con la diferenciacion hacia otros tejidos, como las proyec-
ciones neuronales ovéricas. Objetivos: Establecer si la deplecion
de CGP se relaciona con su diferenciaciéon, como células madre,
hacia estructuras neurogénica. Metodologia: Bloques Utero-
ovaricos de fetos de monas Cebus apella de 120 dias (n=4), 160
dias (n=2) y neonatos de 30 dias (n=2), fueron procesados para
histologia e inmunohistoquimica para MAP2 y NF11. Los FP fue-
ron contabilizados a 200X. Se definieron secciones y se determi-
no el volumen para estimar la poblacién folicular por area ovarica.
Resultados: Los ovarios fetales mostraron reaccién positiva para
MAP2 y NF11 fundamentalmente en el ovocito y signos de acti-
vacion FP en los foliculos primarios al nacimiento. En neonatos
de 30 dias se observaron estructuras filamentosas NF11 positi-
vas estrechamente vinculadas en su origen a los ovocitos que se
extendian hasta el Gtero. Sin embargo fueron MAP2 negativas.
No se observaron en esta etapa neonatal otro tipo de estructuras
neuronales. En fetos a término tamafio relativo ovarico fue supe-
rior neonatos al de 30 dias. Los fetos de 120 dias mostraron ova-
rios completamente poblados de FP (2160 x mm2). En fetos a
término disminuyé de la poblaciéon de FP (330 x106 por mm2),
relacionado con activacion a estadios primarios. Los ovarios
neonatos de 30 dias presentaron una significativa disminucion de
FP (125 x106 x mm2). Conclusiones: Se observ6 una relacién
directa entre la reduccién de FP y la emergencia de estructuras
neurofibrilares/axonales desde los ovocitos, sugiriendo que la
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sobrepoblacion de FP fetales podria vincularse a una funcion
progenitora en la neurogénesis ovarica-uterina.
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112.  (399) LESION POR ISQUEMIA REPERFUSION HEPATI-
CA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE OCLUSION
VASCULAR EN RATON: ROL DE LOS TOLL-LIKE

RECEPTOR(TLR). De Santibafies M.%; Cristiano A.%; Picco
P.3; Destefano S.# Rodriguez P.%; Perez S.°; Bonofiglio C.7;

Resio N.%; Argibay P.°

Hospital italiano?, 2, 3456789
<martin.desantibanes@ hospitalitaliano.org.ar>

Introduccion: La isquemia y reperfusion (IR) es definida como
la acentuacion del dafio celular en un érgano isquémico después
del restablecimiento del flujo de O,. Se han descriptos numero-
sas proteinas en relacion a la fisiopatologia de dicha lesion, tal
es el caso de los Toll-Like Receptors (TLR). Hip6tesis: Relacion
entre la valoracion cuantitativa de los receptores TLR y la viabili-
dad de la célula hepética en diferentes periodos de IR. Material y
métodos: Se utilizaron 50 ratones machos de cepa C57BL/6. Se
incluyeron 3 grupos experimentales, un grupo control y un grupo
de cirugia simulada. Se realizé el clampeo del pediculo hepatico
por diferente cantidad de tiempo: 5 minutos, 10 min, 20 min. To-
dos los grupos tuvieron un tiempo de reperfusion de 3 horas. Se
realiz6 dosaje de enzimas hepéaticas (GOT-GPT). Estudio
histolégico con Hematoxilina-eosina (H-E). Inmunofluores-
cencia anti TLR 4. Resultados: Los test estadisticos utilizados fue-
ron el andlisis de varianza (ANOVA), y el test de Bonferroni. Los
valores de GOT y GPT mostraron un incremento significativo a
mayor tiempo de IR. Los cambios histolégicos con H-E demos-
traron dafios celulares que variaron desde tejido normal (cirugia
simulada) hasta necrosis focal (20 minutos). La inmunohistoqui-
mica, muestra que la expresion de TLR aumenté a medida que
se incremento el tiempo de isquemia, siendo la maxima intensi-
dad a los 10 minutos. Para evaluar la existencia de correlacion
entre los valores de GOT y GPT, como indicadores de lesion ce-
lular y el patrén inmunohistoquimico de tincién, se utilizé una co-
rrelacion no paramétrica (Spearman). Se consider6 como punto
de corte un valor de p menor de 0,05.

GOT vs IHQ GPT vs IHQ

Valor de p 0.0207 0.0235

Conclusion: La correlacién entre los valores de GOT y de GPT
con relacion al patrén de dispersiéon de inmunohistoquimica, asi
como las descripciones de los cortes tefiidos con hematoxilina,
evidencian que las lesiones por IR presentan una relacién direc-
ta con el tiempo de clampeo vascular.

113. (747) ROL DEL ACIDO HIALURONICO EN UN MODELO
DE INFLAMACION PULMONAR. Emst G.; Cordo Russo
R.Z Mascar6 M.%; Alvarez E.#; Hajos S.5

Catedra de Inmunologia - IDEHU, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA-CONICET" 2 345 <glenda.uba@gmail.com>

El &cido hialurénico (AH), a través de su interaccién con CD44,
actla como modulador de la respuesta inflamatoria en pulmoén,
funcién que depende de su tamafio molecular. El AH de bajo peso
molecular (AH-BPM), pero no AH de alto peso molecular (AH-
APM), estimula la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias. El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar en el fluido broncoalveolar (BAL)
de ratones con hipersensibilidad inducida por un alergeno los ni-
veles de AH, la expresion de CD44 y la capacidad migratoria de
dichas células hacia AH. Se establecié un modelo que produce
inflamacién  pulmonar por inoculacién intranasal con
Dermatofagoides Pteronyssinus (Dp) en ratones BALB/c, siendo
el grupo control inoculado con solucion fisiolégica (SF). El prick
test confirmd que los animales estaban sensibilizados con el
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alergeno. Se midi6 la concentracion de AH en el BAL por ELISA,
observandose un aumento significativo en los ratones tratados
respecto del control (49.0+5.1% vs 18.4+1.2%, p<0.05). Por
citometria de flujo se determin6 el porcentaje de células CD44+
en el BAL siendo en los ratones tratados significativamente ma-
yor que en el grupo control (62+4.2% vs 31.35+5.16%, p<0.05).
El andlisis de la capacidad migratoria de las células del BAL ha-
cia AH-BPM mostr6 que las células de animales tratados presen-
taron un aumento significativo del indice de migracién respecto
de los ratones control (1.4 vs 1.0, p<0.05), este efecto no se ob-
servo en la migracion hacia AH-APM. Se concluye que la infla-
macion pulmonar inducida por Dp estaria relacionada con el au-
mento en los niveles de AH en el BAL, con la expresion de CD44
(su receptor) y con la capacidad quimiotactica del AH-BPM sobre
las células del BAL, hechos que sugieren la participacion del AH
en la inflamacién pulmonar.

114. (481) LA CELULA BRONQUIOLAR DE CLARA ES CAPAZ
DE ESTABLECER FRENTE A LPS UNA RESPUESTA IN-
MUNE INNATA EN SIMULTANEO CON UNA REPUESTA
ANTINFLAMATORIA PROTECTIVA. Garcia L.}; Roth F.%;
Uribe Echevarria E.%; Maldonado C.*

Centro de Microscopia Electrénica, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cordoba! 2 3 4.
<bingarcia@hotmail.com>

Al ser el epitelio bronquiolar el primer sitio de encuentro con

injurias de diverso indole cuenta con mecanismos que regulan la
inflamacion a fin de reponer la homeostasis. Clave en este proce-
so es la Célula de Clara (CC) ya que exhibe capacidad
antinflamatoria e inmunomoduladora, al secretar la proteina CC16
y mecanismos de la inmunidad innata (ii) como el antimicrobiano
surfactante D (SP-D). En estimulos Th2 como el asma estos me-
canismos son sensiblemente alterados. Por ello y en base a nue-
Vos avances en la terapéutica que tienen como fin reponer el equi-
librio Th1/Th2, nuestro objetivo fue evaluar la respuesta de la CC
frente al estimulo Th1 inducido por el lipopolisacarido (LPS), ligan-
do del receptor TLR4. Para ello ratones hembras BALB/c fueron
instilados via intranasal con 10 pg/50ul de LPS, y sacrificados a
las 4, 6, 8 y 24 horas. Cambios morfolégicos se evaluaron mediante
microscopia foténica y electronica en muestras de pulmén y me-
diante inmunocitoquimica los cambios en la expresion de CC16,
TLR4, SP-D y TNFa. En lavado bronquioalveolar (LBA) se realizé
recuento poblacional y cuantificacion de TNFa por ELISA. Se ob-
servo que en forma temprana LPS induce intensa inmunomarcacion
de CC16, SP-D, TNFa y TLR4 a las 4 y 6 horas, en correlaciéon
con el incremento de TNFa por ELISA (p<0,001) y de neutréfilos
en LBA. A nivel ultraestructural se observo hipertrofia de las célu-
las, y signos de activacion como aumento del RER que se marcé
intensamente para CC16 por inmunoelectro microscopia. A las 8
horas la CC muestra dilatacién de las cisternas del RER en acuer-
do con disminucion de TLR4, TNF4, CC16 y SP-D. A las 24 horas
la mayor parte de los parametros se normalizaron. Estos Resulta-
dos indican que la CC responde activamente al estimulo Th1 por
LPS con aumento en la expresion de moléculas propias de la ii y
antinflamatorias, coincidiendo con los cambios morfolégicos. Este
tipo de respuesta podria ser utilizada en futuros estudios para
modular la inflamacién alérgica.
115. (443) ROL DEL RECEPTOR DE HORMONAS TIROIDEAS
BETA * EN LA REGULACION DE LA RESPUESTA INMU-
NE INDUCIDA POR GLUCOCORTICOIDES. Mascanfroni I.%;
Alamino V.2; Montesinos M.%; Susperreguy S.* Rabinovich
G.5 Pellizas C.¢

CIBICI-CONICET* 2 3 4 IBYME-CONICET®; CIBICI-
CONICET® <imascan@fcg.unc.edu.ar>

Los glucocorticoides (GC) modulan las respuestas immunes
y son ampliamente usados en desérdenes inflamatorios y
autoinmunes. Numerosos estudios han enfatizado el rol de las
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células presentadoras de antigeno (APC) en la supresion de la
inmunidad mediada por GC. Las células dendriticas (DC) son las
principales CPA capaces de estimular células T naive regulando
la inmunidad adaptativa. Recientemente demostramos que NFkB
interacta funcionalmente en la regiéon promotora de TRB1, regu-
lando la expresion de la proteina y poniendo en evidencia a TR31
como nuevo gen target de NFkB. El objetivo del presente estudio
fue investigar el rol de TRB1 en la modulacion de la respuesta
inmune inducida por GC. DC se obtuvieron de células de médula
6sea de ratén cultivadas en presencia de GM-CSF, las células
fueron tratadas con Dexametasona 10-8 M (DX) durante 24 h o
transfectadas con siRNA para TRb1l y posteriormente expuestas
a la accion de LPS durante 18. Marcadores de maduracion y la
secrecion de IL-10 fueron evaluados. La expresion de TRb1 fue
determinada por WB y la de IL-27 cuantificada por PCR en tiem-
po real. Los Resultados indicaron que el efecto mediado por LPS
en DC (incrementada expresion de CD40, CD80, CD86) fue pre-
venido tanto por el tratamiento con DX (P < 0.01) como por el
silenciamiento de TRb1 (P < 0.01), méas aun estas DC mostraron
un fuerte incremento en la expresiéon de IL-27 (3 y 5 veces vs.
Control respectivamente, P < 0.01) e indujeron una incrementada
secrecion de IL-10 en co-cultivo con linfocitos T alogénicos (400
y 800 pg/ml vs. 60 pg/ml control, P < 0.001). Sorprendentemente
la expresion de TRb1 en DC tratadas con DX fue draméticamen-
te disminuida. Estos Resultados indican fuertemente un importante
rol de TRb1 en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa
mediada por DC, abriendo nuevas perspectivas para la mani-
pulacion de estas células lo cual podria tener profundas
implicaciones en inmunoterapéuticas, incluyendo autoinmunidad
y cancer.

116. (756) TRIIODOTIRONINA (T3 PROMUEVE EL DESARRO-
LLO DE UNA RESPUESTA CITOTOXICA ANTIGENO-ES-
PECIFICA A TRAVES DE LA MODULACION DE LA FUN-

CION DE LAS CELULAS DENDRITICAS. Alamino V.3
Mascanfroni |.2; Montesinos M.3; Susperreguy S.% Morén G.5;

Masini-repiso A.%; Rabinovich G.7; Pellizas C.®

CIBICI-CONICET* 2 3 456 IBIME-CONICET’; CIBICI-
CONICET? <valamino@fcg.unc.edu.ar>

Previamente demostramos que células dendriticas (DC) de
ratéon expresan el receptor de hormonas tiroideas beta 1 (TRB1)
y que niveles fisioldgicos de la hormona tiroidea activa
(triiodotironina, T3) estimulan la maduracion de DC y la produc-
cién de IL-12, aumentando la capacidad aloestimulatoria de
linfocitos T y direccionando la respuesta hacia un perfil Thl. El
objetivo de este trabajo fue investigar la capacidad de DC esti-
muladas con T3 de modular 1) la citotoxicidad antigeno especifi-
ca in vivo y 2) la presentacion cruzada de antigeno in vitro. Para
1) DC fueron pulsadas con OVA+T3 (5nM) por 30 min e inyecta-
das endovenosamente (ev) a ratones C57BL/6. Siete dias post-
inmunizacion, los ratones fueron inyectados ev con una mezcla
de esplenocitos (1:1; control:OVA257-264) marcados con CFSE
a distintas concentraciones (0.5 puM control:3 uM OVA257-264).
Veinticuatro h post-inyeccion los bazos de los ratones inmunizados
fueron procesados para la determinaciéon de la abundancia de
células marcadas con CFSE por citometria de flujo. Para 2) DC
pulsadas con OVA+T3 fueron co-cultivadas durante 24 hs con
células de hibridoma B3Z (reconocen OVA exclusivamente en el
contexto MHC ). Se midieron los niveles de B-Gal (expresion
controlada por el promotor de IL-2) en sobrenadantes. Nuestros
Resultados indicaron: 1) T3 aument6 la habilidad de DC de esti-
mular una respuesta citotdxica antigeno-especifica (reduccién de
células marcadas con CFSE 3uM), 2) T3 increment6 la presenta-
cion cruzada de OVA (aumento de la expresion de BGal). Estos
Resultados evidencian el rol critico de la hormona tiroidea en la
induccién de una respuesta citotoxica antigeno especifica, lo cual
podria tener implicancias en los diversos deso6rdenes
inmunoldgicos evidenciados en las patologias tiroideas. Mas aun,
serian relevantes en inmunoterapia, incluyendo cancer.
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117. (157) ZNT8A: IMPLEMENTACION DE UN NUEVO MARCA-
DOR INVOLUCRADO EN LA DIABETES MELLITUS
AUTOINMUNE. Trabucchi A.%; Faccinetti N.2; Guerra L.3;

lacono R.# Poskus E.%; Valdez S.¢

Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y Bio-qui-
mica, Universidad de Buenos Aires; Instituto de Estudios de
la Inmunidad Humoral Prof. R. A. Margni (IDEHU),
CONICET-UBA! 2 3 45 6, <atrabucchi@ffyb.uba.ar>

La Diabetes Mellitus (DM) tipo 1 es una enfermedad
autoinmune érgano-especifica dependiente de células T. La pre-
sencia de autoanticuerpos especificos contra proteinas de los is-
lotes pancreéticos circulantes (marcadores) es indicio de la
autoinmunidad subyacente que precede a la enfermedad clinica.
La medida combinada de anticuerpos anti-glutamato decar-
boxilasa (GADA), anti-proteina tirosina fosfatasa 1A-2 (I1A-2A) y
anti-insulina/proinsulina (IAA/PAA) identifica a mas del 80% de los
pacientes en debut o en riesgo de desarrollar diabetes. En 2007
se identificé un nuevo autoantigeno, el transportador de Zn, ZnT8,
especifico de células beta pancreaticas, sumandose a la triada
clasica un nuevo marcador de autoinmunidad. Objetivos: deter-
minar la prevalencia de anticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A) en indivi-
duos diabéticos debutantes y grupos de riesgo, y en la poblacion
diabética adulta tipo LADA. Metodologia: se estudiaron mediante
el método de referencia RBA (Radioligand Binding Assay, o téc-
nica de union de radioligando), muestras de pacientes debutan-
tes con DM tipo 1 y muestras de individuos diabéticos diagnosti-
cados en edad adulta. Los Resultados se expresaron en Unida-
des de Desvio Estandar (sDS). Resultados: sobre el total de 71
pacientes con DM tipol evaluados, 55 (77%) resultaron positivos
para GADA, 22 (31%) resultaron positivos para IA-2A, 35 (49%)
para IAA y 48 (68%) fueron positivos para ZnT8A. En individuos
con DM diagnosticada en la edad adulta (n=55), las prevalencias
relativas de los distintos marcadores fueron 22% para GADA, 7%
para 1A2A, 9% para ZnT8A y 25% para IAA. Conclusiones: El
descubrimiento de ZnT8 como el 4to autoantigeno en diabetes
provee una medida adicional para la incidencia y progresion de
la enfermedad. La determinacion de ZnT8A junto con otros mar-
cadores aumenta la sensibilidad de deteccion de autoinmunidad
de un 84% a mas del 94% en DM tipol.

118. (59) ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA EN NINOS CON
HEPATITIS AUTOINMUNE TIPO | SOMETIDOS A TRATA-
MIENTO INMUNOSUPRESOR. Ferreyra Solari N.; Galoppo

C.2; Cuarterolo M.3; Garrote J.%; Cherfiavsky A.°

Laboratorio de Inmunogenética, Hospital de Clinicas, Buenos
Aires, Argentina.; Hospital de nifios “Dr. Ricardo Gutiérrez”,
Buenos Aires, Argentina.? ; Hospital de nifios “J.P.Garrahan”,
Buenos Aires, Argentina.® ; Unidad de Investigacion. Hospi-
tal Clinico Univeristario-IECSCYL. Valladolid, Espafia.*; La-
boratorio de Inmunogenética, Hospital de Clinicas, Buenos
Aires, Argentina.® <nachieuge@yahoo.com.ar>

La inmunosupresion es el tratamiento convencional para la
Hepatitis Autoinmune tipo | (HAI). Los riesgos de recaida indican
que éste no debe interrumpirse a pesar de ser alcanzada la re-
mision bioquimica. Un desbalance en poblaciones inmuno-
regulatorias y mediadores inflamatorios serian responsables del
inicio/perpetuacion del ataque autoinmune. Nos propusimos eva-
luar la expresion de transcriptos asociados a presencia y/o con-
trol funcional de subpoblaciones efectoras e inmunoregulatorias
en pacientes al diagnéstico (HAI) y durante la en remision
bioguimica por tratamiento inmunosupresor (HAIr). Estudiamos la
expresion de FoxP3, Va24, TGF-B, IL-6, IL-21, IL-27p28, IL-
23p19, IL-12p35, IL-12p40, IL-17 e IFNy en HAI (n=12), HAIr
(n=22) y controles (Co; n=15) mediante real-time PCR. Los Re-
sultados fueron analizados con test Krustall-Wallis. Demostramos
mayor expresion de FoxP3, IL-21 e IFNy en HAI con respecto a
HAIr (p=0.001, p=0.02, p=0.03) y Co (p=0.0003, p=0.03,
p=0.0006). La expresion de Va24, IL-27p28 e IL-12p40 fue ma-
yor en HAI (p=0.001, p=0.05, p=0.05) y HAIr (p=0.05, p=0.0003,
p=0.05) con respecto a Co. No se encontraron diferencias para
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los transcriptos de TGF-B, 1L-23p19, IL-12p35 e IL-17. La activi-
dad inmune en HAI se caracteriza por la expresion de IFNy, IL-
12p40 e IL-27p28, asi como Va24 (células NKT) y FoxP3 (LTreg)
que reflejan la presencia simultdnea de respuesta innata y
adaptativa (Th1). Sin embargo, no encontramos indicios de inter-
vencion de la respuesta Th1l7 en esta patologia. El intento de
contrarrestar el ataque autoinmune evidenciado por un aumento
local de LTreg, seria funcionalmente impedido por IL-21, que in-
duciria resistencia a la acciéon supresora de los LTreg sobre
LTCD4+. Algunos marcadores inflamatorios permanecen altera-
dos aun en remision bioquimica. Estos Resultados sugieren la
necesidad de implementar nuevas estrategias terapéuticas que
pudieran llevar la actividad inmune al minimo.

NEUROCIENCIAS 1

119.  210) TRABAJO EN TURNOS, SUENO REDUCIDO Y
CORTISOL SALIVAL EN CONDUCTORES DE COLECTI-
VOS DE CORTADISTANCIA. Diez J.%; Vigo D.?, Perez Lloret

S.3 Rigters S.% Role N.5; Cardinali D.5; Perez Chada D.”

Universidad Austral, Departamento de Fisiologia® ; Univ.
Buenos Aires; CONICET? ; Univ. Buenos Aires®* % ; Univ.
Buenos Aires, Univ, Catdlica Argentina® ; Hospital Austral’.
<diezjoaquinjose@gmail.com>

El trabajo en turnos no diurnos (fuera del horario 7:30-8:00 a

17:00-18:00) se asocia en distintas poblaciones a un aumento en
el riesgo de accidentes y a la presencia de patologias crénicas
como obesidad, resistencia a la insulina e hipertension. Las alte-
raciones en el ritmo suefio vigilia y en el ritmo de secrecion de
cortisol pueden justificar dichos trastornos. El objetivo del presente
trabajo fue explorar si existen diferencias en dichos parametros
entre distintos turnos de trabajo en una muestra de conductores
profesionales de transporte de pasajeros urbano. Se evaluaron 48
conductores de colectivos varones durante 7 dias mediante un
actigrafo de mufieca, acompafiado por una agenda diaria de sue-
fio. Entre el tercer y cuarto dia se evalud la diferencia dia (7am) -
noche (10pm) de cortisol salival. La muestra fue dividida en dos
grupos segun si trabajaban a la mafiana (n = 18) o a la tarde (n
= 30). Se buscaron diferencias de tiempo total de suefio (TTS),
eficiencia de suefio (EFS), cortisol matutino (CM), cortisol noctur-
no (CN) y diferencia dia noche de cortisol (DC) entre los grupos
resultantes mediante el test de t para muestras independientes.
Los valores se expresan como media * error estandar. El horario
del turno mafiana (M) fue de 7.98 + 1.32 a 16.65 + 1.27 y el
del turno tarde (T) de 12.52 + 1.13 a 20.54 + 4.04. Se encontra-
ron diferencias significativas en los valores de TTS (M: 325,96 min
+68.28; T: 386,16 min + 50.16; p = 0.002) y DC (M: 0.089 + 0.229;
T: 0.245 + 0.247; p = 0.038), siendo CM, CN y EFS similar en
ambos grupos. Conclusiones: El trabajo en el turno mafiana se
asocioé a un menor tiempo de suefio y a una pérdida de la dife-
rencia dia noche de cortisol. Futuros estudios deberan evaluar si
existe relacion de estos pardmetros con el riesgo de accidentes
y la aparicion de patologias crénicas.
120. (363) DIABETES MELLITUS DE TIPO I: IMPLICANCIAS
SOBRE LA HIPERGLUCEMIA Y LOS RITMOS CIRCA-
DIANOS. Ramos Lobo A.}; Vignolo M.?; Gobetto M.3;
Karadayian A.#; Scacchi Bernasconi P.5; Cutrera R.°

Laboratorio de Neurobiologia y Ritmos, Depto. de Fisiolo-
gia, Facultad de Medicina, UBA.1 23456
<angieramoslobo @gmail.com>

En mamiferos, los nucleos supraquiasmaticos hipotalamicos
(NSQ), reconocidos como el reloj endégeno central, coordinan los
ritmos en todo el organismo, regulando los cambios diarios y
estacionales y estableciendo ademas una jerarquia sobre los re-
lojes periféricos. Por otra parte, la diabetes mellitus tipo | (DM)
es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia,
polifagia, polidipsia y glucosuria. El objetivo de este trabajo fue
estudiar el efecto de la DM sobre los osciladores periféricos del
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raton C57BL/6, analizando pardmetros de la actividad de rueda:
media (ME), amplitud (AM) y acrofase (AF) y el efecto de la activi-
dad fisica sobre la glucemia (GLC). Ratones machos C57BL/6 de 8
semanas se mantuvieron en un fotoperiodo 12:12 LD. Algunos de
ellos recibieron estreptozotocina (STZ) para inducir DM (170mg/kg).
Posteriormente, se dividieron en 4 grupos: 1) buffer citrato con rue-
da disponible (CT/R), 2) buffer citrato sin rueda disponible (CT/SR),
3) estreptozotocina con rueda disponible (STZ/R) y 4)
estreptozotocina sin rueda disponible (STZ/SR). Se evalud la activi-
dad de rueda durante 30 dias post-inyeccion. Se analizé la ME, la
AMy la AF en animales CT/R y STZ/R. Se determiné la GLC a los
dias 0 (basal), 10, 30 y 60, post-inyeccion en los 4 grupos. Los STZ/
R aumentaron su GLC respecto a los CT/R en los tres puntos consi-
derados (p<0.001). Lo mismo se observé para los animales sin rue-
da (p<0.001). La GLC de los STZ/R no difiri6 significativamente de
los STZ/SR, aunque se observé una tendencia al aumento en los
STZ/R (p=0.08). Respecto a la actividad de rueda, los STZ/R pre-
sentaron menor AM que los CT/R (p=0.029) asi como un corrimien-
to de la AF (p=0.026).La ME de los STZ/R no mostré diferencias sig-
nificativas con sus controles pero disminuyé considerablemente
(p=0.058). Se concluye que la actividad fisica provocada por la rue-
da no fue suficiente para modificar la hiperglucemia en los STZ. Sin
embargo, los osciladores periféricos parecen alterarse.

121. (737) LA DISMINUCION EN LA DISPONIBILIDAD DE HIE-
RRO PREVIENE LA DESMIELINIZACION INDUCIDA POR
CUPRIZONA. Badaracco M.}; Rosato Siri M.2; Ferrari A3,
Toscano M.% Rabinovich G.%; Pasquini J.6

Departamento de Quimica Biologica, Facultad de Farmacia
y Bioquimica. UBA! 2 ; Instituto de Estudios de la Inmunidad
Humoral “Prof. R A Margni”. IDEHLF ; IBYME-CONICET* ® ;
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Farmacia
vy Bioquimica. UBA® <mebadaracco@yahoo.com.ar>

La Esclerosis Mdultiple es una enfermedad inflamatoria
desmielinizante del SNC. Se ha demostrado que la deficiencia
de Fe protege del desarrollo de una Encefalomielitis Autoinmune
Experimental (EAE). Trabajando con otro modelo de desmieli-
nizacién en ratas inducido por ingesta de Bis-(ciclohexanona)-
oxaldihidrazona (Cuprizona CPZ), observamos que el efecto de
CPZ en roedores destetados evidencia una desmielinizacion téxica
en que la apoptosis de oligodendrocitos maduros precede a la
desorganizacion de las vainas de mielina. Pasquini (2007) infor-
maron que los efectos de la intoxicacion por CPZ dependen de
la activacion previa de la microglia. Nuestro objetivo es estudiar
si el Fe media el efecto desmielinizante en este modelo. Ratas
Wistar prefiadas se alimentaron con dieta control (40 mg Fe/kg)
o deficiente en Fe (ID) (4-6 mg Fe/kg). A los 3 dias post natal fue-
ron inyectadas intracranealmente (ICI) con solucién salina o
apotransferrina (aTf). Post destete, algunos animales de cada gru-
po se intoxicaron con 0.6% de CPZ por 2 semanas. El grado de
desmielinizacion se analizé6 por tincién de mielina e inmu-
nohistoquimica (IHQ) con Acs anti proteina béasica de mielina
(MBP). La activacién de microglia se estudié por IHQ con CD11b
y se evaluaron parametros de respuesta inflamatoria -perfiles de
citoquinas y activacion de células Treg (Foxp3, Gata3, Thet). La
CPZ no indujo desmielinizacion tan severa en estos animales como
en los controles. En los ID la inmunoreactividad contra CD11b fue
marcadamente menor. La ICI de aTf incrementd la mielina en con-
troles y en ID, siendo el efecto de CPZ mayor en animales previa-
mente inyectados con aTf; dado que la aTf favorece la maduracion
de precursores oligodendrogliales (Paez 2000), puede afirmarse
que CPZ afecta preferencialmente los oligodendrocitos maduros.
El modelo ID también aporta evidencias de asociacién entre intoxi-
cacion con CPZ y respuesta inflamatoria
122. (750) EFECTO NEUROMODULADOR POSITIVO DE PRO-
GESTERONA SOBRE LAS TERMINALES DOPAMI-
NERGICAS DEL CUERPO ESTRIADO DE RATAS SOME-
TIDAS ANEURODEGENERACION CON ¢ OH-DOPAMINA.
Casas S.%; Giuliani F.2; Nanfaro F.3; Cerioni S.%, Yunes R.5;
Cabrera R.®
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Area de Farmacologia Facultad de Ciencias Médicas
UNCuyo Centro de Investigacién Superior Universisdad de
Mendoza LINCE IMBECU CONICET* 2 3 4 5 6
<casas_sebastian@hotmail.com>

Los esteroides neuroactivos son sintetizados por las glandu-
las esteroidogénicas periféricas y actlian sobre sistema nervioso
central modulando su funcionalidad. Clasicamente se ha asocia-
do a los esteroides sexuales con los procesos reproductivos y del
comportamiento asociado. En los Ultimos afios se los ha propuesto
como potentes inductores de neuroproteccién y neurorrege-
neracién frente a neuropatologias experimentales. Nuestro obje-
tivo fue estudiar si progesterona (P) administrada s.c modifica el
patron de liberacion de dopamina (DA) de las terminales
dopaminérgicas nigroestriatales, en ratas macho lesionados con
60H dopamina. Se disefiaron 4 grupos experimentales: 1) Sham,
2) Lesionados, 3) Lesionados y tratados a los 7 dias post-lesion
(3 dosis de progesterona s.c 4mg/kg) 4) Lesionados y tratados a
las 24 hs post-lesion (3 dosis de progesterona s.c 4mg/kg). A las
8 semanas post-lesion, los animales fueron sacrificados por de-
capitacion y se evalué la actividad dopaminérgica de los cuerpos
estriados derecho e izquierdo en forma individual, utilizando el
método de superfusion dindmica. Los Resultados se expresaron
como la media + SEM del porcentaje de 3H-DA liberada, induci-
da por K+ ,respecto de la liberacion basal.Se analizaron por “t*
Test (p<0.05 fue significativo) (n=10/grupo). El grupo 1 no mos-
tré diferencias significativas en las liberaciones entre ambos cuer-
pos estriados, (derecha (D)=46.0+4.76%; izquierda (I)=
42.8+2.3%). Diferencias significativas fueron observadas en el
grupo 2 (D=53.8+ 4.1; |I= 25.5+1.67%; p<0.0001). Contrariamen-
te no se observaron diferencias significativas en el patron de li-
beracion de dopamina tanto en el grupo 3 (D=38.7+3.7%;
1=30.0£1.7%) como en el grupo 4 (D= 40.0+£3.2%; |= 32.7+3.2%)
La administracion subcutanea de progesterona ejerce un efecto
neuromodulador positivo a largo plazo, sobre las terminales
nigroestriatales dopaminérgicas, proponiendo a este esteroide
como un potencial neuroprotector frente a noxas neurotéxicas.

123. (198) RELACION ENTRE FACTORES PRONOSTICOS DE
LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA Y HORMONAS
ESTEROIDES ENDOGENAS. Gargiulo Monachelli G.%;
Meyer M.?; Rodriguez G.3; Garay L.% Sica R.5; De Nicola A.5;
Gonzalez Deniselle M.”

Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET, Di-
visién Neurologia del Hospital Ramos Mejia' ; Instituto de
Biologia y Medicina Experimental-CONICET? ; Division Neu-
rologia del Hospital Ramos Mejia® ; Instituto de Biologia y
Medicina Experimental-CONICET* ; Secretaria de Ciencia
y Técnica, Faculta de Medicina, Universidad de Buenos Ai-
res.® ; Instituto de Biologia y Medicina Experimental-
CONICET; Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires® 7. <gargiulo@dna.uba.ar>

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
degenerativa de la motoneurona. Mayor edad, menor tiempo al
diagnéstico, inicio bulbar y progresion rapida son indicadores de
mal pronoéstico. Previamente demostramos aumento de proges-
terona (PROG) y cortisol séricos en pacientes respecto a contro-
les. El objetivo fue estudiar la relacion entre PROG, cortisol y
testosterona total con factores prondsticos, ritmo de progresion y
sobrevida. Se seleccionaron 27 pacientes y 21 controles parea-
dos por edad y género, y se evaluaron niveles séricos hormona-
les por radioinmunoensayo (RIA). En los pacientes se hallaron
niveles 1.4 veces superiores para las 3 hormonas: PROG [ELA
(mediatSEM): 0.55+0.06 ng/ml vs control: 0.38+0.04 (p<0.05)],
cortisol [17.02+1.60 mg/dl vs 11.83+1.38 (p<0.05)] y testosterona
[306.15+55.94 pg/ml vs 213.06+45.52 (p=ns)]. Pacientes mascu-
linos presentaron PROG vy testosterona mas elevadas que los
femeninos [PROG: hombres 0.66+0.085 ng/ml vs mujeres
0.37+0.061 (p=0.02) y testosterona: 501.58+64.36 pg/ml vs
35.57+4.97 (p<0.001)], sin diferencias para cortisol. Entre pacien-
tes vs controles del mismo género, solo fue significativo el aumen-
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to de testosterona en mujeres con ELA [35.57+4.97 pg/ml vs
18.58+4.01 (p=0.01)]. Con respecto a factores pronoésticos, hubo
correlacién negativa entre PROG y edad (RRho= -0.48, p=0.01)
y positiva con tiempo al diagnéstico (RRho=0.36, p=0.06). Se
observé menor PROG en ELA bulbar (p<0.05) y en pacientes de
progresion rapida (p=0.008). Se demostr6é una correlacién positi-
va entre niveles de progesterona y meses de sobrevida
(RRh0=0.43, p=0.04). No se hall6 correlaciéon entre estos
pardmetros y cortisol o testosterona. En conclusion, los niveles
enddgenos hormonales elevados en ELA podrian ser secundarios
a activacion del eje hipotadlamo-hipofiso-adrenal. Sin embargo,
s6lo PROG demostré asociacion positiva con buen prondstico y
sobrevida, sugiriendo la influencia favorable de la PROG
enddgena sobre la evolucion de la ELA.

124  (60) RECEPTORES DE ADENOSINA A?A: MECANISMOS
DE FACILITACION PRESINAPTICA EN TERMINALES
NERVIOSAS MOTORAS. Palma A.}; Muchnik S.?; Losavio
A_3

Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari* ? 3
<idimneurofisio@gmail.com>

Previamente encontramos que en sinapsis motoras el agonista
de los receptores (R) de adenosina A2A CGS21680C (CGS) facili-
ta la liberacién espontanea de ACh por un mecanismo independien-
te de los canales de calcio voltaje dependiente (CCVD)
presinapticos. Para evaluar si el efecto de CGS esta asociado a
un incremento de la [Ca]i estudiamos su accion en hemidiafragmas
de ratones CF1 incubados con el quelante de Ca2+ intracelular
BAPTA-AM. Este tratamiento bloque6 el efecto de CGS en solu-
ciones isotonicas: frecuencia (f)MEPPs 0Ca?*-BAPTA-AM
25.4+2.4% del control, 0Ca?*-BAPTA-AM+CGS 26.9+1.7% (n=5) y
en soluciones hiperténicas (SH): 0Ca*-BAPTA-AM pico curva
22.9+3.8%, area curva 22.0+2.1%, 0Ca?-BAPTA-AM+CGS pico
22.6+7.0%, area 25.8+2.3% (n=5). La elevacion de [Cali puede ser
consecuencia del influjo de Ca?* desde el espacio sinaptico o su
liberacion desde los depésitos intracelulares. La incubacion en
0Ca?-EGTA no ocluyé el efecto de CGS en condiciones isotdnicas
ni hiperténicas, mientras que la deplecion de los depoésitos de Ca?*
intracelulares con tapsigargina (TG) previno la modulacion de CGS:
fMEPPs TG 94.2+6.2%, TG+CGS 104.9+6.1% (n=4); SH TG pico
95.7+5.0%, area 87.8+5.2%, TG+CGS pico 93.0+2.9%, area
92.2+10.3% (n=4). Experimentos realizados en 15 mM K+ mostra-
ron que el efecto de CGS (1fMEPPs ~60%) no fue observado en
presencia de TG (fMEPPs K+15: Control 626.7+60.9% de RN, TG
577.8+14.6%, TG+CGS 515.7+18.5%, n=4) ni del bloqueante de
los CCVD tipo-L nitrendipina (NIT): Control 510.1+18.1%, NIT
522.8+39.4%, NIT+CGS 483.6+37.0%, n=3. El inhibidor de los
CCVD tipo-P/Q u-Agatoxina IVA no modificé la accién de CGS. Los
Resultados sugieren que la activacion de los RA2A facilita la libe-
racion espontanea de ACh incrementando el Ca?* liberado desde
los depositos intracelulares. La modulacién de la liberacion
asincrénica de ACh inducida por K+ se deberia a la movilizacién
de Ca?* desde los depésitos internos y desde el espacio sinaptico
a través de los CCVD tipo-L.

ONCOLOGIA 2
125 (3) EL FLAVONOIDE SINTETICO 2'-NITROFLAVONA
INHIBE SELECTIVAMENTE LA PROLIFERACION DE CE-
LULAS LEUCEMICAS: ESTUDIO DE SU MECANISMO DE

ACCION EN UNA LINEA DE CELULAS PROMIELOCITICAS
(HL-60). Cardenas M.}; Marder N.% Roguin L.3

IQUIFIB (UBA-CONICET) Facultad de Farmacia y
Bioquimica - Universidad de Buenos Aires® 2 3
<cardenasmariano@gmail.com>

En trabajos previos demostramos la eficacia antitumoral, tan-
to in vitro como in vivo, del derivado sintético 2 -nitroflavona (2"-
NF) en diferentes lineas de células provenientes de adenocar-
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cinomas humanos y murinos. Con el fin de evaluar el efecto de
este compuesto en neoplasias de origen hematolégico, determi-
namos su potencia antiproliferativa en ocho lineas celulares pro-
venientes de leucemias y linfomas. Asimismo, como control de
selectividad se utilizaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) extraidas de individuos sanos. Las células HL-
60 (leucemia promielocitica aguda) fueron las mas sensibles al
tratamiento con 2°-NF con una IC50 de 1+0,5 pM, seguidas por
las células K-542 (leucemia mieloide cronica) con una IC50 de
2+0,5 pM. El Linfoma de Burkitt Daudi fue el mas resistente al
tratamiento con este flavonoide (IC50> 20 pM). El crecimiento de
las PBMC no fue significativamente inhibido hasta una concen-
tracion 80 uM de 2°-NF. Con el fin de esclarecer el mecanismo
de accion de la 2°-NF, evaluamos la capacidad de este compuesto
de inducir apoptosis en células HL-60. Por ensayos de citometria
de flujo demostramos que la 2°-NF arresta el ciclo celular en G2/
M luego de 6 h y aumenta posteriormente la poblacion de célu-
las hipodiploides en funcién del tiempo de incubacion (3+1% con-
trol vs. 38+1% a las 14 h; 3+1% control vs. 54+5% a las 24 h).
Asimismo, después de incubar las células HL-60 durante 24h con
2°-NF se observ6 un patrén de fragmentacion “en escalera” del
ADN cromosomal mediante electroforesis en geles de agarosa y
la presencia de células con morfologia apoptética por microscopia
de fluorescencia (tincién con naranja de acridina y bromuro de
etidio). Los Resultados obtenidos indican que la 2°-NF se com-
porta como un agente antitumoral potente y selectivo, que ejerce
su accion antiproliferativa arrestando el ciclo celular e inducien-
do apoptosis. Este compuesto podria ser de potencial utilidad para
el tratamiento de leucemias.

126  (45) GALECTINA-8 MODULA LA FUNCION DE LAS CE-
LULAS ENDOTELIALES VASCULARES. Céardenas Delga-
do V.%; Nugnes L.% Troncoso M.3; Croci D.%;, Rabinovich G.5;
Wolfenstein-todel C.°; Elola M.”

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégica-UBA-
CONICET* 23 ; Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal-CONICET*® ; Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bio-
I6gica-UBA-CONICET® 7 <vimanuel_cd@yahoo.com.ar>

Anteriormente, nuestro grupo demostré que la galectina-8
(Gal-8) actua como factor proangiogénico in vivo y que, ademas,
se expresa en endotelio vascular de tejidos normales y tumorales.
Con el objetivo de validar los Resultados que sefialan a la Gal-8
como agente proangiogénico examinamos: 1) la localizacion y
expresion en células endoteliales por inmunofluorescencia; 2) la
actividad sobre células endoteliales en dos ensayos de
funcionalidad in vitro y 3) la presencia de proteinas que interactian
especificamente con la Gal-8 en un extracto de células
endoteliales. Los Resultados demostraron la presencia de la
lectina tanto en nucleo como en el citoplasma de las células
BAEC. Estudios de Western Blot y citometria de flujo confirma-
ron la expresion de la Gal-8. Por otra parte, se analizé por medio
del ensayo de la herida la migracion de las células BAEC bajo
distintas condiciones en respuesta a dosis bajas (1,25-40 nM) de
Gal-8 inmovilizada. En esta técnica, se introduce una herida en
una monocapa de células endoteliales confluentes y se determi-
na el porcentaje de reduccién comparando el ancho de la herida
al inicio del experimento y a las 16 horas. Se encontr6 que la Gal-
8 estimula la migracion de las células BAEC (Control=21,4+1,6%
vs Gal-8 (5 nM)=57,8+2,5 %, p<0,01). Se demostro, ademas, que
las células BAEC cultivadas en Matrigel en presencia de dosis
bajas (5-20 nM) de Gal-8 inmovilizada experimentan la formacion
de una extensa red de tubulos capilares (Control=100+12,8% vs
Gal-8 (5 nM)=298,1+31,4%, p<0,01). Estos Resultados se confir-
maron con la linea de células endoteliales HMEC-1 representati-
va del endotelio microvascular. Finalmente, se logré identificar a
CD166 como posible ligando de superficie. Se concluye que la
Gal-8 se expresa en células endoteliales vasculares y que actia
como factor proangiogénico, pudiendo constituir una sefial
difusible cuyo aumento en el microambiente tumoral desencade-
naria la neovascularizacion.
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127  (51) ESTUDIO DE LA REGULACION GENICA DEL ONCO-
GEN RSPO® A TRAVES DE LA INTERACCION ENTRE
FOXP? Y RUNX!. Grasso E.}; Recouvreux M.?; Castilla L.3;

Kordon E.* Rubinstein N.°

LEGMA-IFIBYNE-FCEyN-UBA, Buenos Aires, Argentina.
2: Program in Gene Function and Expression, UMASS,
Worcester, USA.° ; LEGMA-IFIBYNE-FCEyN-UBA, Buenos
Aires, Argentina.* ® <estebangrasso@gmail.com>

Nuestro laboratorio estudia la actividad y regulacion del

oncogén RSPO3, el cual es capaz de inducir tumorigénesis
mamaria. El analisis de su secuencia promotora revel6 la presen-
cia de sitios putativos de union para el factor de transcripcion
RUNX1 y la ausencia de sitios consenso para FOXP3. Se ha
demostrado que mientras el primero juega un rol fundamental en
el desarrollo de leucemias, el segundo actla como supresor de
tumores de mama al inhibir directamente la expresion de deter-
minados oncogenes. Por otro lado, se ha reportado que FOXP3
inhibe la actividad de RUNX1 a través del contacto proteina-pro-
teina. A partir de estos datos, nuestro objetivo fue determinar la
participacion de los factores de transcripcion RUNX1 y FOXP3 en
la regulacion RSPO3 en células epiteliales mamarias muri-
nas. Elegimos SCP2 como linea mamaria normal y LM3 como li-
nea mamaria tumoral. Por técnicas de PCR y WB, hallamos que
LM3 expresa niveles de RSPO3 significativamente mas altos que
SCP2 mientras que el nivel de expresion de FOXP3 es mayor en
SCP2 y el de RUNX1 es similar en ambas lineas. Luego, a tra-
vés de ensayos gel-shift utilizando como sonda un fragmento de
la region promotora de RSPO3 conteniendo un sitio consenso
para RUNX1, se revel6 un significativo retardo de la sonda de
mayor intensidad en LM3. Dicho retardo fue alterado por la co-
incubacién con anticuerpo anti-RUNX1, lo que sugiere la union
de esta proteina como responsable de las diferencias observa-
das. Por medio de ensayos de co-inmunoprecipitacion se detec-
té la interaccién entre FOXP3 y RUNX1 en células SCP2. Asi
mismo, ensayos de microscopia confocal sugieren que dicha
interaccion ocurre en el nlcleo. Por Gltimo, se sobre-expreso
RUNX1 en células SCP2 y por medio de WB se detect6 un in-
cremento significativo del nivel de expresion de RSPO3. Estos
datos sugieren que en células tumorales mamarias la expresion
de RSPO3 podria ser regulada por FOXP3 a través de su capa-
cidad de modular la actividad transcripcional de RUNX1.
128  (102) LA HEMO OXIGENASA 1 (HO-1) REGULA EL CRE-
CIMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA IN VIVO A TRA-
VES DE LA MODULACION DE MMP9 . Gueron G.%; De Siervi
A2 Elguero B.%; Ferrando M.% De Luca P.%; Salierno M.5;
Navone N.’; Meiss R.%, Vazquez E.°

Dpto. Quimica Biolégica- FCEN-UBA* 2 345 : INQUIMAE-
FCEN-UBA® ; Department of Genitourinary Medical
Oncology, The University of Texas, M. D. Anderson Cancer
Center, Houston, TX" ; Academia Nacional de Medicina, Bs
As, Argentina® ; Dpto. Quimica Biologica- FCEN-UBA?®
<ggueron@gmail.com>

El cancer de préstata (PCa) es la segunda causa de muerte
por enfermedades neoplasicas en hombres y la inflamacién es uno
de los principales factores de riesgo. Es ampliamente aceptado
el efecto citoprotector de la Hemo Oxygenasa 1 (HO-1), contra-
rrestando el estrés oxidativo e inflamatorio. Mediante estudios
previos realizados in vitro demostramos que HO-1 inhibe la proli-
feracion, migracion e invasion de células de PCa e identificamos
a MMP9 como un blanco downstream de HO-1. En este trabajo
investigamos el rol de la sobreexpresion de HO-1 y sus conse-
cuencias sobre el crecimiento de tumores in vivo. A partir de una
linea de PCa humano, generamos la linea PC3HO-1 por
transfeccién estable de HO-1 y su control transfectada con el
vector vacio (PC3pcDNA3). Ratones atimicos desnudos machos
de 6-8 semanas se separaron en dos grupos y se inyectaron sc
con 3.6x106 células PC3HO-1 (n=5) y PC3pcDNA3 (n=5). El cre-
cimiento de los tumores se midi6 cada dos dias comenzando a
los 8 dias post-inoculacion. El crecimiento tumoral se redujo
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significativamente (58.6%, P<0.05) en los ratones inoculados con
PC3HO-1 a 23 dias de generacién de los xenoégrafos, compara-
dos con los tumores PC3pcDNA3 (volumen: 49 mm?3vs 118 mmd).
Los tumores con sobreexpresion de HO-1 presentaron reducido
indice mitético. Mediante RT-gPCR comprobamos que los nive-
les del ARNm de MMP9 eran significativamente inferiores en los
xenoégrafos PC3HO-1 comparados con los controles. Por
inmunohistoquimica determinamos que los tumores PC3pcDNA3
expresaban alta inmunoreactividad de MMP9 citoplasmatica mien-
tras que la expresion de HO-1 fue negativa en todos los tumores
de ese grupo. Por el contrario, en ninguno de los tumores PC3HO-
1 se detect6 expresiéon de MMP9 mientras que en todos la expre-
sién de HO-1 fue positiva, detectandose tanto en citoplasma como
en nucleo. Estos Resultados indican que HO-1 juega un rol clave
como intermediario en la via de conexion de MMP9 vy la progre-
sion del cancer de préstata.

129  (58) EL TRATAMIENTO IN VIVO CON INTERFERON (IFN-
A2B) ATENUA LA ACTIVACION DE LA VIA WNT/BETA-
CATENINA/TCF Y ESTIMULA APOPTOSIS EN LA
PRENEOPLASIA HEPATICA DE RATA. Parody J.:; Alvarez
M.2; Quiroga A.%; Ceballos M.% Francés D.5; Pisani G.5;
Pellegrino J.7; Carnovale C.8; Carrillo M.°

Instituto de Fisologia Experimental (IFISE-CONICET)* 234
5, Area de Morfologia. Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas. Universidad Nacional de Rosario.® ; Insti-
tuto de Fisologia Experimental (IFISE-CONICET)” & °
<parody@ifise-conicet.gov.ar>

La via Wnt/B-catenina/TCF esta anormalmente activada en
varios tipos de cancer, siendo la caracteristica mas importante la
acumulacion citosélica de pB-catenina. Al migrar al ndcleo se aso-
cia a TCF y activa la transcripcion de diversos genes relaciona-
dos con la proliferacién celular. En condiciones de estrés oxidativo,
B-catenina se asocia a FOXO gatillando el arresto del ciclo celu-
lar y la apoptosis. Previamente demostramos que el tratamiento
con IFN-a2b reduce el niumero y volumen de focos de hepatocitos
alterados mediante un proceso apoptético mediado por especies
reactivas del oxigeno (ROS) y TGF-B1. Por esto, estudiamos los
efectos del IFN-a2b sobre la via Wnt/B-catenina/TCF en una eta-
pa temprana del desarrollo carcinogénico. Los grupos en estudio
fueron: C, control; C+IFN, control que recibieron tratamiento con
IFN-B2b; IP, animales con preneoplasia hepatica y IP+IFN, ani-
males IP que recibieron tratamiento con IFN-a2b. Por
inmunohistoquimica de fluorescencia encontramos acumulacién
citosdlica y disminucién en membrana de B-catenina en IP e
IP+IFN. La relacion pB-catenina/p-B-catenina se vio aumentada en
IP e IP+IFN. Por RT-PCR semicuantitativa observamos aumento
significativo de genes blanco de TCF en IP mientras que en
IP+IFN estos niveles fueron comparables a los de C. Ademas, en-
contramos aumento significativo de genes blanco de FOXO sélo
en IP+IFN. Por inmunoblotting encontramos sobreexpresion del
receptor Frizzled-7 en el grupo IP y estos valores se restauraron
luego del tratamiento con IFN-a2b. Por coinmunoprecipitacion
demostramos asociacion directa de (-catenina con TCF sélo en
animales IP. Estos datos sugieren que el tratamiento in vivo con
IFN-a2b, que produce un aumento de ROS, estimula la actividad
transcripcional de FOXO. Por lo tanto, la decision de proliferacion
celular (unién de B-catenina a TCF) o muerte celular programada
(unién de B-catenina a FOXO) es un proceso regulado por ROS.

130 (150) DETECCION MOLECULAR DE LA GD 2SINTASAEN
EL RETINOBLASTOMA. LaurentV.%; Otero L.2; Vazquez V.3;
Camarero S.*; Gabri M.%; Garcia De Davila M.%; Chantada

G.’; Alonso D.8

Laboratorio de Oncologia Molecular - Universidad Nacio-
nal de Quilmes, Servicio de Patologia - Hospital de Pedia-
tria Prof. Dr. Juan P. Garrahan* ; Laboratorio de Oncolo-
gia Molecular - Universidad Nacional de Quilmes? ®; Servi-
cio de Patologia - Hospital de Pediatria Prof. Dr. Juan P.
Garrahan* ; Laboratorio de Oncologia Molecular - Univer-
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P. Garrahan’ ; Laboratorio de Oncologia Molecular - Uni-
versidad Nacional de Quilmes® <velaurent@gmail.com>

La diseminacion extraocular es la principal causa de muerte
en pacientes con retinoblastoma (RB) en paises en desarrollo.
Hasta el momento no se ha estudiado un marcador molecular que
permita identificar a aquellos pacientes enucleados de alto ries-
go que presenten enfermedad minimamente diseminada (EMD).
La deteccion de EMD con técnicas moleculares podria ayudar a
predecir la progresién metastésica e, incluso, a definir el requeri-
miento de conductas terapéuticas mas agresivas. La expresion de
la enzima sintasa del gangliésido GD2 ha sido utilizada previa-
mente para valorar EMD en tumores pediatricos como el neuro-
blastoma. El objetivo de este trabajo fue desarrollar la aplicacion
de una secuencia de esta enzima para detectar células de RB
mediante la RT-PCR anidada del mensajero. Se optimizaron las
condiciones de amplificacién in vitro utilizando cebadores de di-
sefio interexdnico y 5 ng de ARN total de las lineas celulares Y79
y WERI-Rb1 de RB humano. La sensibilidad alcanzada fue de 200
pg de ARN total con la primera ronda de amplificacién para un
producto de 347 pb y de 40 pg con la segunda para un amplicon
interno de 180 pb. Se confirm6 también la expresiéon de GD2
sintasa por RT-PCR e inmunohistoquimica en tumores de las li-
neas celulares xenotransplantadas y de pacientes. Adicionalmen-
te, se encar6 un estudio preliminar sobre muestras de sangre de
8 voluntarios sanos y 9 pacientes enucleados con RB. Las mues-
tras de voluntarios resultaron negativas para GD2 sintasa, mien-
tras que la deteccion fue positiva en muestras de sangre y liqui-
do cefalorraquideo de pacientes con RB de alto riesgo (estadio 2
y 4a, respectivamente). Los Resultados sugieren la utilidad de la
deteccion molecular de GD2 sintasa en RB y dan sostén a la con-
duccion de estudios prospectivos, como el actualmente en curso,
para investigar su valor como marcador de EMD.

131 (163) BLOQUEO DE LA PROLIFERACION INDUCIDA POR

EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF) ATRA-

VES DE INHIBIDORES TERAPEUTICOS CONTRA ERBB-
2 EN CELULAS DE CANCER DE MAMA HUMANO. Rivas
M.%; Tkach M.% Beguelin W.3; Proietti C.% Diaz Flaqué M.5;
Charreau E.b; Elizalde P.7; Schillaci R.2

Instituto de Biologia y Medicina Experimental, CONICET*
2345678 <rivas@dna.uba.ar>

Considerando que la sobreexpresion del receptor tirosina
quinasa ErbB-2 esta asociada con alta agresividad de carcinomas
mamarios, se han disefiado terapias dirigidas al ErbB-2 como el
inhibidor de bajo peso molecular Lapatinib y el anticuerpo
monoclonal Herceptin. Previamente demostramos que el TNF in-
duce la proliferacion de células de las lineas celulares de cancer
de mama humano que sobreexpresan ErbB-2, BT474 y SKBR3
mediante la transactivacion de ErbB-2 y la subsiguiente activa-
cion de NF-kB. En el presente trabajo evaluamos la efectividad
de drogas de uso clinico que bloquean a ErbB-2 para inhibir la
activacion de NF-kB y la proliferacion inducida por TNF. Median-
te ensayos de gen reportero observamos que los inhibidores
farmacoloégicos del ErbB-2, AG825 y el analogo al Lapatinib,
GW2974, inhibieron el aumento de la actividad transcripcional de
NF-kB inducida por TNF en células BT474 y SKBR3. Sin embar-
go, cuando utilizamos Herceptin, no se modificé la capacidad del
TNF de activar al NF-kB. Al explorar la activaciéon del promotor
de Ciclina D1, gen blanco de NF-kB, por ensayos de gen repor-
tero y su expresion proteica, por western blot a las 24 y 48 h, ob-
servamos similares Resultados a los obtenidos en la activacion
transcripcional de NF-kB. La proliferacion de las células BT474
en presencia de TNF se increment6 un 75 + 12% vs células con-
troles, determinada por incorporacion de timidina tritiada y corro-
borada por recuento celular y por estudio de ciclo celular a tra-
vés de citometria de flujo. La presencia de AG825 o GW2974 blo-
qued por completo la proliferacion inducida por TNF, mientras
que Herceptin no afecté la actividad mitogénica del TNF que fue
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de 70 + 10% vs células tratadas con Herceptin. Teniendo en cuen-
ta que se ha demostrado la presencia de TNF en tumores de
mama invasivos, estos Resultados sugieren que el TNF podria ser
una de las moléculas responsables de la resistencia a Herceptina
observada en la clinica.

REPRODUCCION 2

132 (216) SUBPOBLACIONES DE CELULAS GERMINALES
EN EL TESTICULO HUMANO PREPUBER: PATRONES DE
EXPRESION DEL SISTEMA IGFS/INSULINA Y
AROMATASA/RECEPTOR DE ESTROGENO BETA.

Berensztein E.}; Saraco N.2 Rivarola M., Belgorosky A.*

Hospital de Pediatria Garrahan: IDIR Facultad de Medici-
na, Universidad de Buenos Aires': Hospital de Pediatria
Garrahan? ° 4 <esperanzabb?®@yahoo.com.ar>

Se desconocen cuales serian los mecanismos que participan

en la regulacion del pool de células germinales (CG) antes de la
pubertad en testiculo humano (TH). Hemos demostrado expresion
de aromatasa (ARO) y receptor de estrégeno beta (ERRB) en CG
del TH prepuber (Berensztein, Ped Res 2006). El objetivo de este
trabajo fue estudiar la expresion del sistema estrégenos y del sis-
tema IGFs/insulina e identificar subpoblaciones dentro de CG. Los
TH (n=36) se dividieron en tres grupos (Gr):Grl neonatal
(NEO)(<1mes),Gr2 activacién postnatal(1-7meses) y Gr3
prepubertAd temprana y tardia. Los gonocitos y las esper-
matogonias se identificaron histolégicamente segun lo descrito
previamente (Berensztein, 2006). Se estudi6 la inmunoexpresion
de OCT3/4 (marcador de CG fetal), c-kit (CG inmadura), MAGE-
A4 (espermatogonia),ERa,ERB, ARO, IGF1, IGF2, receptor tipo
1 de IGF(IGFR1) y receptor de insulina (IR). Los datos se expre-
saron como porcentaje de CG positivas (+) (mediatDS). El nu-
mero de gonocitos disminuyd significativamente después del NEO
(20.9+3.8) vs. Gr3 (3.5+2.3%) p<0.001.No se detecté OCT3/4 en
ningun Gr. C-kit fue mayor en Grl (41.7+14.3) que en Gr2 y Gr3
(24.4£17.3 y 14.5%13.2;p<0.05). MAGE-A4 fue mayor en Grl
(65.9£18) que en Gr2 y Gr3 (27.2+18.4 y 31.7+8.5;p<0.05).En
todos los Gr se observo ERp (47.8+21.9; 44.4+21.8 y 47.2+20.9)
pero no ERa. ARO fue mayor en Grly Gr2 (45.2+25.5;45.4+22.3)
que en Gr3(9.6+14.9;p<0.05).No hubo variaciéon en la expresion
del sistema IGFs. Los gonocitos fueron negativos (-) para
MAGEA4, ERp e IR aunque una subpoblacion fue (+) para ARO
y c-kit. Las espermatogonias fueron (+) para MAGEA4, ERB e IR
y una subpoblacion (+) para ARO y c-kit. Estos datos sugieren
que un diferente patrén de expresién caracteriza gonocitos y
espermatogonias, dentro de las cuales se identifica una subpo-
blacién blanco para estrogenos. Se propone que el sistema IGFs
y la insulina tendrian un papel en el mantenimiento del pool de
espermatogonias en testiculo prepuberal.
133 (218) SOX9Y SF1 MEDIAN LA TRANS-ACTIVACION DEL
GEN DE LA HORMONA ANTI-MULLERIANA (AMH) EN
RESPUESTA AL AMP CICLICO EN LA CELULA DE
SERTOLI PREPUBERAL. Lasala C.}; Schteingart H.2;
Arouche N.% Bedecarras P.%; Di Clemente N.5 Rey R.°
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Endocrinoldgicas, Hospital de Nifios R. Gutiérrez* ;
Endocrinologie et Génétique de la Reproduction et du
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y Genética, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires® <rodolforey@cedie.org.ar>

La FSH, via AMPc, aumenta la expresiéon de la AMH en célu-
las de Sertoli prepuberales. El promotor de la AMH no tiene ele-
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mentos de respuesta al AMPc (CRE) clasicos; en cambio, presen-
ta sitios para los factores SOX9, SF1, GATA4 y AP1. Como di-
chos factores son activados por AMPc en otras células, nuestra
hipotesis fue que también podrian mediar el aumento de expre-
sion de AMH dependiente de AMPc en células de Sertoli. Se us6
una linea de células de Sertoli prepuberales de ratén inmortali-
zadas (SMAT1) previamente validada. Para realizar ensayos
luciferasa, se transfectaron células SMAT1 con una construccién
“5’AMH-luc” (Promotor de AMH + luciferasa) normal o con muta-
ciones en los sitios SOX9, SF1, GATA4 o AP1, y se las cultivd
24 hs con o sin dbAMPc 1 mM. La trans-activacion de 5’AMH-luc
en respuesta al dbAMPc fue inhibida por las mutaciones de los si-
tios SOX9 y SF1, pero no por las mutaciones de los sitios GATA4
y AP1. En experimentos de RT-PCR cuantitativa (Real-time), la
expresion de SOX9 y SF1 aument6 en respuesta al dbAMPc; di-
cha respuesta fue bloqueada en presencia del inhibidor de PKA
(H89), pero no de los inhibidores de PI3-K (LY294002), p38-K
(SB203580) o MAPK (PD98059). En inmunocitoquimica, SOX9 se
encontrd siempre en el nicleo de las células SMATL1, en tanto que
SF1 -de localizacion citoplasmica y nuclear- se concentré en el
nucleo luego del estimulo con dbAMPc. En conclusién, la activa-
cion de la PKA por AMPc provoca un aumento de la disponibilidad
de SOX9y SF1 en el nicleo de las células de Sertoli prepuberales
como resultado de un aumento de la expresion de ambos y de la
translocacion nuclear de SF1. La unién de SOX9 y SF1 a sus si-
tios especificos en el promotor de la AMH es indispensable para
el aumento de la actividad de dicho promotor en respuesta a AMPc.

134  (606) ROL DE LA FSH EN LA REGULACION DE LA PRO-
DUCCION DE INHIBINA B EN DISTINTOS MOMENTOS DE
LA MADURACION DE LA CELULA DE SERTOLI. Andreone

L.%; Ambao V.% Pellizzari E.3; Cigorraga S.4 Campo S.°

Centro de Investigaciones Endocrinolégicas (CEDIE-
CONICET)* 2 3 4 5 <landreone@cedie.org.ar>

La produccion de inhibinas testiculares esta regulada por FSH y
por factores gonadales; los mecanismos involucrados no han sido
aclarados aun. La proporcién relativa de diferentes variantes de
glicosilacion (VG) de FSH varia durante el desarrollo sexual. El ob-
jetivo del trabajo fue evaluar el rol de FSH y de sus VG en la pro-
duccién de inhibina B (InhB) en células de Sertoli (CS) en diferen-
tes momentos de su maduracion. Se utilizaron cultivos de CS pro-
venientes de ratas de 8 (CS8) y 20 (CS20) dias de edad. Se aisla-
ron VG de FSHrh con diferente grado de complejidad en sus
oligosacaridos (complejos: NR y de tipo hibrido: FR) mediante
cromatografia en ConA y con diferente grado de sializacién (acidicas:
AC, pH 3-4 y béasicas: BA, pH 5-7) por isoelectroenfoque preparati-
vo. La InhB, subunidad alfa de inhibinas (Pro-aC) y activina A (ActA)
se determinaron por ELISAs especificos. La expresion de las
subunidades de inhibina/activina (inha, inhbb e inhba) se analiz6 por
RT-PCR. Los Resultados se expresan como media + EEM. La pro-
duccién de InhB y ActA fue mayor en CS8 que en CS20 (InhB:
60.7+3.5 vs 9.2+0.6; ActA: 21.3+0.7 vs 4.4+0.5 pg/ngADN/24hs,
p<0.01). En CS8, FSH so6lo estimul6 la produccién de Pro-aC
(p<0.05). Folistatina inhibi6 la produccion de InhB y la expresion de
inhbb e inha, (p<0.05), sugiriendo un papel de ActA en la regula-
cion de InhB a esta edad. En CS20, el estimulo de FSH sobre InhB
y Pro-aC fue dosis dependiente. FSH aumentd la expresion de inha,
p<0.05. Por otro lado, se observé que las VG BA y las FR fueron
los estimulos més potentes para la produccién de InhB y Pro-aC (BA
vs AC; FR vs NR, p<0.05). ActA no modificé estos efectos. Los Re-
sultados sugieren que la produccién de inhB en la CS8 es modula-
da por ActA testicular. En CS20, el grado de sializacion y compleji-
dad de los oligosacaridos de FSH estaria involucrado en mantener
una adecuada produccién de subunidad alfa de inhibina, condicio-
nando en forma indirecta, la produccion de inhibina B.

135  (423) POSIBLE ESTRATEGIA TERAPEUTICA PARA EL

SINDROME DE HIPERESTIMULACION OVARICA (OHSS).
Scotti L.}; Irusta G.2; Abramovich D.%; Hernandez F.#; Tesone
M.5; Parborell F.6

MEDICINA - Volumen 69 - (Supl. 1), 2009

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* 2 34 | Insti-
tuto de Biologia y Medicina Experimental; Facultad de Cs.
Exactas y Naturales, UBA® ; Instituto de Biologia y Medici-
na Experimental’ <leopoldinascotti@yahoo.com.ar>

El Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica (OHSS) es una

complicacion iatrogénica ocasionada por la induccién de la ovu-
lacion en tratamientos de fertilizacién asistida, que involucra una
sobreproduccién de hormonas esteroideas y sustancias
vasoactivas como el VEGF. Estos factores contribuyen al aumento
de permeabilidad vascular y a la formacion de quistes ovaricos.
El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto in vivo de
un agonista de GnRH (LA) en un modelo de OHSS desarrollado
en roedor sobre la proliferacion celular, la expresion de factores
angiogénicos (VEGF y ANGPT1) y sus receptores (Flk-1 y Tie-
2), y la estabilidad vascular en los cuerpos liteos. Se utilizaron
ratas hembras prepuberes y se dividieron en 3 grupos. El grupo
control fue inyectado con PMSG (10 Ul) y luego de 48 hs con
hCG (10 Ul) para inducir la ovulacién. El grupo OHSS fue inyec-
tado con altas dosis de PMSG (50 Ul/dia) durante 4 dias y luego
de 24 hs se le inyectdé hCG (25 Ul). El grupo OHSS+LA recibi6
ademas LA (100 pg/kg/dia) desde el primer dia de PMSG vy lue-
go de 24 hs de la ultima inyeccion, se inyecté hCG (25 Ul). Las
ratas de sacrificaron 48 hs después de la inyeccion de hCG. Los
ovarios se extrajeron para IHQ (PCNA y pericitos) y para western
(VEGF, angiopoietina-1, Flk-1 y Tie-2). Se observé una disminu-
cion de la proliferacion celular en los cuerpos liteos en el grupo
OHSS tratado con el agonista respecto al grupo OHSS solo
(p<0,001). También, se observé que el LA disminuia los niveles
proteicos de VEGF y ANGPT-1, y de sus receptores Flk-1 y Tie-
2, en el grupo OHSS comparado al grupo sin tratar (p<0,05).
Mediante IHQ, se observé una disminucion en el area de pericitos
en el grupo OHSS+LA comparado al grupo OHSS solo (p<0,01).
Conclusion: El LA disminuye la proliferacion celular, afecta los
niveles de los principales factores angiogénicos y sus receptores,
y por consiguiente, altera la estabilidad vascular de los cuerpos
lGteos en un modelo de OHSS desarrollado en roedor.
136 (624) DESARROLLO FOLICULAR ALTERADO COMO
CONSECUENCIA DEL ESTADO HIPERANDROGENICO.
Belgorosky D.%; Sander V.2 Di Yorio M.%; Faletti A.%; Motta
A.S

Centro de Estudios Farmacologicos y Botanicos, Universidad de
Buenos Aires (UBA)-CONICET* 2345 <d_belgo@hotmail.com>

Las mujeres con sindrome del ovario poliquistico (SOP) po-
seen un deficiente desarrollo folicular. La leptina (Lp) interviene
en la maduracion y atresia folicular. Previamente en un modelo
de SOP-murino por hiperandrogenizacién (HA) de ratones
prepuberes BALB/c con dehidropiandrosterona (60 mg/kg peso,
sc) durante 10 dias vimos que el HA inducia un estado pro-in-
flamatorio y pro-apoptoético respecto de controles (C). El objeti-
vo fue evaluar si el HA altera las defensas antioxidantes y la
expresion proteica de los receptores de Lp (Ob-R) en el ovario
prepuberal. Utilizando el modelo SOP-murino vimos que el HA
no modifica al antioxidante glutation (determinado por reaccion
de 6xido-reduccién y espectrofotometria), pero disminuye la ac-
tividad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa (neutra-
liza el radical superéxido), HA=5,5+2,2 vs C=33,9+4,1 unidades
arbitrarias (por desaparicion del sustrato epinefrina y
espectrofotometria; n=5/grupo). Por Western Blotting demostra-
mos que el ovario prepuberal presenta expresién de Ob-R,
isoforma larga de 150 kDa (Ob-Rb). Asimismo, la expresion de
la misma disminuy6 en HA respecto de C (0,93+0,25 vs
1,80+0,25 unidades arbitrarias (n=5/grupo), respectivamente).
Concluimos que el deficiente desarrollo folicular en condiciones
de HA involucra acumulacion de especies oxidantes altamente
agresivas. El ovario prepuberal expresa la isoforma larga Ob-Rb
tal como se describié en el ovario adulto. EI HA disminuye la
expresion de Ob-Rb. Sugerimos que mediante la regulacion de
la expresion de Ob-R se estaria modulando la maduracién y
atresia folicular en ovario prepuberal.
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137  (818) PRINCIPALES CAMINOS DE SENALIZACION ACTI-
VADOS POR LEPTINA EN OVARIO DE RATA DURANTE
EL PROCESO OVULATORIO. Di Yorio M.%; Bilbao M.%;

Barreiro K.3; Faletti A.*

Centro de Estudios Farmacologicos y Botanicos (CEFyBO)-
CONICET* 2 34 <paula_diyorio@yahoo.com.ar>

La leptina, proteina codificada por el gen de la obesidad, es
capaz de modular la funcién reproductiva. En trabajos previos de-
mostramos que el tratamiento agudo con esta hormona inhibe el
proceso ovulatorio y que la leptina es capaz de regular sus pro-
pios receptores en forma tejido y dosis dependiente. Por lo tanto,
nuestro objetivo fue estudiar los principales caminos de sefializa-
cion activados por leptina durante este tratamiento. Para ello, uti-
lizamos ratas inmaduras estimuladas con gonadotrofinas (eCG/
hCG) y tratadas con vehiculo o 5 dosis de leptina (5 pg c/u) du-
rante el proceso ovulatorio. Se determinaron los niveles ovaricos
de expresion proteica del traductor de sefiales y activador del
camino de transcripcion tipo 3 (STAT3) y la proteina quinasa de
activacion mitogénica (MAPK), particularmente ERK 1/2, ambos
por Western blot andlisis. Encontramos que el tratamiento agudo
con leptina aumentd 70% (p<0.05) la expresion de STAT-3 y dis-
minuy6 los niveles proteicos de la formas fosforiladas de ERK 1/
2 (20%, p<0.05), ambos en relacién a los controles. Para estu-
diar si estos Resultados se debian a una accion directa de la
leptina a nivel gonadal, realizamos cultivos de explantes de ova-
rio de ratas tratadas con eCG/hCG en ausencia y presencia de
leptina (0.3-500 ng/ml). Observamos que la expresion proteica de
ERK 1/2 disminuye significativamente en presencia de distintos
niveles de leptina (30 ng/ml: 37%; 300 ng/ml: 42%; p<0.05) con
respecto al control. Estos Resultados nos indican que el efecto
inhibitorio de la leptina sobre el proceso ovulatorio puede estar
mediado por una regulacion diferencial de los distintos caminos
de sefializacion en forma dosis dependiente.

138  (458) EXPOSICION AL ESTRES PRE Y POST NATAL.
(EXISTE EFECTO ADITIVO? Scacchi Bernasconi P.1;
Vignolo M.%; Gobetto M.3; Ramos Lobo a.4; Cutrera R.°

Lab. Neurobiologia y Ritmos. Facultad de Medicina. Univer-
sidad de Buenoas Aires* 2345 <scacchipa@yahoo.com.ar>

Estudios previos muestran que la exposicion a diversos
estresores durante el desarrollo gestacional induce dafios persis-
tentes sobre parametros fisiolégicos y comportamentales. Sin
embargo, se desconoce como estos cambios pueden influir
postnatalmente en la respuesta adaptativa al estrés. El objetivo
fue estudiar los efectos del estrés crénico variable (ECV) en ani-
males estresados prenatalmente (EP). Ratones Swiss hembras
prefiadas con 14 dias de gestacion fueron sometidas a estrés por
restriccion durante 5 dias, 2 veces por dia. Sus crias hembras,
ya adultas, recibieron estrés cronico variable (ECV) durante 7 dias,
que incluyeron restriccion, restriccion+frio, shaker, nado a 31° y
18°, aislamiento social y hacinamiento. Antes (antes-ECV) y des-
pués (desp-ECV) del ECV, se extrajo sangre de la cola del ratén
para medicion de glucemia y se realizaron la prueba de la cuer-
da tirante y el laberinto elevado en cruz. Antes del ECV, los ani-
males sin-EP tuvieron una glucemia (53.3+1,3) menor que los con-
EP (61,09+2,9). Esta diferencia, si bien la glucemia aumento desp-
ECV (108,22+3,9; 100,5+5,25), no hubo diferencia producidas por
el EP. Los animales EP tuvieron un mejor desempefio en la cuerda
tirante (11,6+1,8 vs. 6,82+2; p=0,027). El ECV agregado tendi6
a los niveles del grupo control (9,1+1,2; p=0.315). En el compor-
tamiento simil-ansiedad, los EP pasaron mas tiempo en los bra-
zos abiertos (2,1+1,7 vs 12+3,5; p=0.029). El ECV aumento6 la
permanencia en los brazos abiertos de todos los grupos (sin-EP:
14,145,2; con-EP: 21+4; p=0.012). Estos Resultados indican que
el estrés prenatal tiene consecuencias diferentes cuando es agre-
gado al estrés cronico variable y, ademas, el estrés prenatal po-
see un efecto beneficioso en la coordinacién neuromuscular y
aditivo al estrés cronico variable en el comportamiento simil-an-
siedad. Sugiriendo que el ECV actia de manera diferencial de-
pendiendo que sea administrado en animales estresados
prenatalmente o no.

91

TRANSDUCCION DE SENALES 2

139  (429) IDENTIFICACION DE NUEVOS REGULADORES DEL
FACTOR INDUCIBLE POR HIPOXIA (HIF) DE DROSO-
PHILA A PARTIR DE UN SCREEN GENOMICO POR RNA
DE INTERFERECIA. Pérez Perri J.}; Dekanty A.2; Romero

N.3; Bertolin A.%; Wappner P.°
Fundacion Instituto Leloir* 234 ° <jpperri@Ieloir.org.ar>

En todos los animales, desde el gusano C. elegans hasta los
humanos, los bajos niveles de oxigeno (hipoxia) actian como una
sefial que desencadena numerosas respuestas adaptativas a ni-
vel sistémico, celular y tisular, mediadas principalmente por el
factor inducible por hipoxia (HIF), un factor de transcripcion
heterodimérico alfa/beta. Con el fin de identificar nuevos regula-
dores de la via de respuesta a hipoxia hemos llevado a cabo un
screen genémico por RNAi en células de Drosophila S2
transfectadas establemente con un reportero transcripcional
inducible por HIF. Luego de tres rondas de seleccién identifica-
mos 35 genes cuyo silenciamiento disminuye significativamente
la induccion del reportero en hipoxia. De entre estos genes se-
leccionamos 6, pertenecientes a 3 grupos funcionales, para vali-
dar su requerimiento in vivo para la respuesta a hipoxia y en la
induccion de genes endégenos. Los 6 genes seleccionados fue-
ron: reptin, pontin, spt5, spt6, brahma y moira. Para la validacion
in vivo de los Resultados del screen obtenidos en células S2, ge-
neramos diferentes lineas transgénicas de moscas que portan un
reportero inducible por hipoxia y un alelo mutante de cada uno
de los 6 genes selecccionados. Embriones mutantes para 4 de
estos genes analizados hasta el momento mostraron fuertes re-
ducciones en la activacién del reportero en hipoxia en relaciéon con
embriones salvajes control. Por otro lado, hemos validado in vivo
el requerimiento de los 6 genes seleccionados para la activacion
de genes enddgenos inducibles por hipoxia. Para ello, medimos
por PCR en tiempo real la induccion en hipoxia de los genes Idh,
thor, CG7224 y RpL29, este Uultimo utilizado como gen
normalizador. Los embriones mutantes para los genes testeados
hasta el momento mostraron una marcada reduccion en la induc-
cién de los genes enddgenos analizados.

140  (494) PARTICIPACION DEL FACTOR DE TRASCRIPCION
AP-! EN EL CRECIMIENTO DEL CANCER DE MAMA, IN-
DUCIDO POR PROGESTAGENOS. Diaz Flaqué M.%;
Beguelin W.2; Rosemblit C.3; Proietti C.#4; Rivas M.%; Tkach

M.®; Charreau E.7; Schillaci R.%; Elizalde P.°

Instituo de Biologia y Medicina Experimental* 23456789
<diazflaque@dna.uba.ar>

Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que
el progestageno sintético acetato de medroxiprogesterona (MPA),
es capaz de inducir la expresién y activacion del factor de trans-
cripcion AP-1. Consistente con otros trabajos, mostramos que el
MPA induce la expresién de ciclina D1, un gen clave en la regu-
lacion del ciclo celular que carece de elementos respondedores
a progesterona en su promotor, estimulando el reclutamiento de
las proteinas que componen al AP-1 (c-jun y c-fos) y el receptor
de progesterona en el sitio de unién a AP-1 presente en el pro-
motor de ciclina D1 en células de cancer de mama. En base a
estos Resultados, proponemos al AP-1 como blanco molecular
para inhibir la proliferacion de células de cancer de mama. Célu-
las C4HD, provenientes de un tumor mamario murino, y células
humanas T47D transfectadas con una construccion del promotor
de cicD1-luciferasa y tratadas con MPA mostraron un aumento de
la actividad transcripcional de cicD1 y éste fue prevenido por la
cotransfeccién con los vectores de expresion de las formas do-
minantes negativas (DN) de las proteinas c-jun y c-fos. En el pre-
sente trabajo encontramos que en las células transfectadas con
los DN, el MPA no induce la expresién de ciclina D1. Evaluamos
también la proliferacion de las células de cancer de mama, y en-
contramos que la expresion de los DN inhiben significativamente
la proliferaciéon de las células C4HD y T47D inducida por MPA
(p<0,001). En base a estos Resultados, realizamos ensayos in
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vivo, donde células C4HD transfectadas con los DN, fueron inyec-
tadas en ratones singenéicos en presencia de MPA y se midi6 el
volumen tumoral. En ambos grupos el crecimiento de los tumo-
res fue significativamente menor respecto al grupo control (48%
el DN de c-jun y 43% el DN de c-fos). Estos Resultados demues-
tran la participacion del AP-1 en la proliferacion celular y creci-
miento de carcinomas mamarios inducido por progestagenos.
141  (501) ANALISIS DEL MECANISMO DE INDUCCION DE HO-
1POR ACTHEN CELULAS ADRENALES. Astort F.1; Mercau
M.2; Martinez Calejman C.3; Repetto E.# Pecci A.5; Cymeryng
C.S

Laboratorio de Endocrinologia Molecular (LEM), Departa-
mento de Bioquimica Humana - Facultad de Medicina -
UBA, CEFYBO/CONICET* 23 4 ; Departamento de Quimi-
ca Biologica. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires-IFIBYNE-CONICET® ; Labo-
ratorio de Endocrinologia Molecular (LEM), Departamento
de Bioquimica Humana - Facultad de Medicina - UBA,
CEFYBO/CONICET® <f_astort_lem@hotmail.com>

Si bien el ACTH es el principal estimulo esteroidogénico de
la zona fasciculata adrenal, trabajos previos de nuestro laborato-
rio han demostrado la participacion de la actividad hemo
oxigenasa-1 (HO-1) en la modulaciéon de sus efectos a nivel
adrenal y su induccion por el estimulo hormonal. El objetivo de
este trabajo fue analizar el mecanismo molecular de induccion de
HO-1 por ACTH en una linea celular derivada de corteza adrenal
murina (Y1). En una primera serie de experimentos las células
fueron transfectadas con los plasmidos p(-4)HO-1, p(-2.5)HO-1,
p(-1.2)HO-1 y p(-0.4)HO-1 (fragmentos -4043,+74, -2500;+74, -
1200;+74 y -400;+74 del promotor de HO-1 de ratén clonados rio
arriba del gen de luciferasa en el vector pGL2) y posteriormente
tratadas con ACTH (12.5 mU/ml, 24 horas). El tratamiento hor-
monal produjo un aumento del 50 % en la actividad de todos los
plasmidos ensayados (p<0.01) y un incremento en la generacion
de especies reactivas del oxigeno (medidas con el reactivo
diacetado de fluoersceina p<0.01). La co-incubacién con el
antioxidante bilirrubina (1 mM) previno la induccién de HO-1 por
ACTH. Se evalud la participacion de NFkB en este mecanismo,
utilizando el vector reportero Kb/LUC sin encontrarse diferencias
luego del tratamiento con ACTH. La induccion de HO-1 por ACTH
no fue modificada por la presencia de un inhibidor de NADPH
oxidasa mientras que todos los inhibidores de MAPKs utilizados
(p38, JNK y ERK1/2) la bloquearon parcialmente. En las células
Y1, ACTH activaria factores de transcripcion que se unen a sitios
del promotor de HO-1 ubicados en una region acotada entre -400
y +74. El mecanismo utilizado podria involucrar factores de trans-
cripcion activables por AMPc, por estrés oxidativo y por MAPKs
(como CREB o AP-1 por ej.) con sitios de unién ubicados en la
region del promotor indicada. Los Resultados presentados permi-
ten descartar la participacion de la via de NFkB y la actividad de
NADPH oxidasa en el mecanismo descripto.

142  (532) CISD1, UNA PROTEINA NUCLEAR DE LOCALIZA-
CION MITOCONDRIAL, MODULA LA ACTIVIDAD DEL
COMPLEJO I MITOCONDRIAL. Taminelli G.%; Valdivieso A.2;

Pagano E.3; Santa Coloma T.#
PIB-UCA-CONICET* 23 % <gtaminelli@gmail.com>

CISD1 (CDGSH iron sulfur domain-1) es el primer miembro de
una nueva familia de proteinas denominada CDGSH. En nuestro
laboratorio fue identificada y clonada mediante “differential dis-
play”, debido a que su expresiéon depende del canal de cloruro
CFTR (Taminelli y col, BBRC 2008, 365:856). Simultdneamente,
otros investigadores la identificaron por comportarse como ligan-
do de pioglitazona en mitocondrias (Willey y col. PNAS 104: 5318,
2007). Mediante microscopia confocal y utilizando la expresion de
la proteina de fusion CISD1:EGFP, CISD1 fue localizada en
mitocondrias. Las células que expresan la quimera presentan
importantes alteraciones en la estructura de las mitocondrias y so-
breviven unos pocos dias en cultivo. Si bien la funcién precisa de
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CISD1 aun es desconocida, Willey ha demostrado que en
mitocondrias aisladas de células cardiacas de ratones knock-out
de CISD1 se observa una falla en la capacidad maxima para lle-
var a cabo el transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa
y que CISD1 posee un dominio con 3 Cys y 1 His que unen un
cluster 2Fe-2S. Con el fin de estudiar la posible funcion de CISD1,
hemos medido la actividad del Complejo | mitocondrial en
mitocondrias aisladas de células CFDE, provenientes de un pa-
ciente con fibrosis quistica y transfectadas con un plasmido de
expresion de CISD1 (pcCISD1). Paralelamente hemos disefiado
una mutante de CISD1 en la cual las cisteinas 72 y 74, que inter-
vienen en la union al cluster 2Fe-2S, han sido reemplazadas por
serinas. Esta construccion fue recientemente transfectada en cé-
lulas CaCo2 con el fin de estudiar, mediante citometria de flujo,
los posibles efectos sobre diversas funciones mitocondriales.
Resultados preliminares sugieren que CISD1 podria modular la
actividad del Complejo |. Agradecimientos: subsidios ANPCyT
(PICT 2007-00628), CONICET (PIP 11220080102551) y beca de
la UCA (GLT).

143 (691) REGULACION DE LA EXPRESION DEL CANAL DE
CL-, CFTR, POR ALTAS DOSIS DE IL- BETA, EN CELU-
LAS CACO2. Pagano E.%; Valdivieso a.2; Taminelli G.3; San-
ta Coloma T.4

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular-Progra-
ma de Investigaciones Biomédicas-Universidad Cato-
lica Argentina (LBCM-PIB-UCA-CONICET)* 2 3 *4
<eleonora_pagano@yahoo.com.ar>

La fibrosis quistica (FQ) es producida por mutaciones en el gen
que codifica el canal de cloruro CFTR. El efecto de las citoquinas
sobre la regulacion de la expresion del CFTR es un tema de inte-
rés en nuestro laboratorio por su rol en los procesos inflamatorios
e inmunolégicos, alterados en FQ. La interleuquina-1 beta (IL-1pB)
resulta elevada en el esputo de pacientes FQ. Las células de
carcinoma de colon humano constituyen un buen modelo para el
estudio de la regulacion del CFTR por IL-1B debido a que expre-
san tanto CFTR como receptores para IL-13. En un trabajo pre-
vio, demostramos que el tratamiento de las células T84 con IL-
1B (0.25-0.50 ng/ml) resulté en un incremento en la expresion del
CFTR mientras que dosis mas altas (=2.5 ng/ml) la inhibieron. El
aumento de CFTR por IL-1B esta mediado por la activacion del
factor de transcripcion NF-kB. El objetivo de este trabajo es estu-
diar el mecanismo en la fase inhibitoria. Resultados preliminares
sugieren una correlacion entre la expresion del CFTR y la de Fos/
Jun en respuesta a altas dosis de IL-1B. En este trabajo, se esti-
mularon células CaCo2 con distintas concentraciones de IL-13 (O,
0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5 y 5 ng/ml) por 4 hs y luego se determiné la
expresion relativa del mMARN de CFTR. La misma se increment6
en respuesta a 0,75 ng/ml de IL-13 (1,7 +0,38 veces con respec-
to al control, p<0,5) y disminuy6 a niveles similares al control con
1y 2,5ng/ml de IL-1B. La expresién a nivel de proteina, determi-
nada por WB utilizando un anticuerpo monoclonal especifico, si-
gue el mismo patron que el mMRNA. Para determinar si esta fase
de la curva es via JUN, se trat6 las células por 1 hora con el
inhibidor especifico (SP600125) a distintas concentraciones (0, 5,
10 y 20 pM) vy, luego de estimular con IL-1p3, a baja y alta dosis,
se determind la expresion de CFTR por PCR. Los Resultados ob-
tenidos apoyan la participacion de la via de JNK en la fase
inhibitoria de la accion de IL-1(3 sobre la expresion del CFTR
144 (734) MAP QUINASA FOSFATASA- * (MKP-!): FOSFORI-
LACION Y ESTABILIZACION POR ACCION DE HCG Y SU
PAPEL EN LA INDUCCION MEDIADA POR HCG/ERKS DE
NUR, UN FACTOR NECESARIO PARA LA TRANSCRIP-
CION DE STAR. Brion L.%; Gémez N.2 Duarte A.%; Poderoso
C.% Gorostizaga A.5; Podesta E. Paz C.”

Departamento de Bioquimica, IMHNO, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires! 234567 <laubrion@hotmail.com>

En células de Leydig MA-10 el AMPc incrementa los niveles
del ARNm de MKP-1 e induce modificaciones post-traduccionales
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que estabilizan la proteina. Ademas, en estas células MKP-1 im-
pide la induccion de StAR por AMPc. Teniendo en cuenta que en
células de Leydig LH/hCG promueven la activacion de ERK1/2 via
PKA, nos propusimos determinar si la estabilizacion de MKP-1 por
hCG involucra la fosforilacion de esta fosfatasa por PKA/ERKs y
si la induccion de MKP-1 regula la expresion de NUR77, factor
de transcripcion que interviene en la induccion de StAR y otros
genes relacionados con la esteroidogénesis. Células MA-10 que
sobre-expresan transitoriamente la proteina recombinante Flag-
MKP-1 fueron incubadas con 32Pi y luego estimuladas con hCG
o AMPc. Demostramos que hCG/AMPc promueven la fosforilacion
de MKP-1, analizada por inmunoprecipitacion, SDS-PAGE y
autorradiografia. PD98059 (inhibidor de MEK1/2) inhibe totalmente
este efecto pero sélo reduce parcialmente la acumulacion de la
proteina mediada por AMPc, como se determina por Western blot.
Esto sugiere que la estabilizacién de la proteina depende, al
menos en parte, de su fosforilacion. Con el fin de conocer el
mecanismo por el cual MKP-1 reduce la expresion de StAR, ana-
lizamos si esta fosfatasa afecta la expresion del factor inducible
por hCG/AMPc, NUR77. Mediante experimentos de co-
transfeccion, analizamos el efecto de la sobre-expresion transito-
ria de MKP-1 sobre la actividad del promotor de NUR77, deter-
minada evaluando la actividad de un gen reportero (luciferasa).
Comprobamos que el AMPc incrementa la actividad del promotor
(expresada en unidades relativas de luciferasa) y que MKP-1
inhibe este efecto (AMPc=2,12+0,26 vs. AMPc+MKP-1=0,85+0,08;
P<0,001), al igual que PD. Se concluye que la estabilizacién de
MKP-1 por hCG/AMPc es parcialmente dependiente de la
fosforilacion por ERK1/2 y que MKP-1 inhibe la induccién de
NUR77 por AMPc, efecto que estaria involucrado en la inhibicién
de la expresion de StAR por MKP-1.

ENDOCRINOLOGIA 2

145  (20) CARACTERIZACION DE CANALES DE POTASIO EN
EL TESTICULO: SU PARTICIPACION EN LA REGULACION
DE LA PRODUCCION DE TESTOSTERONA . Matzkin M.%;

Mayerhofer A.z; Kunz L.%; Calandra R.* Frungieri M.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-
CONICET); Facultad de Medicina, UBA!; Institute of Cell
Biology, Ludwig Maximilians University, Munich, Alemania?
3, Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-
CONICET)?; Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(IBYME-CONICET); Facultad de Medicina, UBA®
<maeugmatzkin@hotmail.com>

Los canales ionicos ligando- y voltaje-dependientes son cono-
cidos por su acciones en células excitables tales como células
nerviosas y musculares. No obstante, se expresan también en
células no-excitables donde participarian en la regulacion de la
proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Recientemente se
describié la presencia de canales i6nicos en células de la
granulosa del ovario involucrados en la modulacién de la
esteroidogénesis. En base a estos antecedentes, el objetivo del
presente trabajo ha sido caracterizar la presencia de canales de
potasio voltaje depedientes (KV4.2) y calcio dependientes (BKCa)
en el testiculo. Se utilizaron testiculos enteros y células de Leydig
purificadas en un gradiente discontinuo de Percoll, obtenidos a
partir de hamsteres Dorados (Mesocricetus auratus) machos de
10, 18, 36, 46, 60 y 90 dias de edad. La expresion de los cana-
les se evalu6 por inmunohistoquimica y RT-PCR. Los canales
KV4.2 fueron localizados en el compartimento tubular a lo largo
del desarrollo puberal, aunque se hallan ausentes en células de
Leydig. Por lo contrario, los canales BKCa se expresan en célu-
las de Leydig a todas las edades estudiadas, pero no son detec-
tados en células de la linea germinal. La incubacion in vitro de
células de Leydig en presencia de un bloqueante de canales
KV4.2 (frixotoxina, 50 nM) no alteré la produccion de testosterona.
Iberiotoxina (I, 50nM), bloqueante de canales BKCa, no afect6 la
sintesis de testosterona (pmol/millén de células de Leydig) en
condiciones basales, (control: 16.03 + 0.86, |: 15.78 + 0.65), pero
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la estimul6 significativamente en presencia de 100 mUl/ml de hCG
(hCG: 95.53 + 8.50, hCG + I: 118.62 + 6.12, P < 0.05). En con-
clusion, este trabajo describe la existencia de canales de potasio
en el testiculo, que podrian intervenir en la modulacion de la fun-
cion testicular. Al respecto, se han localizado canales BKCa en
células de Leydig del hamster que participan en la regulacion de
la produccion de andrégenos.

146  (159) MECANISMOS DE ACCION INVOLUCRADOS EN LA
APOPTOSIS DE CELULAS ADENOHIPOFISARIAS INDU-
CIDA POR ESTROGENOS. Zarate S.; Jaita G.2 Eijo G.3;
Ferraris J.4; Radl D.5; Zaldivar V.5; Pisera D.7; Seilicovich A.®

Instituto de Investigaciones en Reproduccion, UBA* 23456
78 <szarate@fmed.uba.ar>

Las acciones rapidas de los estrégenos son mediadas por la
activacion de receptores de estrégenos (ERs) asociados a la
membrana plasmatica, gatillando diferentes vias de transduccion
de sefiales involucradas en la regulacién de diferentes funciones
celulares. Previamente hemos demostrado que tanto el estradiol
(E2) como el E2-BSA inducen una rapida respuesta apoptética en
células adenohipofisarias (CA), lactotropos y somatotropos. El
antagonista de ERs clasicos, ICI 182,780, revierte completamente
este efecto, indicando que la activacion de estos receptores aso-
ciados a la membrana plasmatica estaria involucrada en el efec-
to proapoptoético del E2. En el presente trabajo evaluamos la ac-
cién de un conjugado entre E2 y polimeros inertes, los poli(amido)-
poliamino dendrimeros (EDC), cuyo tamafio y carga restringe la
accion estrogénica a sitios cercanos a la membrana plasmatica.
El EDC (concentracion efectiva de E2 10-9M, 120 min) indujo
apoptosis de CA provenientes de ratas ovariectomizadas
(Anexina-V FITC/IP y citometria de flujo) (VEH: 15.7+0.3%,
dendrimero vacio, DC: 17.7+1.4%, E2: 21.0+1.0%, EDC:
23.3+1.4%; p<0.05, ANOVA). También evaluamos la participacion
de la MAP Kinasa p38 en la apoptosis de CA inducida por EDC
mediante el uso de un inhibidor de dicha kinasa, el SB203580 (SB,
10pM). Determinamos la accién del EDC sobre la apoptosis de
CA en presencia SB (Anexina-V FITC/IP y citometria de flujo).
Luego de 120 min de incubacién el SB bloqued la apoptosis in-
ducida por el EDC sobre dichas células (C: 8.5+0.2%, EDC:
16.2+1.1%, SB: 12.9+1.9%, EDC+SB: 9.8+0.5%; p<0.01 vs respec-
tivo control sin EDC, p<0.01 vs respectivo control sin SB, ANOVA).
Estos Resultados indican que el EDC en tiempos cortos de
incubacion induce apoptosis de CA y sugieren que el efecto
proapoptético del E2 en dichas células podria deberse, al menos
en parte, a la activacion de receptores asociados a membrana
plasmatica por un mecanismo dependiente de la activacion de p38.

147  (196) SENSIBILIDAD A LA INSULINA EN DOS MODELOS
TRANSGENICOS DE RATONES DEFICIENTES EN EL
RECEPTOR DE DOPAMINA D2. Risso G.}; Ramirez M.%;
Noain D.3; Rubinstein M.#; Becu-villalobos D.°; Garcia-tornadu
|.6

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* 2 ; Instituto
de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia
Molecular®  ; Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal® ¢ <gabriela_risso@hotmail.com>

En trabajos previos demostramos que ratones deficientes del
receptor dopaminérgico D2 (KO) tienen un menor peso corporal,
bajos niveles de GH e IGF-1 séricos e hiperprolactinemia. Demos-
tramos que los animales que carecen del receptor D2 (RD2) Uni-
camente en sistema nervioso central (KOc) presentan un fenotipo
con retardo en el crecimiento, GH e IGF-1 disminuidos, sin au-
mento de los niveles de prolactina. Por otra parte describimos que
la ausencia del RD2 en el islote produce un deterioro del mismo,
con alteraciones en la secrecion de insulina. En contraposicion,
la ausencia de RD2 central no presentaba este fenotipo alterado.
El objetivo del trabajo fue estudiar la sensibilidad periférica a la
insulina en estos dos modelos de animales transgénicos. El test
de tolerancia a la insulina (ITT) no mostré diferencias entre los
animales KO y los salvajes. Para estudiar en mayor profundidad
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la sensibilidad en los tejidos blanco (higado, misculo esqueléti-
co y tejido adiposo) estudiamos la cascada de activacion de
insulina. Los animales fueron anestesiados, administrandose
insulina por vena porta-hepatica. Se tomaron muestras de tejido
a los tiempos 0, 1 y 5 min. Los tejidos se procesaron segln pro-
tocolos de western blot. Se evaluaron los niveles de pAKT/AKT
total y de IRS-1 a los diferentes tiempos. Encontramos un aumento
en la fosforilaciéon de AKT en funcién del tiempo sin diferencias
significativas, y niveles semejantes de IRS-1 entre genotipos. Por
el contrario, al realizar el ITT en los animales KOc, observamos
una mayor sensibilidad a la misma en estos ratones, con niveles
de glucosa post insulina inferiores en los KOc, en comparacion
con los salvajes (P=0.018). Postulamos que los bajos niveles de
GH de los animales KOc serian los responsables de una mayor
sensibilidad a la insulina. Si bien en los KO totales este fenotipo
también esta presente, la ausencia de RD2 en todo el organismo
(pancreas, hipofisis), enmascararia el efecto.

148  (340) TROMBOSPONDINA-1 (TSP1) EN UN MODELO DE
PROLACTINOMA: RATONES DEFICIENTES DE RECEP-
TOR DOPAMINERGICO TIPO 2 (D2DR -/-).. Recouvreux M.%;
Guida M.2; Becu-villalobos D.%; Diaz-torga G.*

IByME?* 2 3 4 <recouvreux@dna.uba.ar>

Los ratones hembra D2dr -/- , a pesar de ser hipoestrogénicos,
generan espontaneamente prolactinomas por la ausencia de con-
trol inhibitorio dopaminérgico sobre el lactotropo. TGFB1 ha sido
descripto como mediador del efecto de dopamina a través de su
receptor D2 en hipdfisis. Previamente describimos una marcada
disminucion de TGFB1 activo y total en hipofisis de ratones D2dr
-/- . Por otro lado, la TSP1, glicoproteina presente en la matriz
extracelular (MEC), ha sido descripta como activador de TGFB1
al liberarlo de su complejo latente menor. TSP1 cumple funcio-
nes anti-angiogénicas y antitumorales en diversos tejidos, en parte
mediadas por TGFB1, y en parte por la regulaciéon sobre la acti-
vidad de metaloproteasas de matriz (MMPs), como la inhibicién
de MMP-9. El objetivo del siguiente trabajo es el estudio de TSP1
en el modelo de prolactinomas en ratones D2dr -/- . Por western
blot se observé un aumento de TSP1 en hipdfisis de hembras
D2dr -/- (p<0.01). Por IHQ observamos la localizacién de TSP1
en células endoteliales y no endoteliales, asi como también su
colocalizacién con TGFB1, en hipdfisis D2dr -/- y wt. Por otro lado,
la actividad de MMP-9 se vi6 disminuida en hipdfisis D2dr -/- tan-
to en machos como en hembras, medido por zimografia
(p=0.039). Postulamos que la disminuciéon de TGFB1 activo en
hipofisis de los ratones D2dr -/- no es debida a la falta de su
activador TSP1, sino en parte mediada por la ausencia de con-
trol dopaminérgico. Por otro lado el aumento de TSP1 (factor
antiangiogénico) podria ser el causante de los menores niveles
de MMP9 en las hipofisis D2dr -/- . Ambos hallazgos podrian con-
tribuir a la ausencia de malignidad de estos prolactinomas. Con
apoyo de CONICET y ANPCyT.

149  (393) LAEXPOSICION AGUDA A ALTAS Y BAJAS DOSIS

DE BISFENOL A MODIFICA LA ACTIVIDAD DEL EJE

REPRODUCTOR EN RATAS MACHO PREPUBERES SIN
AFECTAR LOS MECANISMOS DE REGULACION A NIVEL

CENTRAL. Cardoso N.%; Pandolfi M.?; Ponzo O.%; Carbone
S.4 Gamez J.5 Lavalle J.5; Scacchi P.”; Reynoso R.®

Laboratorio de Endocrinologia. Dt. Fisiologia. Facultad de
Medicina.UBA!; Departamento de Biodiversidad y Biologia
Experimental. FCEyN. UBA? ; Laboratorio de Endocrinolo-
gia. Dt. Fisiologia. Facultad de Medicina.UBA® #5678
<cnp@hotmail.com>

En trabajos previos hemos demostrado que la administraciéon
crénica de Bisfenol A (BPA), modifica los mecanismos de regula-
cion del eje reproductor a nivel central. En el presente trabajo se
estudid el efecto de la administracién aguda de altas y bajas do-
sis de BPA sobre el eje reproductor de ratas macho prepuberes.
Se administr6 a animales macho etanol 0.1%, grupo control y
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BPA en agua de bebida, dosis aproximada de exposicion (DAE),
grupo 1: 2,5 mg/kg/dia y grupo 2: DAE:3 pg/kg/dia, n=10/grupo,
desde el dia 21 de vida y hasta los 35 dias. Se determiné LH y
FSH, (RIA,ng/ml) en suero y liberacion de GnRH, (RIA, pg/HMB)
y &cido glutdmico (GLU), (HPLC: nmol/HMB) en fragmentos de
hipotdlamo medio basal Se realiz6 estudio histolégico de cortes
de testiculo. En ninguno de los dos grupos estudiados se obser-
varon modificaciones de la liberacion de GLU y Gn-RH: GLU:
(control: 1548 + 657 vs grupo 1: 1450 + 77); (control 522 + 50 vs
grupo 2: 504 + 49). Gn-RH (control: 4.5 + 0.8 vs grupo 1: 3.4 +
0.5); (control: 1.0 + 0.1 vs grupo 2: 1.8 £ 0.3). En los animales
tratados con altas dosis los niveles de FSH no sufrieron modifi-
caciones, mientras que en los tratados con bajas dosis los mis-
mos disminuyeron significativamente, (control: 121 + 12 vs grupo
2: 70 £ 5.0, p< 0.001). Los niveles de LH no sufrieron cambios
en ninguno de los dos grupos. El estudio histolégico mostré que
la meiosis progresé normalmente tanto en los animales controles
como en los tratados. Animales tratados de ambos grupos pre-
sentaron aproximadamente un 10% de secciones de tubulos
seminiferos conteniendo solamente Células de Sertoli y sin célu-
las de la serie espermatica. Los animales tratados de los dos gru-
pos presentaron un namero mayor de espermatogonias que los
controles. Los Resultados obtenidos sugieren que el tratamiento
agudo con altas y bajas dosis de BPA modifican la actividad del
eje reproductor actuando a nivel hipofisario y gonadal, sin afec-
tar los mecanismos de regulacion a nivel central.

150 (428) EFECTO XENOESTROGENICO DEL CADMIO SO-
BRE LAS CELULAS ADENOHIPOFISARIAS . Miler E.%;
Quinteros F.Z Cabilla J.3; Ronchetti S.#; Nudler S.5; Duvilanski

B.6

IQUIFIB-Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA?* 23456
<emiler@ffyb.uba.ar>

El cadmio (Cd2+) es uno de los metales de transicion mas

toxicos que esta asociado con la contaminacion del aire y del
agua, como asi también con el humo del cigarrillo. Trabajos re-
cientes han destacado que el Cd2+ es capaz de mimetizar los
efectos de los estr6genos en varios tejidos, actuando como un
disruptor endocrino. El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar el
papel del Cd2+ como xenoestrégeno a nivel adenohipofisario.
Para ello se estudi6 el efecto del Cd2+ sobre la proliferacion ce-
lular mediante inmunocitoquimica (incorporacion de BrdU) y la
expresion de las ciclinas (cyc) D1 y D3 (PCR semicuantitativa,
GAPDH como control interno). Se utilizaron cultivos celulares de
adenohipofisis de ratas hembras adultas jovenes y células GH3
lactosomatotropas derivadas de un tumor hipofisario de rata, en
medio de cultivo sin rojo fenol y con suero fetal bovino adsorbido.
El 17B-estradiol (E2, 1 nM) fue usado como control positivo. El
tratamiento con Cd2+ (10 nM, 96 hs.) aumento la proliferacion
celular basal (control: 23,8 + 2,2%; Cd2+: 45,5 + 2,7%, p<0,05).
El tratamiento con Cd2+ (72 hs.) aument6 la expresion del RNAm
de la cyc D1y de la cyc D3 (expresion relativa del RNAm de la
cyc D1 (% respecto al control): control: 100,0 + 1,2; Cd2+: 125,7
+ 4,1, p<0,01; cyc D3: control: 100,0 + 6,1; Cd2+: 146,4 + 4,9,
p<0,01). El tratamiento con un antagonista del receptor de E2 (ICl
182,780, 10-7 M) impidi6 el aumento en la expresion de los men-
sajeros de las cyc D1 y D3 (cyc D1: control: 1,33 + 0,07; Cd2+:
1,68 = 0,05, p<0,01 vs. control; Cd2+ + ICI: 1,17 + 0,03, p<0,001
vs. Cd2+; cyc D3: control: 1,21 + 0,05; Cd2+: 1,86 + 0,03, p<0,001
vs. control; Cd2+ + ICI: 1,30 + 0,03, p<0,001 vs. Cd2+). Resulta-
dos similares fueron obtenidos en la linea GH3. Conclusiones:
El Cd2+ a bajas concentraciones aumenta la proliferacion de las
células adenohipofisarias por un mecanismo que involucra los
receptores de E2.
151  (463) EFECTO ANSIOGENICO DE LA EXPOSICION POST-
NATAL AL DISRUPTOR ENDOCRINO DI- 2ETHYLHEXYL
PHTHALATE) EN RATAS MACHO. Gobetto M.}; CutreraR.2;
Scacchi P.%; Ponzo 0.4 Reynoso R.5; Cardoso N.5;
Moguilevsky J.”; Carbone S.8
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Di-2(ethyl hexyl phthalate) (DEHP) se utiliza en articulos de
PVC blando de uso cotidiano e insumos médicos. La exposicion
perinatal al DEHP altera el eje reproductor por acciéon fundamen-
talmente antiandrogénica. Por otra parte, se sabe que los
andrégenos poseen un rol ansiolitico. El objetivo del trabajo fue
estudiar el efecto de la exposicién postnatal del DEHP sobre el
comportamiento simil-ansiedad en ratas macho de 30, 45 y 60
dias de edad. Para evaluarlo, se us6 el laberinto elevado en cruz
(Elevated-plus maze test), midiendo la permanencia del animal en
los brazos abiertos (%TSO) y la frecuencia de entrada a los mis-
mos (%FEO). El DEHP se administr6 en agua de bebida (30mg/
kg/dia) durante la lactancia hasta el sacrificio. En un segundo
experimento dos grupos de 60 dias de edad controles (C) y DEHP
se inyectaron, 15 dias previos a la prueba y cada 72hs, con sali-
na (C+S; DEHP+S) o testosterona (T) 1mg/kg (C+T; DEHP+T).
En los mismos se estudié el comportamiento y se determinaron
FSH y LH en plasma, por RIA (ng/ml). Se usaron 8-10 machos/
grupo. A los 45 y 60 dias se obtuvo mayor %TSO en los DEHP
respecto a sus controles (p<0.05): a los 45 dias: 1.6+£0.6 vs
8.2+2.3; 60 dias: 1.9+0.8 vs 11.8+4.1. El %FEO disminuyé a los
60 dias en los DEHP vs C: 10.01+5.4 vs 36.8+8.4. La T revirtio
el efecto ansiogénico del DEHP sobre el %TSO (DEHP+T:
11.8+2.1 vs DEHP+S: 1.8+0.6) y el %FEO (DEHP+T: 50.3+8.0 vs
DEHP+S: 15.0+5.6) llegando a valores similares al control. En
animales de 60 dias, inyectados con T, se indujo un feed-back
negativo sobre LH (C+T: 4.46+0.78 vs C+S: 17.98+6.14, p<0.001),
corroborandose el efecto androgénico. La LH no mostr6 cambios
en el grupo DEHP+S vs C+S. Ninguno de los grupos mostré cam-
bios en FSH. Esto sugiere que el DEHP incrementa el comporta-
miento simil-ansiedad en machos de 45 y 60 dias, posiblemente
por su accion antiandrégenica. El efecto de DEHP en machos de
60 dias fue antagonizado por testosterona. Se postula un efecto
ansiogénico para el DEHP.

152  (467) EL OLIGONUCLEOTIDO IMT504 PROMUEVE LA RE-
CUPERACION DE LA DIABETES INDUCIDA POR
ESTREPTOZOTOCINA: AUMENTO TEMPRANO EN LA
EXPRESION DE NESTINA Y NEUROGENINA 3. Bianchi M.2;
Hernando-insta A.?; Chasseing N.3; Zorzopulos J.4 Calvo
V.5 Libertun C.%; Montaner A.7; Lux-lantos V.8
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Immunotech S.A., Bs As* ; Instituto de Biologia y Medicina
Experimental - CONICET?® ; Instituto de Biologia y Medicina
Experimental - CONICET, Facultad de Medicina, Universi-
dad de Buenos Aires®; Imnmunotech S.A., Bs As; Fundacion
Pablo Cassara, Bs As’; Instituto de Biologia y Medicina Ex-
perimental - CONICET? <mbianchi@dna.uba.ar>

El oligonucleétido IMT504 (ODN), estimula la expansion de
células madres mesenquimales y promueve la reparacion tisular
en modelos de injuria 6ésea y de dolor neuropético. Previamente
reportamos que en ratas diabéticas por estreptozotocina (STZ),
el tratamiento con ODN mejoré notablemente esta condicién, au-
mentando el nimero de islotes y células beta. Aqui evaluamos el
mecanismo de reparacion tisular inducido por el IMT504 en este
modelo. Se inyectaron ratas macho Sprague-Dawley de 200 g de
peso con STZ (60 mg/kg, ip en buffer citrato) o diluyente, control
(C). La glucemia (Gluc) en C es 120+10 mg/dl. Animales con Gluc
entre 200-370 mg/dl 3 dias post-STZ, considerados diabéticos,
recibieron diariamente ODN (40mg/dosis/dia, sc: STZ-ODN) o
salina (STZ). Luego de una caida en la Gluc de 2 dias consecu-
tivos en los STZ-ODN, se sacrificaron ratas de los 3 grupos y se
recolectaron los pancreas y sangre troncal. Se midieron las
glucemias (glucometer) e insulinemias (RIA). Por inmuno-
histoquimica se evaluaron marcadores de proliferacion celular
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(PCNA), de células endoteliales (CD31), de células progenitoras
en pancreas (nestina) y de células progenitoras con compromiso
a islote (neurogenina 3: Ngn3). El % de islotes PCNA positivos
(+) aumenté en STZ-ODN respecto a C y STZ (C: 34+3%, STZ:
41+6% vs STZ-ODN: 75+15%, p<0.05), siendo el nimero de nu-
cleos PCNA+/ islote el doble que en C. En STZ-ODN, CD31 au-
mento6 en los islotes y en vasos sanguineos del parénquima
pancreatico con respecto a C (p<0.01). El % de pancreas nestina+
fue mayor en STZ-ODN que en STZ (C: 25%, STZ-ODN: 67% vs
STZ: 0%, +2: p<0.05). El % de islotes Ngn3+ aument6 en STZ-
ODN (STZ-ODN: 30+11% vs C: 0% y STZ: 5+2%, p<0.02), au-
mentando 9 veces el nimero de nucleos+/ islote (p<0.02). La
marcada mejoria en la diabetes en STZ-ODN correlaciona con un
aumento en pancreas de la proliferacion celular, vascularizacion
y la expresion temprana de marcadores de células progenitoras
como nestina y Ngn3. (CONICET, UBA, ANCYPT).

153  (485) EXPRESION DE AROMATASA (CP “°AROM) EN
PLACENTAS (PL) DE NACIMIENTOS DE NINOS VARO-
NES Y MUJERES ADECUADOS PARA LA EDAD GES-
TACIONAL (AEG) Y PEQUENOS PARA LA EDAD GES-
TACIONAL (PEG). Sainz R.'; Saraco N.? Pepe C.3;
Baquedano M.% Gonzalez C.% Ifiiguez G.%; Rivarola M.7;
Mericq V.8, Belgorosky A.°

Endocrinologia, Hospital Garrahan, Bs As, Argentina® ? 3 4;
Hospital San Borja Arriaran, Santiago, Chile® °©
Endocrinologia, Hospital Garrahan, Bs As, Argentina’ ;
Hospital San Borja Arriaran, Santiago, Chile® ;
Endocrinologia, Hospital Garrahan, Bs As, Argentina’
<rominasainz@hotmail.com>

Se ha descrito una regulacion géneroespecifica en la expre-

sion del ARNm de cP450arom en tejidos como el sistema nervio-
so central y preadipocitos humanos, pero no en placenta huma-
na (PI). Se ha propuesto que los estrégenos estarian implicados
en la regulacion de la homeostasis de la glucosa y en la compo-
sicion corporal, asi como un dimorfismo sexual en la sensibilidad
a la insulina. Recientemente se describié que a diferencia de lo
observado en recién nacidos (RN) AEG donde existe una diferen-
cia sexual en la composicién corporal y el tamafio, esta no se
evidencia en PEG. Nuestra hip6tesis plantea la expresion géne-
ro especifica del ARNm de cP450arom en la Pl durante el desa-
rrollo fetal. Se analiz6 la expresion de cP450arom en placentas
de embarazos saludables a término de RN masculinos (masc) y
femeninos (fem) AEG (n=15) y PEG (n=10). La abundancia del
ARNmM cP450arom fue analizada por RT-PCR en tiempo real y las
proteinas por Westernblot. Se evidencio en el grupo AEG una
mayor expresion del ARNm de cP450arom en Pl de RN masc que
en RN fem (mediatES: 12,8+4,1 Unidades Arbitrarias (UA), n=9
y 3,4+1,2 UA, n=6, respectivamente). Por otra parte, en el grupo
PEG no se encontraron diferencias significativas en la expresion
del ARNm de cP450arom en Pl entre RN masc y fem (media+ES:
2,8+0,5 UA, n=4y 1,8+0,3 UA, n=6). Las Pls de los PEG mues-
tran una significativa disminucién de la expresiéon de cP450arom
(mediatES: 2,240,3 UA, n=10) comparando con la de los AEG
masc (mediazES: 12,8+4,1 UA, n=9). Resultados similares fue-
ron observados en la expresion de la proteina cP450arom. Se
observé una correlacion positiva entre la expresion del ARNm de
cP450arom y el SDS del peso y SDS de la longitud corporal al
nacer. Finalmente, se evidencié una diferencia generoespecifica
en la expresion de la cP450arom de Pl de RN AEG, siendo ma-
yor en varones, la cual se perderia en los PEG. Proponemos que
estas diferencias podrian estar relacionadas a la composicién
corporal de los RN.
154  (495) TRATAMIENTO CON ANTI-TNF-a EVIDENCIA EL
ROL APOPTOTICO DE LA CITOQUINA PRO-
INFLAMATORIA TNF- o EN HIGADO DE RATAS DIABETI-
CAS INDUCIDAS POR ESTREPTOZOTOCINA. Ingaramo
P.%; Ronco M. Monti J.3; Francés D.# Ceballos M.5; Pisani
G.5; Carrillo M.7; Carnovale C.8
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La Diabetes Mellitus es considerada un proceso inflamatorio,

pudiendo observarse aumento de citoquinas en el organismo.
Entre ellas, el TNF-a puede iniciar varias rutas de sefializacion
intracelulares que conducen a apoptosis. Nos planteamos estu-
diar el rol de TNF-a en la induccion de apoptosis en higado de
ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (EZ). Ratas Wistar
macho adultas fueron separadas en 2 grupos (n=10 c/u): (C) con-
trol (Buffer citrato, pH=4,5) y (D) diabético (EZ, 60 mg/kg de peso
corporal (p.c) ip). Ratas de los 2 grupos se trataron con anti-TNF-
o (Enbrel) 8 mg/Kg p.c. durante 15 dias (2 inyecciones por se-
mana, ip) (grupos: CaTNF y DaTNF). Luego de 30 dias desde el
inicio del experimento, ratas de todos los grupos se sometieron a
eutanasia. Se les determind la glicemia, el peso, se midieron las
actividades de las caspasas 3y 8 (fluorimetria) y se determiné el
indice de apoptosis por contaje de células apoptoéticas. En el grupo
diabético ademas se evalud por western blot la expresion de TNF-
a en lisado hepatico. Glicemia (método enzimatico, g/l):
C:1,17+0,01; D:4,67+0,42*; CaTNF:1,28+0,04t%; DaTNF:
4,30+0,19*. Peso corporal(g): C:439+8; D:297+9*, CaTNF:435+67;
DaTNF:301+5%; Los siguientes Resultados se expresan como %
respecto de C, (C=100%): Expresion de TNF-a: D:250+112*. Ac-
tividad de Caspasa-8: D:938+731*, CaTNF:117+23%; DaTNF:
92+13t; Actividad de Caspasa-3: D:122+5*,CaTNF: 92+7T;
DaTNF: 92+71; Indice de apoptosis (Expresado como %x10-2):
C:1,1+0,2; D:2,7+0,5*; CaTNF:1,0+0.0f; DaTNF: 1,1+0,1%.
(*p<0.05 vs C. tp<0.05 vs D). En conclusion los Resultados mues-
tran que el TNF-a hepatico aumenta en el estado hiperglicémico
lo cual provoca un aumento en la activacion de las caspasas 8 y
3 que conducen a apoptosis. El tratamiento con anti-TNF-a redu-
jo los niveles de activacion de las mismas con la consecuente
reduccioén en el indice de apoptosis poniendo en evidencia el rol
del TNF-a como mediador en las complicaciones hepaticas du-
rante la diabetes.
155 (548) POSIBLE EFECTO DE LOS CANABINOIDES
ENDOGENOS Y EL RIMONABANT SOBRE LA INSU-
LINORRESISTENCIA Y LA FUNCION DE LAS CELULAS
. Flores L.}; Alzugaray M. Suburo A.% Raschia M.% Del
Zotto H.%; Garcia M.®; Borelli M.”; Maiztegui B.8; Madrid V.°;
Massa M.%; Francini F.*; Gagliardino J.*2

CENEXA-Centro de Endocrinologia Experimental y Aplica-
da- (UNLP-CCT La Plata-CONICET) Facultad de Ciencias
Médicas. UNLP, La Plata, Argentina® ? ; Facultad de Cien-
cias Biomédicas, Universidad Austral, Buenos Aires, Argen-
tina®> ; CENEXA-Centro de Endocrinologia Experimental y
Aplicada- (UNLP-CCT La Plata-CONICET) Facultad de
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Introduccién: La obesidad se acompafia de insulinorresistencia
(IR) y un aumento de la funcion celular B. La anandamida (AEA),
endocanabinoide que regula el apetito, participaria en el meca-
nismo de produccién de estas alteraciones. En consecuencia,
drogas que interactian con sus receptores especificos (CB1 y 2)
se han utilizado para tratar la obesidad. Objetivo: Estudiar el po-
sible papel regulador del sistema canabinoide sobre la secrecién
y los cambios endocrino-metabdlicos inducidos en ratas norma-
les por una dieta rica en fructosa (DRF). Métodos: Utilizamos ra-
tas Wistar divididas en 4 grupos segun la dieta recibida por 21
dias: Control (C): dieta estandar, Fructosa (F) C méas F al 10% en
agua de bebida y ambas dietas con 2 mg/rata/dia de un antago-
nista CB1 (Rimonabant; R). Se midi6: glucosa, insulina y
triglicéridos (TG) séricos y se calculo el HOMA-IR en los 4 gru-
pos. Se extirp6 el pancreas de ratas C y se estudio la expresion
de CB1y 2 (inmunohistoquimica y RT-PCR) y se midi6 la secre-
cién de insulina in vitro en islotes incubados con diferentes con-
centraciones de glucosa (G 3.3, 8.3y 16.7 mM) y AEA (0-200 uM),
ACEA (agonista CB1, 0-20 uM) o JWH (agonista CB2, 0-20 uM).
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Resultados: Identificamos receptores CB1 en células a y CB2 en
células By 8. AEA aumento significativamente (p<0.05) la secre-
cion de insulina en presencia de G 8.3 mM (10 pM AEA)y G 16.7
mM (100 uM AEA). A 16.7 mM G, tanto ACEA como JWH 1 uM
aumentaron la secrecion de insulina mientras que la disminuye-
ron a 20 uM (p<0.05). La DRF aumenté (p<0.05) el consumo dia-
rio de calorias, el peso corporal y los niveles séricos de glucosa,
TG e insulina, asi como el indice HOMA-IR. La presencia de R
en la dieta corrigi6 todos los parametros (p<0.05). Conclusion: Los
islotes expresan CB1 y 2 con un patrén celular definido y modu-
lan la secrecion de insulina segln la concentraciéon de glucosa;
el bloqueo del sistema canabinoide in vivo corrige la mayoria de
las anormalidades inducidas por la DRF

156 (557) EVIDENCIAS DEL EFECTO DIRECTO DE LIPO-
POLISACARIDO SOBRE CELULAS LACTOTROPAS EN
CULTIVO PRIMARIO: PRESENCIA DEL RECEPTOR TLR-
4. Sabatino M.*; Gutiérrez S.?; Mascanfroni |.%; Petiti J.#; Sosa
L.5; Pellizas C.5 Torres A.7; De Paul A.2

Centro de Microscopia Electrénica. Facultad de Cs. Médi-
cas. UNC.* 2 ; Departamento de Bioquimica Clinica. Facul-
tad de Cs. Quimicas. UNC? ; Centro de Microscopia Elec-
tronica. Facultad de Cs. Médicas. UNC.“ ® ; Departamento
de Bioquimica Clinica. Facultad de Cs. Quimicas. UNC? ;
Centro de Microscopia Electrénica. Facultad de Cs. Médi-
cas. UNC.” ¢ <jetama@hotmail.com>

Previamente demostramos que lipopolisacérido (LPS) indujo
proliferacién de lactotropas de hipofisis hiperplasicas. En esta in-
vestigacion, se analiz6 la presencia de su receptor, TLR-4 y la
contribucién de via CD14/Akt/ERK1-2/NF-kB en la proliferacion de
lactotropas inducida por LPS. Adenohipdfisis de ratas macho adul-
tas tratadas con benzoato de estradiol por 60d fueron extraidas,
cultivadas y las células tratadas con: LPS (2pg/ml), E2 (100nM),
LPS+E2, por 30min. La expresion de TLR-4, CD14, p-Akt, p-ERK1/
2 fue determinada por western blot (WB) en extractos citosdlicos
(EC); y NF-kB en extractos nucleares (EN) y EC, ademas de su
localizacion ultraestructural. La presencia TLR-4 y CD14 en
lactotropas se evalu6 por citometria de flujo (CF) y por
inmunofluorescencia (IF; Microscopia Confocal). Andlisis estadis-
tico: ANOVA-Fisher. LPS solo o combinado con E2 aumenté
significativamente la expresion de TLR-4 y CD14 en EC y activ
Akt y ERK1/2. Ademas LPS increment6 los niveles de NF-kB en
EN respecto a EC indicando su translocacién al nacleo (p<0.05).
El estimulo con E2 solo, no provocd cambios en la expresion de
NF-kB. Por CF se detect6 marca positiva para TLR-4 y CD14 en
lactotropas controles no permeabilizadas (21% y 73% respectiva-
mente), indicando su localizacion en membrana plasmatica. No
se detectaron cambios significativos en la expresion de TLR-4 en
la superficie celular luego del tratamiento con LPS; sin embargo
hubo un aumento en el nimero de lactotropas positivas para CD14
(17% vs control, p<0.05). La IF confirm¢ la presencia de células
lactotropas positivas para TLR-4 localizado tanto en membrana
plasmaética como citoplasma. Nuestros Resultados demuestran la
presencia del receptor de LPS: TLR-4 en membrana plasmatica
de lactotropas. Ademas, LPS activa la via CD14/Akt/ERK1-2 pro-
moviendo la translocacion nuclear de NF-kB para finalmente in-
ducir proliferacion de lactotropas. La interaccion LPS-TLR-4 re-
vela la funcionalidad del receptor en células endécrinas.

157  (647) HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA LIPOIDEAEN
UN PACIENTE “6XY Y AMBIGUEDAD GENITAL PORTA-
DOR DE UNA MUTACION DE NOVO HETEROGICOTA DEL
GEN STAR (PROTEINA REGULATORIA AGUDA DE LA
ESTEROIDEOGENESIS). Guercio G.}; Baquedano M.?
Berensztein E.%; Costanzo M.*; Vaiani E.%; Saraco N.5; Mari-

no R.7; Rivarola M.8; Belgorosky A.°

Hospital de Pediatria Garrahan* 23456789
<gabyguercio@yahoo.com>



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

Las mutaciones bialélicas del gen StAR, se manifiestan con
insuficiencia adrenal primaria (IAP) y fenotipo genital femenino in-
dependientemente del sexo genético. Se ha descripto (Katsumata
Or11-3 Endo09) un paciente 46 XY con IAP, fenotipo masculino
y pubertad detenida portador de la mutacién IVS1-2G>A
heterocigota en el gen StAR, causante de un splicing aberrante
con pérdida del exén 2 (ARNm -E2). Se presenta un paciente 46
XY con ambigliedad genital e IAP. En el periodo neonatal el la-
boratorio revel6 niveles séricos indetectables de SDHEA, A4,
170HP, T, Cortisol y Aldosterona, niveles elevados de ACTH (143
pg/ml) y renina (28 ng/mi/h) y falta de respuesta a la hGC. La
respuesta al LHRH fue compatible con minipubertad (LH pico 12,9
muUl /ml, FSH pico 15,2 mUl/ml), sin movilizacién de la T serica
(T <0.05 ng/ml). La secuenciacion del gen StAR revel6 la muta-
cién de novo 1VS1 -2G>A, heterocigota. Los genes SF-1y DAX1
no mostraron anormalidades. Se asign6 sexo femenino. A los 3
afios se realiza gonadectomia bilateral con histologia compatible
con testiculos inmaduros. EIl cultivo primario de células tes-
ticulares mostré produccion de T basal y post hCG. La expresion
del ARNm StAR en tejido gonadal revel6 una banda de 397pb
(ARNmM-E2) y una banda débil de 511pb (ARNm normal), mien-
tras que ambas se observaron con igual intensidad en las célu-
las en cultivo. Describimos por primera vez un paciente 46 XY
con ambigiiedad genital portador de una mutacién heterocigota
del gen StAR, sugiriendo que la heterocigosis podria afectar la
esteroideogénesis testicular en la vida intrauterina. La produccion
de T in vitro podria ser secundaria a condiciones del cultivo que
permitirian la expresion del splicing normal. Postulamos que fac-
tores locales testiculares regularian de manera diferencial la ex-
presion del ARNm-E2 vs el normal, condicionando la diferencia
fenotipica de los dos pacientes con esta mutacion. La IAP neonatal
presente en ambos pacientes avalaria esta hipotesis.

158 (668) EFECTO DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA
CINETICA CELULAR EN HIPOFISIS EN LARVAS DE
RHINELLA ARENARUM (AMPHIBIA, ANURA) . Distler M.%;
Jungblut L.%; Heer T.%, Paz D.%; Pozzi A®

Laboratorio de Biologia del Desarrolo, Departamento de
Biodiversidad y Biologia Experimental , IFIBYNE-
CONICET, FCEN-UBA* 2 3 45 <mijal’’ @hotmail.com>

El eje Hipotalamo-Hip6fisis-Adrenal de vertebrados juega un
rol importante en el desarrollo y la adaptacion fisiolégica a los
cambios ambientales. El desarrollo larval en anfibios involucra una
serie coordinada de cambios regulados por el eje Hipotalamo-
Hipofisis-Tiroides y modulados por glucocorticoides (GC) ante
estimulos estresantes del entorno. Los cambios a nivel del creci-
miento y desarrollo se asemejan a los observados en mamiferos
expuestos a situaciones de estrés durante la vida fetal, sugirien-
do que algunos mecanismos de accién de los GC durante el de-
sarrollo estarian evolutivamente conservados. Objetivo: Estudiar
si el estrés cronico por hacinamiento o por el tratamiento soste-
nido con corticosterona (B) provoca un desbalance entre la proli-
feracion y apoptosis en la hipdfisis de larvas de sapo. Tratamien-
to 1 Larvas mantenidas a dos densidades: 5 larvas/I (control) y
40 larvas/l (hacinamiento); Tratamiento 2 Larvas mantenidas a 5
larvas/l sin y con B exdgena (100, 200 nM). Se midieron los nive-
les enddgenos de B por RIA; se trataron los animales con BrdU
para estudiar la proliferacion celular y se analizé el nimero de
células apoptoéticas por TUNEL y caspasa 3-activada por
inmunohistoquimica. Los animales hacinados ademas de cambios
morfolégicos mostraron aumento significativo (p<0,005) en los va-
lores de B con una disminucién en la proliferacion hipofisaria de
un 70% (p<0,001) comparado con el control, sin alterar el niGme-
ro de células apoptéticas. Sin embargo, en hipotadlamo el estrés
aumento el nimero de figuras apoptoticas. El tratamiento con B
ex6gena aumentod los niveles endégenos de B en 2,94 y 7,27
veces para 100 y 200 nM respectivamente, niveles comparables
con los alcanzados por estrés por hacinamiento e induciendo
ademas una disminucion en el numero de células BrdU positivas.
Conclusiones: El aumento de B por hacinamiento durante el de-
sarrollo larval provoca un desbalance en el crecimiento y desa-
rrollo hipofisario por caida en la proliferacion celular.
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159  (688) ( ACTUAN LOS ROS COMO REGULADORES FISIO-
LOGICOS DE LA SECRECION DE INSULINA INDUCIDA
POR DIFERENTES ESTIMULOS?. Borelli M.1; Raschia M.2;
Garcia M.3; Rebolledo 0.4; Gagliardino J.5

CENEXA (Centro de Endocrinologia Experimental y Apli-
cada)l 2 34 5 <miborelli@yahoo.com.ar>

La actividad de la NADPH oxidasa ha sido estudiada en islo-
tes pancreaticos de animales normales, aunque hasta el momento
restaba esclarecer su efecto sobre la secrecion de insulina en
respuesta a diferentes secretagogos. En este trabajo estudiamos
la actividad de NADPH oxidasa en islotes aislados de ratas nor-
males y su efecto modulador sobre la secrecién de insulina esti-
mulada por diferentes secretagogos. Nuestros Resultados mues-
tran que islotes de rata incubados en presencia de glucosa (16.7
mM), acido palmitico, acido oleico y KCI incrementan signifi-
cativamente la actividad de NADPH oxidasa con respecto a aque-
lla medida frente a glucosa 3.3 mM. La incubacién de islotes en
presencia de estos secretagogos mas el agregado al medio de
un inhibidor de la NADPH oxidasa, el ioduro de difenilo (DPI) re-
vierte el efecto estimulador. Actividad de NADPH oxidasa medi-
da como reduccion de NBT (unid.arbit/75 isl/h)

G 3.3mM G 16.7 mM Arginina Ac. palmitico Ac.oleico KCI

10 mM 0.15 mM 0.15 mM 20 mM
Sin DPI 11.4%1.3 17.4+1.5 9.2+1.6 48.1+4.1 18.3x1.5 14.1+2.3
Con DPI 10.2+1.4 9.5+1.0* 6.21+1.1 12.9+0.7* 10.8+1.2* 5.9+1.1*

Todos los secretagogos testeados incrementan la secrecion de
insulina sobre el nivel basal. EI DPI disminuye significativamente
la respuesta secretora de los islotes incubados frente a 16.7 mM
de glucosa e incrementa la respuesta frente al acido oleico y al
KCI, sin afectar aquella inducida por el acido palmitico y la
arginina. Secrecién de insulina (ng isl/h)

G 3.3mM G 16.7 mM Arginina  Ac. palmitico Ac.oleico ~ KClI
10 mM 0.15 mM 0.15 mM 20 mM

Sin DPI 0.06+£0.01 0.95:+0.06 0.25+0.04 0.18+0.03 0.18+0.02 0.25+0.02
Con DPI0.04+0.01 0.67+0.07* 0.32+0.04 0.29+0.07 0.45+0.07* 0.36+0.05*

*p<0.05

Estos Resultados sugieren que la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) inducidos por NADPH oxidasa seria
estimulo dependiente y jugaria un rol sobre el mecanismo de re-
gulacién de la secrecion de insulina.
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160 (69) CARACTERIZACION DEL MECANISMO DE ACCION
ANTIVIRAL DE LA DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA)
FRENTE A ADENOVIRUS EN CULTIVOS CELULARES .
Wachsman M.%; Torres N.%; Castilla V.2

Laboratorio de Virologia Deparatamento de Quimica Bio-
légica FCEN UBA* 2 3 <wachsman@qb.fcen.uba.ar>

Los adenovirus (AdV) producen conjuntivitis e infecciones res-
piratorias en nifios y no existe una terapia antiviral aprobada con-
tra estos virus. La DHEA es una hormona esteroidal presente en
el torrente sanguineo y tiene una gran variedad de actividades
biolégicas entre ellas actividad antiviral. El objetivo de este tra-
bajo fue profundizar en el conocimiento del mecanismo de accién
antiviral de DHEA frente a AdV5. Se determiné la concentracion
citotéxica 50, utilizando el método del MTT en células A549, tra-
tadas con DHEA. La concentracién efectiva 50 se calcul6 por el
método de reduccién del rendimiento viral y se calculé el indice
de selectividad que fue de 62,5; semejante al del cidofovir (66,5)
utilizado como referencia, determinandose ademas que DHEA no
presenta actividad virucida. El agregado de DHEA a distintos tiem-
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pos p.i., produjo una inhibicién de 2 log cuando se agreg6 entre
las 0y 2 hy de 1 log cuando se agreg6 a partir de las 4 h. Esto
indica que DHEA puede afectar la formacion y liberaciéon de par-
ticulas infecciosas al medio extracelular. El andlisis mediante
Western blot, mostré una disminucién significativa de la sintesis
de proteinas virales en las células infectadas y tratadas con DHEA.
Dado que se sabe que AdV requiere la activacion de la cascada
de MAPKs y que DHEA modula este sistema de sefializacion, se
decidié analizar si existe una relacion entre la actividad antiviral
de DHEA y su capacidad de inhibir la via de sefializacion media-
da por ERK. Para ello, se estudio el efecto de un inhibidor de la
activacion de ERK, el UO126, sobre la multiplicacion de AdV.
UO126 produjo una inhibicién significativa de AdV5 semejante a
DHEA vy el tratamiento combinado de UO126 y DHEA mostr6 tam-
bién un efecto inhibidor de la replicacién viral. Estos Resultados
sugieren que la reduccion en la sintesis de proteinas de AdV
podria deberse a una posible accién inhibitoria de DHEA sobre
la activacion de las MAPKs.

161 (134 ) FORMULACION DE COMPLEJOS DENDRIMERO-
RISPERIDONA PARA EL TRATAMIENTO DE TGD . Prieto

M.%; Del Rio Zabala N.2; Temprana F.3; Alonso S.*

Universidad Nacional de Quilmes - Laboratorio de
Biomembranas! ? 3 # <jprieto@ung.edu.ar>

Introduccién. El autismo es un grave trastorno psicolégico de

la infancia. Las drogas antipsicéticas incluyen tanto los agentes
convencionales como los atipicos; la risperidona (RSP) es una de
los atipicos mas utilizados. Sin embargo, debido a sus propieda-
des fisicoquimicas, la droga presenta severos efectos colaterales.
Los dendrimeros, son polimeros tridimensionales, de superficie
ramificada. Sus propiedades incluyen: minima polidispersidad,
estructura definida y tamafio controlado en los nanometros, alta
solubilidad en medios acuosos. Los dendrimeros PAMAM G4 (D)
podrian incorporar RSP en el interior de bolsillos hidrofébicos o
anclarlos a grupos superficiales. Objetivo. El presente trabajo plan-
tea complejar RSP con D como sistema de liberacion controlada,
apuntando al aumento de su solubilidad en medios acuosos. De
esta manera, se modifica la RSP biodisponible proporcionando
concentraciones terapéuticas con una menor dosis. Disefio del
estudio. Usando diferentes protocolos se puso a punto la técnica
final: se combinaron diferentes relaciones D:RSP en cloroformo/
metanol, se incubaron por 48 h y posteriormente se evaporé el
solvente. Los residuos sélidos se disolvieron en 50 pl de buffer y
se centrifugaron para separar los complejos solubles. Se cuanti-
fico D-RSP por absorbancia UV-visible (NanoDrop 1000). Resul-
tados. Se obtuvieron complejos D-RSP con una relacién molar de
1:3, de esta manera se logré una formulacion de RSP completa-
mente soluble en medios acuosos. Conclusion. En el presente
trabajo se planteé una formulacién novedosa de un sistema de
liberacion controlada con la droga antipsicética risperidona. Los
Resultados obtenidos indican que hay un incremento en la
solubilidad de la droga complejada al D en medios acuosos, lo
que produciria una disminucién de la uniéon a proteinas
plasméticas y sus consecuentes efectos colaterales.
162  (248) MODIFICACION DE LA EXPRESION Y LA ACTIVI-
DAD DE LA P-GLICOPROTEINA (P-GP) INTESTINAL EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE SINDROME META-
BOLICO (SM). Novak A.%; Godoy Y.2 Filia M.3; Rubio M.,
Ghanem C.5; Celuch S.°

Instituto de Investigaciones Farmacoldgicas. FFYB.
CONICET; Catedra de Fisiopatologia. FFYB. UBA!; Insti-
tuto de Investigaciones Farmacoldgicas. FFYB. CONICET?
3 4. Instituto de Investigaciones Farmacoldgicas. FFYB.
CONICET; Catedra de Fisiopatologia. FFYB. UBA®; Insti-
tuto de Investigaciones Farmacolégicas. FFYB. CONICET®
<karitooo@hotmail.com>

Varios estudios sugieren alteraciones en la expresion o acti-
vidad de la P-gp en la diabetes tipo 1. Sin embargo, hay escasa

MEDICINA - Volumen 69 - (Supl. 1), 2009

informacion acerca del estado de la P-gp en relacién al SM, un
conjunto de factores de riesgo que a su vez aumentan la proba-
bilidad de padecer diabetes tipo 2 y enfermedades cardio-
vasculares. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar
la expresion y actividad de la P-gp intestinal en un modelo expe-
rimental de SM. Materiales y Métodos: Ratas Sprague-Dawley
machos fueron alimentadas con dieta sélida estandar y recibie-
ron, durante 2 meses, fructosa 15% (FRU) en el agua de bebida.
Como controles (C) se utilizaron animales de la misma camada a
las cuales se suministr6 agua corriente. Luego de 12 hs de ayu-
no se evalué la actividad de P-gp en sacos intestinales evertidos
usando rhodamina 123 (Rho, 15 uM) como sustrato, en presencia
o ausencia del inhibidor selectivo verapamilo (100 uM). La expre-
sion de P-gp se estimé por western-blot. Resultados: Para confir-
mar la efectividad del modelo se valuaron los niveles de glucosa y
triglicéridos en sangre, cuyos niveles estuvieron incrementados en
el grupo FRU con respecto a C. La actividad intestinal de P-gp dis-
minuyé en el grupo FRU vs C (nmol Rho/40min/g intestino:
FRU=0.86+0.39; C=1.72+0.51; p<0.05, n=5). La cinética de excre-
cion fue lineal (20-40 min) y su pendiente expresada en nmol Rho
/min/g intestino disminuyé en el grupo FRU (0.0284+0.0040) con
respecto de C (0.0552+0.0089) (p<0.05; n=5). Verapamilo aboli6
estas diferencias, confirmando el rol de P-gp. También la expre-
sion de P-gp intestinal disminuy6 en el grupo FRU con respecto al
control (FRU=44+15%; C=100+13%,; p<0.05; n=3). Conclusiones:
El consumo crénico de fructosa produce una disminucién de la
expresion de P-gp en el intestino de rata. Dicha disminucién po-
dria favorecer la absorcion de drogas que son sustratos de este
transportador. Estudio subsidiado por CONICET (PIP 112-200801-
00330), UBA B609 y ANPCyT (2007-1039).

163 (257) FARMACOMODULACION DE COMPUESTOS CUMA-
RINICOS EN BUSQUEDA DE MAYOR SELECTIVIDAD Y
POTENCIA EN LA INDUCCION DE APOPTOSIS EN CE-
LULAS LEUCEMICAS. Vézquez R.}; Gémez N.2 Moglioni
A.3; Vermeulen M.4; Shayo C.%; Davio C.°; Riveiro M.”

Catedra de Quimica Medicinal, FFYB, UBA.* ? °; Laborato-
rio de Inmunologia Oncoldgica, Academia Nacional de
Medicina?*; Laboratorio de Patologia y Farmacologia
Molecular®; Catedra de Quimica Medicinal, FFYB, UBA.5;
Laboratorio de Patologia y Farmacologia Molecular’
<ramirobiog@hotmail.com>

La identificacion y optimizaciéon de una nueva molécula lider
constituyen las fases iniciales en el desarrollo de un nuevo far-
maco. En busqueda de nuevas drogas inductoras de apoptosis
en células leucémicas hemos descripto al compuesto 7,8-dihidroxi-
4-metilcumarina (1) como prototipo farmacol6gico. Dado que el nd-
cleo cumarinico puede plantearse como la fusiéon de un anillo
bencénico y un anillo de 2-pirona, nuestro objetivo consistié en
aplicar distintas estrategias de farmacomodulacién sobre (1) como
parte de los estudios de relacion estructura-actividad. Se analizé
la actividad apoptética de una serie de 2-pironas, derivados del
acido cindmico (anélogos de cadena abierta) y cumarinas orto-
dihidroxiladas, en células promonociticas U-937. En las 3 series
se evalué la inhibicién de la proliferaciéon (por incorporaciéon de
3H-timidina y ensayo clonogénico) y la citotoxicidad (por tincion
con Azul Tripan) luego de 48 h en células U-937. Como marca-
dores de apoptosis se evaluaron la actividad de caspasa 3 (en-
sayo colorimétrico) y clivaje de PARP y pro-caspasa 3 (por
Western Blot). Para evaluar la selectividad se determiné la
citotoxicidad y activacion de caspasa-3 en monocitos y linfocitos
normales. Los Resultados obtenidos indican que las 5 pironas
evaluadas no inhiben la proliferaciéon en células U-937. En cam-
bio, tanto las cumarinas (1; 2; 3; 4) como sus analogos de cade-
na abierta (5 y 6) inhiben la proliferacién e inducen apoptosis lue-
go de 48 h, presentando las cumarinas mayor potencia. Referido
a la selectividad, las cumarinas inducen mayor toxicidad sobre
células leucémicas que sobre células normales. Estos Resulta-
dos indican el valor del grupo catecol en la actividad apoptética,
sefialando la importancia del ndcleo cumarinico en la potencia y
selectividad de estos nuevos prototipos farmacolégicos. 2: 6,7-
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dihidroxicumarina; 3: 6,7-dihidroxi-4-metilcumarina; 4: 6-metoxi-
7,8-dihidroxicumarina; 5: acido 3,4-dihidroxicinamico; 6: acido 3,4-
dihidroxidihidrocinamico.

164 (275) MECANISMO DE TOXICIDAD Y CICLO REDOX DE
NAFTOQUINOIDAL TRIAZOLES. Elingold I.%; Da Silva Jr
E.2; Casanova M.%; Mansini A.% Paulino M.5; Ferreira V.5;
Dubin M.”

CEFYBO, Facultad de Medicina, UBA-CONICET* ; Depar-
tamento de Quimica Organica, Insituto de Quimica,
UFF,Nterd6i,RJ, BrasiF; CEFYBO, Facultad de Medicina,
UBA-CONICET? “; Laboratorio de Bioinformatica, y Mode-
lado Biomolecular-DETEMA-Facultad de Quimica, Univer-
sidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.®; Departa-
mento de Quimica Organica, Insituto de Quimica, UFF,
Nterdi,RJ, Brasil’; CEFYBO, Facultad de Medicina, UBA-
CONICET” <misl0Ojerbos@hotmail.com>

Las naftoquinonas son compuestos que se distribuyen amplia-
mente en la naturaleza. Poseen muy diversas actividades biol6-
gicas entre las que se destacan sus efectos antitumorales,
antiinflamatorios, antimicrobianos, entre otros. En este trabajo
estudiamos mecanismos de accion de tres naftoquinoidal triazoles
(NFT’s) sintetizados a partir de nor-lapachol, con actividad
tripanocida: ENSJ5, ENSJ13 y ENSJ14, en microsomas de higa-
do de rata, y sus posibles efectos toxicos. Los tres compuestos
inhibieron la lipoperoxidacion (LPO) NADPH-dependiente y la ini-
ciada por hidroperoxido de ter-butilo, en forma dependiente de la
concentracion, cuando la incubacién se realizé en presencia de
NADPH. La LPO iniciada por ascorbato fue inhibida por los NFT's
a 10 y 100 pM, llegando a una inhibicion maxima del 97%. Los
tres compuestos, en particulas sub-mitocondriales, estimularon la
oxidacion de NADPH vy la actividad NADH-oxidasa, con inhibicién
maxima del 57% para esta Ultima, a 50uM. La actividad succinato-
oxidasa no fue afectada por ninguno de los compuestos en estu-
dio. Estos Resultados sugieren que estas drogas inhibirian la
lipoperoxidacion microsomal hepatica por desvio de equivalentes
de reduccion provenientes del NADPH (ciclo redox) y/o por un
efecto antioxidante atribuible a los metabolitos de los NFT's al ser
reducidos por ascorbato, a 10 y 100 uM, para las tres drogas es-
tudiadas. Por otra parte, ninguno de los compuestos 0 sus pro-
ductos reducidos, afectarian la actividad de los complejos respi-
ratorios investigados.

165 (301) NUEVAS NAFTOFURANQUINONAS TRIPANO-
CIDAS: ESTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO MITO-
CONDRIAL HEPATICO . Elingold I.1; Casanova M.%; Silva R.3;
Mansini A.% Ventura Pinto A.5; Dubin M.®

CEFYBO, Facultad de Medicina, UBA-CONICET" 2; Nucleo
de Pesquisas em Prodtos Naturais, UFRJ, Rio de
Janeiro,Brasil’; CEFYBO, Facultad de Medicina, UBA-
CONICET?; Nicleo de Pesquisas em Prodtos Naturais,
UFRJ, Rio de Janeiro,Brasil’; CEFYBO, Facultad de Me-
dicina, UBA-CONICET® <mis*jerbos@hotmail.com>

Las naftoquinonas, postuladas como citostaticos, antivirales y
tripanocidas potenciales pueden inhibir varias enzimas y generar
especies reactivas del oxigeno en diferentes sistemas bioldgicos.
Las naftofuranquinonas (NFQ’s) NPPN 3222, 3223 y 3226, son
compuestos sintéticos derivados del lawsone con actividad
tripanocida, demostrada sobre la forma tripomastigote del T.cruzi.
Nuestro objetivo fue estudiar el efecto de las NFQ’'s en
mitocondrias de higado de rata. La adicion de 3222 y 3226 (10uM)
a una suspension mitocondrial, con malato-glutamato (MG) como
sustrato, estimulé el consumo de oxigeno, medido por pola-
rografia, en estado 3 (E3). El estado 4 (E4) fue estimulado por
las NFQ's a 10puM. A 1 y 10 puM estas drogas disminuyeron el
indice de control respiratorio (ICR). En presencia de succinato
como sustrato, 3222 y 3226, estimularon E4 a 10 pM sin afectar
el estado E3. El ICR fue inhibido por 3222 y 3223 a 10 uM y por
3226 a 1y 10 uM. Las NFQ’s no tuvieron efecto sobre la activi-
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dad succinato-oxidasa, mientras que la NADH-oxidasa fue esti-
mulada por 3222 a 50 uM en particulas sub-mitocondriales. Al uti-
lizar CNK como inhibidor de la respiracion, la actividad NADH-
oxidasa, fue estimulada por las NFQ’s. El potencial de membra-
na mitocondrial (PMM) con MG como sustrato fue inhibido a 50puM
por 3223 y 3226, y a 10 uM por 3222. Con succinato como
sustrato, el PMM fue inhibido a 10 y 50uM por las drogas estu-
diadas. Estos Resultados indicarian una accioén desacoplante de
la fosforilacién oxidativa por las NFQ’s, produciendo dafio
mitocondrial sin afectar la actividad succinato-oxidasa.

166  (307) TIOSEMICARBAZONAS Y DERIVADOS COMO PO-
SIBLES AGENTES ANTILEUCEMICOS . Gomez N.}; San-
tos D.?; Vazquez R.3; Riveiro M.%; Caputto E.®; Finkielstein
L.%; Gambino D.”; Moglioni A.8; Davio C.°

Catedra de Quimica Medicinal- FFyB?; Catedra de Quimica
Inorgénica, DEC, Facultad de Quimica, Universidad de la Re-
publica, Gral. Montevideo, Uruguay?; Catedra de Quimica Me-
dicinal- FFyB; Laboratorio de Patologia y Farmacologia
Molecular, IByME, CONICET? #; Catedra de Quimica Orga-
nica Ill- FFyB, UBA.® ¢ ; Catedra de Quimica Inorganica, DEC,
Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, Gral.
Montevideo, Uruguay’; Catedra de Quimica Medicinal- FFyB,
UBA, CONICET? ¢ <natomangosta@hotmail.com>

El tratamiento de los distintos tipos de cancer continGa sien-
do hoy uno de los mayores desafios de la medicina. Las terapias
actualmente utilizadas resultan altamente téxicas y poco selecti-
vas. Las tiosemicarbazonas (TSCs) han sido compuestos de in-
terés para el desarrollo de agentes quimioterapicos en los Gltimos
tiempos. Hemos sintetizado una serie de 10 tiosemicarbazonas
de 1-indanonas y se evalu6 la inhibicion de la proliferacion (por
incorporacion de 3H-timidina) y la citotoxicidad (por tincién con
Azul Tripan) sobre la linea celular promonocitica humana U937
luego de 48 h de tratamiento. Los compuestos de esta serie no
resultaron activos, siendo sus CI50 > 100 pM. Por otra parte, ha
sido demostrado que la preparacion de complejos de metales a
partir de una variedad de TSCs es Util como estrategia para in-
crementar la actividad de las mismas. Sintetizamos y caracteri-
zamos estructuralmente complejos de 1-indanona con los iones
divalentes de Cu, Zn, Pty Pd. Se determinaron la CI50 y CC50
de estos compuestos resultando altamente activos. A continua-
cion se realizé un screening de actividad pro-apoptética, evaluan-
dose la actividad enzimatica de caspasa-3 con un kit colorimétrico,
la fragmentacién de ADN en geles de agarosa y la activacion de
caspasa-3 y el clivado de PARP mediante western-blot. Los com-
plejos de Cu, Pty Pd inhibieron la proliferacién celular con una
CI50 de: 8.18 + 0.70, 3.84 + 0.35, 28.42 + 2.66, 7.58 + 0.34, <
1.56 y < 1.56 mM para [Cu(TSC-H], [Cu(TSC-H)2], [Pt(TSC)]CI2,
[Pt(TSC)(HTSC)]CI, [PA(TSC)]CI2 y [Pd(TSC)(TSC-H)]CI respec-
tivamente. Estos Ultimos, excepto [Pd(TSC)]CI2 y [Pd(TSC)(TSC-
H)]CI, resultaron positivos en el screening de apoptosis. Por otro
lado, los complejos [Zn(TSC)] y [Zn(TSC)2] no mostraron activi-
dad antiproliferativa ni pro-apopt6tica. Estos Resultados demues-
tran que la complejaciéon de TSC con Cu y Pt es una buena es-
trategia en el disefio de farmacos con actividad antileucémica.
Autores 1y 2 igual contribucion.

167 (651) NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL TRATAMIENTO
ANTIDEPRESIVO: POTENCIACION DE LOS EFECTOS
ANTIDEPRESIVOS DE LOS ACIDOS GRASOS OMEGA- 3
CON FLUOXETINA EN TRATAMIENTOS COMBINADOS
EN RATAS. Laino C.%; Podesta M.?; Reinés A.2

Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud Huma-
na (IICSHUM) Universidad Nacional de La Rioja; Instituto
de Investigaciones Farmacoldgicas (ININFA, CONICET-
UBA), Catedra de Farmacologia, Facultad de Farmacia
y Bioquimica, UBA?; Instituto de Investigaciones Farma-
coldgicas (ININFA, CONICET-UBA), Catedra de Far-
macologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA? 3
<carloslaino?®®@yahoo.ca>
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La depresion es una enfermedad crénica y recurrente que
afecta al 20% de la poblacion a lo largo de su vida. Los
antidepresivos poseen secundarios o colaterales, los cuales pre-
disponen a la suspension del tratamiento. Los acidos grasos ome-
ga-3 (w-3) son esenciales para la formacién y el adecuado fun-
cionamiento del cerebro humano. Recientes investigaciones han
indicado que la ingesta deficiente en u-3 produce disfunciones en
la neurotransmision, pudiendo ser la causa de diversos trastor-
nos psiquiatricos como la depresién. Se ha demostrado que pa-
cientes que reciben w-3 como suplemento presentan mejorias sig-
nificativas de sus sintomas. Previamente nosotros demostramos
en ratas que la dieta w-3 (0.72 g/kg/dia) produce efectos
antidepresivos en un modelo experimental de depresion (nado
forzado) y que su efecto es sinérgico al del antidepresivo fluoxetina
(10 mg/kg/dia). El objetivo del presente trabajo fue profundizar el
estudio del sinergismo farmacolégico del tratamiento combinado
y evaluar la participacion de las moléculas de adhesién neuronal.
Dosis de 0,1y 0,5 mg/kg de FLX carentes de efecto antidepresivo
en combinacion con dosis antidepresivas de w-3 (0.30 g/kg) no
mostraron beneficios en la magnitud global del efecto. Por el con-
trario, dosis inefectivas de FLX de 1 mg/kg/dia potenciaron el
efecto antidepresivo observado con la dieta w-3 (0.72 g/kg/dia).
En condiciones de sinergismo aditivo, tanto el tratamiento con u-
3 (0.72 g/kg/dia) como con FLX (10 mg/kg/dia) disminuyeron la
presencia de NCAM-140 en las fracciones hipocampales de mem-
brana de baja densidad insolubles en Triton X-100, mientras que
el tratamiento combinado indujo un descenso menor al aditivo.
Nuestros Resultados sugieren que la potenciacion de los U-3 con
FLX podria representar una estrategia de tratamiento para redu-
cir la aparicion de efectos adversos, y que la modulacion de la
compartimentalizacion de las moléculas de adhesién podria con-
tribuir al sinergismo observado.

168  (85) VALIDACION DE UNA FICHA DE REGISTROS DE
ANESTESIA EN RATONES, PUBERES, ADULTOS Y
GERONTES

Consiglio F.*; Harvey G.?; Colucci D.°; Puig N.?; Elena G.°
Instituto de Inmunologia. Facultad de Cs. Médicas. UNR.%;
Carrera de Anestesiologia. Facultad Cs. Médicas. UNR.?;
Instituto de Inmunologia. Facultad de Cs. Médicas. UNR.3;
Instituto de Inmunologia, Carrera de Anestesiologia y Ca-
rrera del Investigador, Facultad de Cs. Médicas UNR.* ;
Carrera de Anestesiologia. Facultad de Cs. Médicas. UNR.®
<franciscojconsiglio@gmail.com>

Los cambios clinicos permiten evaluar procedimientos
anestésicos en animales. El registro de datos en una ficha
anestésica no es practica habitual en ratones. Una ficha permi-
te registrar el procedimiento aplicado, la respuesta obtenida, y
ademas informacion de la anestesia. Constituye un recuento de
los fendmenos fisiolégicos, farmacolégicos y de las decisiones
tomadas y constancia del respeto a las normas bioéticas. Obje-
tivo: Comprobar la utilidad de una ficha de registro anestésico
para ratones en diferentes edades con un mismo método anes-
tésico. En ratones machos CBi puberes (P) n: 36; 51+5 dias,
35+4g; adultos (A) n: 20; 103+9d, 45+3g y gerontes (G) n: 36;
196+14d; 46+4g, se administré halotano 1,5% en oxigeno 100%
por 40 min. Los grupos P y G requirieron al 2%. Los datos esta-
ticos involucran las caracteristicas del animal, intervencion, ope-
rador y método anestésico. Los datos dinamicos, cambios de las
variables fisiol6gicas vitales: respiracién, tiempo llenado capilar,
color de mucosas y actividad, respuesta al estimulo doloroso
pinzamiento de la cola, al manejo y etapas quirtrgicas. Sedo-
analgesia optima: estado que incluye simultdneamente no res-
puesta al dolor (analgesia clinica), actividad dormido y no res-
puesta al manejo (sedacidn). Evaluacién estadistica: pruebas no
paramétricas. Resultados: 80/92 respiracion normal y signos de
buena perfusion.
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Grupo
experimental

Sedoanalgesia
optima
(Frecuencia)

Latencia hasta Sedoanalgesia® Duracién
Sedoanalgesia® acto
anestésico®

P 1,5% 12/18 7,1£3,7 37,415,1° 46,7+1,5
P 2% 14/18 3+0,1° 40,1+1,8 44,1+1,6
A 1,5% 19/20 3+0,8° 42,3+2,8 47,742,7¢
G 1,5% 4/18 3,2+0,5 39,7+0,5 44+0,1
G 2% 18/18 2,3+0,5° 42,8+2,3 47,6+3,5¢
p 0,000 0,000 0,001 0,000

aMin. (Prom. * d.e.); ®p<0,05 vs P 1,5%; °p<0,05 vs G 2%; p<0,05 vs P 2%.

La ficha para registro anestésico en ratones, utilizando halotano
resulté util y contribuyé a administrar la dosis adecuada. Ofrecio
registros clinicos que evitarian sesgos en las investigaciones que
utilizaran dicho procedimiento anestésico.

GENETICA1 Y MEDICINA REGENERATIVAL

169 (26) POLIMORFISMO ALA54THR DEL GEN FABP2 ASO-
CIADO A RIESGO CARDIOVASCULAR EN FAMILIARES
DE PRIMER GRADO DE PACIENTES CON DIABETES
MELLITUS TIPO 2. Araujo Furlan C.}; Gonzalez 1.%; Siewert
S.3; Filipuzzi S.%; Ojeda M.5

Universidad Nacional de San Luis* 2 3 ; Hospital Provincial
de Santa Rosa (San Luis)* ; Universidad Nacional de San
Luis® <cintia_a**@yahoo.com.ar>

La proteina de unién a los acidos grasos (FABP2) participa en
la transferencia y metabolismo intracelular de los &cidos grasos
(AG) de cadena larga. El polimorfismo mas frecuente es la susti-
tucion de Alanina (Ala) por Treonina (Thr) en el exon 2. Los por-
tadores del alelo Thr54 tienen el doble de afinidad por los AG,
predisponiendo a una hipertrigliceridemia, factor de riesgo
cardiovascular. Nuestro objetivo fue evaluar la asociacion de di-
cho polimorfismo con factores de riesgo cardiovascular en fami-
liares de primer grado de pacientes Diabéticos Tipo 2(DMT2). Se
analizaron 72 individuos de San Luis, Argentina, de ambos sexos
y con edad promedio:33,3+7,4 afios. Se determind: peso, talla,
indice de masa corporal (IMC), circunferencia de cintura (cc), in-
dice cintura-cadera, presion arterial (PA). Las determinaciones
bioquimicas realizadas fueron: Glucemia (G), Insulinemia (1),
Triglicéridos (TG), Colesterol Total (CT), HDL-c, LDL-c. Se eva-
lu6 HOMA-B Cell y HOMA-IR. La extraccion de ADN, se realizé
utilizando del kit QIAmp DNA Blood Mini Spin. La determinacion
del polimorfismo A54Thr fue realizada mediante la técnica de
PCR- RFLPs. Las frecuencias genotipicas fueron: 50% A/A,
45,2% AIT y 4,8% T/T; las frecuencias alélicas fueron:72,6%A y
27,4%T. Se encontraron diferencias significativas entre los
genotipos A/A'y AT-T/T en: IMC 35,1+5,6 vs 28,1+4,3 (p<0,0001),
cc 107,3+13,2 vs 95,2+15,8 cm (p<0,003), CT 192,7+34,9 vs
238,4+47,4 mg/dl (p<0,005), TG 166,8+60,2 vs 231,4+72,2 mg/
dl(p<0,03), HDL-c 47,1+7,9 vs 38,7+2,2 mg/dl(p<0,01) y G 88+8,2
vs 100,2+11 mg/dl(p<0,03). No se observaron diferencias signifi-
cativas en: LDL-c, I, HOMA-IR y HOMA-B Cell. Presentaron
hipertension arterial el 57% de los portadores A/Ay los A/T-T/T
el 41%. Nuestros Resultados indicarian que el polimorfismo
Ala54Thr del gen FABP2 podria ser un factor genético que
contribuiria a la aparicion de hipertrigliceridemia e hipercoles-
terolemia, que incrementaria el riesgo cardiovascular.

170  (47) VALIDACION ANALITICA DE LA MUTACION JAK2
(V617F) POR PCR-RFLP Y SECUENCIACION, EN PACIEN-
TES CON SINDROMES MIELOPROLIFERATIVOS CRONI-

COS. Denninghoff V.}; Waterhouse M.?; Riveros D.3; Finke J.*
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CEMIC?; CEMIC; Unidad de Trasplante de medula dsea,
Hospital Universitario de Freiburg, Alemania?; CEMIC?;
Unidad de Trasplante de medula dsea, Hospital Universi-
tario de Freiburg, Alemania* <vcdennin@yahoo.com.ar>

Introduccion. La mutacion en el gen de la tirosinquinasa
JAK2(V617F) ha sido descripta en diversos sindromes mielo-
proliferativos crénicos (SMC). Numerosos métodos han sido pro-
puestos para su identificaciéon en pacientes con neoplasmas
hematolégicos, aunque no todos han sido validados. El objetivo
del presente estudio es la validacion clinica y analitica de la de-
teccion de la mutacion JAK2(V617F). Materiales y Métodos. Para
la validacion analitica se realizaron diluciones seriadas de célu-
las HEL, homocigota para la mutacién JAK2(V617F), con células
RPMI8226 en diferentes proporciones (0-100%). Mediante
citometria de flujo se aislaron células HEL con el objetivo de
secuenciar el fragmento del exén 14 del gen que flanquea la mu-
tacion JAK2(V617F) en una Unica célula (single cell sequencing).
Se aisl6 ADN (medula 6sea, sangre periférica, granulocitos y cé-
lulas mononucleares) de pacientes con diversos SMC (QlAamp
DNA Micro Kit) y se realiz6 PCR-RFLP y secuenciacion. Resul-
tados. La PCR-RFLP realizada sobre las diferentes diluciones de
células HEL mostr6 en una sensibilidad analitica del 1% mientras
que la sensibilidad de la secuenciacion sobre las mismas mues-
tras de ADN fue del 2%. El coeficiente de correlacion (r2) entre
PCR-RFLP y secuenciacion fue superior a 0.90. En mas del 90%
de los casos fue posible secuenciar correctamente la mutacion
JAK2(V617F) en una Unica célula HEL. Utilizando el ADN de pa-
cientes, con diferentes sindromes mieloproliferativos crénicos, que
presentaban la mutacion para JAK2(V617F) se realizaron curvas
similares a las anteriormente mencionadas y la sensibilidad de la
PCR-RFLP y la secuenciacion fue del 3 y 5% respectivamente.
La sensibilidad analitica con ambas metodologias fue similar in-
dependientemente del tipo de SMC. Conclusion. La PCR-RFLP y
la secuenciacion validadas en este estudio presentan una ade-
cuada sensibilidad y especificidad analitica para su utilizacién en
el algoritmo diagnostico de pacientes con SMC.

171  (50) SIALOADENOSIS EN MODELOS MURINOS DE DIA-
BETES. Cumba G.!; Montenegro S.%; Gayol M.%; Martinez
S.4 Tarrés M.5; Picena J.°

Facultad de Ciencias Médicas! 2346 <mctarres@ciudad.com.ar>

Las lesiones orales se expresan en distintas topografias de la
mucosa oral y en glandulas salivales mayores, siendo la
sialoadenosis la patologia mas vinculada con la diabetes. En di-
ferentes animales de experimentacion se registran estas manifes-
taciones de manera diversa, no habiendo sido estudiadas en ra-
tas de lineas espontaneamente diabéticas: eSS (magra con dia-
betes tardia) y eSMT (corpulenta con metabolopatia precoz). El
material se obtuvo de 109 ratas de ambos sexos: 38 eSS, 54
eSMT y 17 controles Wistar, desde la adultez hasta la senectud.
Los animales se sacrificaron respetando las normas éticas; la
cabeza se seccion6 al nivel mas bajo posible para preservar
parénquima parotideo. Se disecaron las glandulas salivales,
obteniéndose cortes semiseriados, procesados y coloreados con
HE y tricromica. Se detecté mayor presencia de dilatacion ductal
en eSMT (eSS: 18%, eSMT: 37%, W: 6%; X2= 8.19, p = 0.02); la
fibrosis intersticial fue maéas frecuente en los genotipos
dismetabdlicos (eSS: 26%, eSMT: 39%, W: 6%; X2= 7.05, p =
0.03), en tanto que la inflamacion fue similar en las tres lineas
(eSS: 3%, eSMT: 9%, W: 6%; X2 = 1.64, p = 0.44). Los infiltra-
dos inflamatorios crénicos parotideos fueron exclusivos de los
animales diabéticos de 12 meses y mas; en una hembra eSMT
de 2 afios este proceso fue multifocal y activo, con leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos. Se observé notoria atrofia de glan-
dulas serosas linguales en dos animales eSMT de 24 meses.
Conclusion: En las ratas dismetabdlicas se comprob6 la presencia
de sialoadenosis como complicacion, mas intensa en eSMT, en
correspondencia con la mayor severidad de la diabetes en esta li-
nea. Dado que las glandulas salivales mayores repercuten en el
estado general de la salud, la constatacion de su agrandamiento -
que suele ser inaparente y asintomatico- resulta de la mayor im-
portancia para la deteccién de diabetes en poblaciones de riesgo.

101

172 (124) ACTIVACION DE LA EXPRESION DE LA
ONCOPROTEINA MUC* MEDIADA POR UN MECANISMO
DE AMPLIFICACION GENICA EN CARCINOMAS INVASO-
RES DE MAMA. Lacunza E.}; Segal-eiras A.%; Croce M.
Abba M.

CINIBA Facultad de Ciencias Médicas UNLP* 2 3 4
<ezequiellacunza@hotmail.com>

El gen MUCL1 localizado en la region 1g21.3 se halla
sobreexpresado en adenocarcinomas de mama, confiriendo a las
células tumorales potencial invasor y metastasico. Diversos estu-
dios han demostrado que la sobreexpresion de esta glicoproteina
se debe en parte a regulaciéon transcripcional y/o a cambios
epigenéticos. Sin embargo, el rol de la amplificacién génica como
mecanismo responsable de la sobreexpresién de MUC1 ha sido
poco estudiado. Objetivo: determinar si el nivel de expresion de
la oncoproteina MUC1 se encuentra asociado a un fenémeno de
amplificaciéon génica en el cancer de mama. Se analizaron 89
muestras de mama (mama normal, lesiones benignas, carcinomas
invasores y lineas celulares) mediante PCR cuantitativa en tiem-
po real (Q-PCR), inmunohistoquimica (IHQ) y western-blot (WB).
Se detecté amplificacion génica de MUC1 en 12% (1/8) de las
lesiones benignas, 38% (23/60) de los carcinomas invasores y en
la linea celular T47D. No se detecté amplificacion génica de MUC1
en las muestras normales de mama. Estos Resultados revelan una
asociacion altamente significativa entre la amplificacién génica de
MUCL1 vy el grupo de carcinomas invasores de mama (p=0.004).
El andlisis por IHQ y WB permiti6 identificar una correlacion alta-
mente significativa entre la amplificacién y la sobreexpresiéon de
la oncoproteina MUC1 (p=0.0001). En conclusion, los Resultados
presentados en este estudio demuestran que el incremento en la
expresion de la proteina MUC1 en tumores de mama se
correlaciona con un mecanismo de amplificacion génica.

173 (665) ESTUDIOS BIOQUIMICOS Y GENETICOS EN FAMI-
LIAS PORTADORAS DE LA MUTACION MAS FRECUEN-
TE EN PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE. Cerbino G.%;
Gerez E.?; Melito V.3; Batlle A.%, Parera V.5, Rossetti M.®

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
(CIPYP)- CONICET-Hospital de Clinicas José de San
Martin-UBA* 2 ; Centro de Investigaciones sobre Porfirinas
y Porfirias (CIPYP)- CONICET-Hospital de Clinicas José
de San Martin-UBA,; Departamento de Quimica Bioldgica-
FCEyN-UBA? ; Centro de Investigaciones sobre Porfirinas
vy Porfirias (CIPYP)- CONICET-Hospital de Clinicas José
de San Martin-UBA* ® ; Centro de Investigaciones sobre
Porfirinas y Porfirias (CIPYP)- CONICET-Hospital de Cli-
nicas José de San Martin-UBA; Departamento de Quimi-
ca Bioldgica,-FCEyN-UBA® <gabriela.cerbino@gmail.com>

La Porfiria Aguda Intermitente (PAI) es un desorden hepatico
agudo, autosémico dominante, producido por deficiencia en la
Porfobilinbgeno deaminasa (PBG-D). Su expresién clinica es
variable, determinada por factores ambientales, metabdlicos y
hormonales. La herencia de una copia del alelo mutado disminu-
ye en un 50% la actividad enzimatica. El diagnéstico bioquimico
basado en este dato no es concluyente dado su solapamiento con
valores normales. La deteccion de la mutacién es asi una herra-
mienta indispensable. En Argentina la PAI tiene una prevalencia
de 1:100000 vy, si bien es genéticamente heterogénea, la muta-
cion p.G111R presenta una frecuencia elevada. El objetivo de este
trabajo ha sido analizar bioquimica y genéticamente las familias
p.G111R para establecer un diagnéstico certero y contribuir al
diagnostico presintomatico. Se realizaron los estudios bioquimicos
de rutina y estudios genéticos por PCR y secuenciacién automa-
tica. En el CIPYP estan registradas 156 familias PAI estudiadas
bioguimicamente y 74 estan analizadas a nivel molecular. Cua-
renta familias portan la mutacion p.G111R (54%), una de las ma-
yores prevalencias en PAI. Se presentan Resultados del estudio
de las dltimas 20 familias p.G111R: 66% de los individuos portan
la mutacion, de ellos, 78% son mujeres y 22% hombres, 66%
sintomaticos y 34% latentes. El 90% de los pacientes sintomaticos
son mujeres. El valor de PBGD en latentes (X= 72.0+4.3 U/ml GR)
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es independiente del sexo y edad, y cercano al valor control (X=
71.3+11.2 U/ml GR). La penetrancia de la PAI es incompleta y
varia entre un 10 y 50% segun la mutacion responsable. El valor
de 66 % supera al descripto para otras mutaciones y poblacio-
nes. El elevado nimero de mujeres sintomaticas nos indica que
constituyen un grupo de riesgo para el desencadenamiento de
PAI. El nimero de latentes con PBG-D normal enfatiza la necesi-
dad de realizar el estudio genético familiar para su deteccién tem-
prana y correcto asesoramiento médico y genético

174  (193) RASTREO DE MUTACIONES DEL GEN RB ! EN PA-
CIENTES CON RETINOBLASTOMA . Piazza G.t; Paiva-pa-
lomino J.2; Giliberto F.3; Fandifio A.*; Chantada G.%; Davila
M.8; Szijan I.7

Cétedra de Genetica y Biologia Molecular Facultad de Far-
macia y Bioquimica, UBA! 2 ¢ ; Hospital de Pediatria Pro-
fesor Garrahan, Servicios de Oftalmologia, Oncologia y
Anatomia Patoldgica’ ® ° ; Catedra de Genetica y Biologia
Molecular Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA’
<guillermopiazza™@hotmail.com>

El retinoblastoma (RB), tumor maligno de nifiez, causado por
pérdida de funcion del gen supresor tumoral RB1 (13q14) tiene
dos formas: hereditaria (40%) y no hereditaria (60%). Las muta-
ciones descriptas incluyen grandes rearreglos (20%) y mutacio-
nes pequefas (80%) su estudio es importante para determinar el
riesgo en familiares de pacientes. El objetivo es estudiar 15 fami-
lias con RB, 3 con historia familiar, para identificar las mutacio-
nes y predecir el riesgo. Se analizaron 9 pacientes con RB bila-
teral (hereditario) y 7 unilaterales (75% no hereditario) por medio
de: i) Segregacion de polimorfismos, para determinar haplotipo de
riesgo y detectar grandes deleciones vy ii) Identificaciéon de muta-
ciones pequefias. Se estudiaron 4 polimorfismos intragénicos: 3
RFLPs y un VNTR: CTTT(T) y se amplificaron por PCR region
promotora, 27 exones y region poliadenilada de RB1 para anali-
zar los productos por heteroduplex/secuenciacion. La segregacion
de polimorfismos en dos familias con varios afectados permitié
determinar haplotipos de riesgo y excluir a hermanos de pacien-
tes. En la tercer familia dos primas segundas con RB mostraron
diferentes haplotipos sugiriendo diferentes mutaciones causantes
de RB, ademés se detectdé una recombinacién en el gen RB1,
entre intrones 4 y 17, durante transmisiéon de madre a hija. En un
caso esporadico el hermano del paciente heredé diferentes
haplitipos paterno materno y pudo ser excluido del riesgo. El en-
sayo de heteroduplex detectd alteraciones en patrones de migra-
cion de exones 21y 18 en dos familias, la secuenciacion del exén
21 identificé la mutacién g160833delA que produce desfasaje y
codon stop, pE737fsX743. La identificacion de haplotipos de ries-
go y de mutaciones es Util para un diagnéstico temprano y para
excluir a nifios, familiares de pacientes, del riesgo de susceptibi-
lidad a RB. El estudio de una familia con pacientes emparentados
no cercanos brindé informacién sobre eventos de mutagénesis y
recombinacion en el gen RB1.

175  (239) LOS PACIENTES CON CANCER DE PROSTATA CON
UNA DELECION DE LOS GENES GSTT ! Y/O GSTM! TEN-
DRIAN UN RIESGO ELEVADO DE SUFRIR UNA RECIDI-
VA. Acuiia A.%; Scorticati C.% De Siervi A.%; Mazza O.%

Vazquez E.5; Cotignola J.6

Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Depto de Quimica Bio-
I6gica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA* ;
Servicio de Urologia, Hospital de Clinicas Jose de San
Martin? ; Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Depto de
Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Natu-
rales, UBA® ; Servicio de Urologia, Hospital de Clinicas
Jose de San Martin* ; Laboratorio de Apoptosis y Cancer,
Depto de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales, UBA® ¢ <ale_acu@hotmail.com>

Uno de los desafios mas importantes en oncologia es poder
predecir la progresién de la enfermedad y la respuesta del pa-
ciente a la terapia. Las diferencias interindividuales en el fenotipo
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del tumor, respuesta a xenobidticos, etc; se deben en parte a los
polimorfismos genéticos. Por lo tanto, el objetivo del presente
proyecto es identificar marcadores genéticos que permitan distin-
guir pacientes diagnosticados con Cancer de Préstata (PCa) en
los que la enfermedad progresard, o presentaran resistencia o
toxicidad frente al tratamiento. Hasta agosto de 2009 reclutamos
84 pacientes con PCa provenientes del Hospital de Clinicas. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica y todos los pacien-
tes firmaron un consentimiento informado. Se extrajo ADN de
linfocitos de sangre periférica y se analizaron polimorfismos en
genes relacionados con el metabolismo de xenobiéticos: Glutation-
S-Transferasas (GSTM1, GSTT1 y GSTP1), Gen de Resistencia
Multiple a Drogas 1 (MDR1), y Metilentetrahidro Folato Reductasa
(MTHFR). Dos (GSTM1 y GSTT1) se estudiaron por PCR
multiplex, y los otros tres por PCR-RFLP. El analisis estadistico
preliminar de 40 pacientes mostré una tendencia a presentar
recidivas para los pacientes con mayor grado de Gleason (p=0,08)
y con el genotipo nulo para GSTM y GSTT (p=0,09). Se encontrd
también una tendencia a presentar mayor grado de Gleason en
los pacientes fumadores. Los hallazgos preliminares presentados
estarian corroborando que aquellos pacientes con PCa de mayor
grado de Gleason tienen un mayor riesgo a sufrir recaidas, e in-
dicarian que las enzimas GSTT y GSTM estarian involucradas en
la evolucion del PCa. Para confirmar estos Resultados se garan-
tiza el estudio de mas muestras (n=200). Los Resultados de este
estudio podrian, en un futuro, ayudar a elegir el mejor esquema
de tratamiento y seguimiento para cada paciente diagnosticado
con cancer de préstata; impactando sobre la sobrevida y calidad
de vida de los pacientes.

176  (308) ESTUDIO DE MUTACIONES NOVELES COMO CAU-
SA DE DEFICIENCIA DE 2-HIDROXILASA. Taboas M.}
Fernandez C.?; Buzzalino N.3; Minutolo C.%; Belli S.5; Oneto
A.®; Pasqualini T.”; Charreau E.8; Alba L.°% Dain L.*°

Centro Nacional de Genética Médica’ ; Instituto de Biologia
y Medicina experimentaF; Centro Nacional de Genética Mé-
dica® *; Division de Endocrinologia Hospital Durand® °; Servi-
cio de Pediatria Hospital Italiano’; Instituto de Biologia y Me-
dicina Experimental; Centro Nacional de Genética Médica®;
Centro Nacional de Genética Médica; Instituto de Biologia y
Medicina Experimental® <melmac84@hotmail.com>

En un estudio previo se han estimado las frecuencias de las
10 mutaciones mas frecuentes de la deficiencia de la 21-
hidroxilasa en 356 afectados, detectando 85-95% de los alelos
clasicos (C) y alrededor del 70% de los no clasicos (NC). El obje-
tivo de este trabajo fue estudiar la presencia de mutaciones no-
veles o0 menos frecuentes como causantes de la patologia. Para
ello, se secuenciaron las regiones codificantes y promotoras cer-
canas del gen CYP21A2 en una muestra de 19 pacientes (1 Cy
18 NC) que no habian sido completamente genotipificados pre-
viamente. A partir de ADN de linfocitos de sangre periférica, el
gen fue amplificado por PCR, en forma diferencial del pseudogen,
en 4 fragmentos y los productos analizados por secuenciacion au-
tomatica. Los Resultados obtenidos fueron comparados median-
te programas de bioinformatica con bases de datos para el
genoma humano. En 5/19 pacientes se hallaron 6 mutaciones, 4
previamente descriptas: p.R443X, p.R478L, p.R483W vy
c.delG_2672; una mutacién novel hallada anteriormente en otro
paciente de nuestra cohorte -M por V en el exén 7- y una muta-
cién novel que predice un cambio R por C en el ex6n 3. Para 2/5
pacientes, se comprobé la segregacién alélica mediante el estu-
dio de los ADNs parentales. Asimismo, se detectaron 5 variantes
noveles en el promotor en 4 pacientes NC: g.T>C -195, g.C>G -
211, g.A>G -223, g.C>G -261 y g.A>G -296, cuya posible impli-
cancia biologica resta aun determinar. Las variantes p.K101R,
p.S269T y pN493S descriptas como polimorfismos, se hallaron en
14, 2 y 11 pacientes, respectivamente. El genotipo se ha comple-
tado en 4 pacientes: 1C y 3 NC. En 8 pacientes, s6lo un alelo
presenta mutacién, 3 de los cuales poseen ademas una de las
variantes noveles en el promotor. Para aquellos pacientes en que
no se hallaron las 2 mutaciones es necesario investigar otras
causas genéticas que pudieran explicar su fenotipo.
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177  (100) EFECTO IN VITRO DE CONCENTRACIONES CRE-
CIENTES DE ACIDO HIALURONICO SOBRE LA
DEFORMABILIDAD ERITROCITARIA . Pistone G.%; Urli L.2;
Svetaz M.3; Luquita A.%; Rasia M.°

Catedra de Bioffsica, Facultad Cs. Médicas UNR* ? ; Sec-
cion Inmunologia.Fac Cs. Bioquimicas y Farmacelticas.
UNR.3; Catedra de Biofisica, Facultad Cs. Médicas.
CIURN.UNR**° <giselapistone@hotmail.com>

Anteriormente hemos demostrado que la deformabilidad
eritrocitaria (DE) es un indicador de actividad de la artritis
reumatoidea (AR). Esta demostrado que el &cido hialurénico (AH)
sérico en pacientes artriticos se asocia a la actividad de la en-
fermedad. Objetivo: estudiar el efecto del AH sobre la reologia
eritrocitaria y analizar si es concentracion-dependiente. Métodos:
Se purificéd el AH por cromatografia en frio. Muestras de sangre
de dadores normales (consentimiento escrito) se fraccionaron en
5 alicuotas (1ml c/u), a la primera (control) se adicioné 1ml de
solucién de elucion neutralizada, y a las restantes 1ml AH purifi-
cado en concentraciones crecientes (mg/ml): AH1:100; AH2:174;
AH3:218; AH4:380. Las muestras (n=6 para todos los grupos) se
incubaron 30 minutos a 37° C determinandose la concentracion
sérica de [AH]s por ELISA y el indice de rigidez (IR, inversa de la
DE) por filtracion a través de membrana nucleopore. La
reversibilidad de la interaccion AH-Eritrocito se determin6 median-
te 2 lavados con PBS y medicion de IR. Analisis estadistico: test
de Kruskal-Wallis y posteriormente test de Wilcoxon para datos
apareados.

Control [AH]s 1 [AH]s 2 [AH]s 3 [AH]s 4

- 502 872 108 1902
[AH]s mg/ml (45-55) (82-92) (103-112) (185-195)
IR (%) 6,04 13,12° 19,310 28,83° 340

(4,77- 10,84- (17,38- (28,27- (32,74-

8,40) (17,21) 24,73)  29,25) 35,78)
IR(%)posterior 2 6,01 5,18¢ 5,38¢ 5,78¢ 8,46°
lavados PBS (4,75- (4,73- (5,59- (4,75- (7,47-

8,46) 6,52) 6,06) 5,56) 8,72)

La tabla muestra: mediana e intervalo de confianza (IC 95%); n=6
para todos los grupos.Test Kruskal Wallis: H =27,87 p =
0,0001.Test de Wilcoxon a, b p<0,05.; c n.s. Conclusiones: los
valores obtenidos indican que el AH incubado en suero de dado-
res normales disminuye la DE (mayor IR), siendo esta interaccién
concentracién-dependiente y reversible por lavados. Esto avala
la hip6tesis de que el AH puede ser uno de los posibles causan-
tes del deterioro reoldgico de los eritrocitos de pacientes con AR.

178  (107) APLICACION DE UN ALGORITMO BASADO EN LAS
ANOMALIAS PLAQUETARIAS Y GENETICAS PARA EL
DIAGNOSTICO DE LAS TROMBOCITOPENIAS HEREDI-
TARIAS (TH). Glembotsky A.'; Marta R.%; Danielian S.3;

Molinas F.*; Heller P.5

IDIM A. Lanari* ; Hematologia Investigacion, CONICET,
IDIM A. Lanari, UBA?; Inmunologia, Hospital JP Garrahan®;
Hematologia Investigacion, CONICET, IDIM A. Lanari,
UBA?** <anaglem@gmail.com>

Las TH son causadas por mutaciones en genes con roles cla-
ve en la megacariocito o trombopoyesis. Su patogenia se conoce
en forma parcial y el pronéstico y tratamiento permanecen poco
definidos, dada su baja prevalencia y escasez de casuisticas. El
objetivo fue evaluar la utilidad de un algoritmo basado en 3 nive-
les: 1°) clinica; 2°) estudios de screening: volumen plaquetario
medio (VPM), frotis, agregacion, glicoproteinas; 3°) estudios confir-
matorios: inmunofluorescencia para miosina, cariotipo,
secuenciacion (WASP, RUNX1,C-MPL,MYH9). Estudiamos 34
pacientes (13 familias), edad 36 (2-73)afios, plaquetas 90(5-
170)x109/uL. Dos tercios de los pacientes presentaron
trombocitopenia aislada, el resto se asocié a otras manifestacio-
nes clinicas. La herencia mas frecuente fue autonémica dominan-
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te, 9/13 (70%) flias y la presentacién més frecuente, la macrotrom-
bocitopenia, 8/13 (62%) flias, seguido por trombocitopenia con
VPM normal (4 flias) o microtrombocitopenia (1 flia). En base a
los Resultados de los estudios de screening, se realizaron distin-
tos estudios de mayor complejidad. En 7/13 (58%) flias se esta-
blecié un diagnéstico etioldgico, cifra similar a la bibliografia, in-
cluyendo desorden relacionado al gen MYH9 (3 flias), desorden
plaquetario con predisposicion a leucemia (1), Bernard-Soulier (1),
trombocitopenia ligada al X por mutaciéon del Wiskott-Aldrich (1)
y PTI familiar (1). El diagnoéstico fue sugerido por estudios nivel
1+2 y confirmado por nivel 3. En ningln caso se realiz6 diagnés-
tico molecular con test nivel 3, sin sospecha previa con nivel 1+2,
indicando que el estudio genético sin base clinica o de laborato-
rio no estaria justificado. En 6/13 flias no se pudo establecer un
diagnéstico etioldgico, reflejando la necesidad de identificar nue-
vas alteraciones genéticas causales de TH. La utilizacién escalo-
nada de recursos resulté Util para el diagndéstico, evitando el uso
indiscriminado de estudios de alta complejidad.

179  (147) BUSQUEDA DE MUTACIONES ASOCIADAS A AL-
TERACIONES CONFORMACIONALES DE ANTITROM-
BINA (AT). Bastos L.}; Meschengieser S.?; Woods A.3;
Calderazzo J.% Kempfer A.%; Blanco A.f; Lazzari M.”

Hemostasia y Trombosis-IIHEMA-Academia Nacional de
Medicina 2 245 °¢ 7 <|uisbastos@argentina.com>

Las enfermedades conformacionales son un grupo de desor-
denes que resultan de la inestabilidad de proteinas, convirtiendo
moléculas activas en latentes o inactivas. Los cambios en la con-
formacion de AT, inhibidor fisiolégico fundamental de la coagula-
cién, se asocian a trombosis. Condiciones como el aumento de
la temperatura corporal asociado a infecciones, podrian causar el
cambio conformacional. Objetivo: Las alteraciones conforma-
cionales no suelen alterar significativamente la actividad funcio-
nal de AT, pasando asi inadvertidas en el estudio de trombofilia.
Nos propusimos investigar su presencia, mediante andalisis
genético, en sujetos jovenes con trombosis venosa espontanea,
asociada a infecciones y sin defectos trombofilicos congénitos o
adquiridos detectados. Materiales y Métodos: En 18 pacientes se-
leccionados, se amplificaron 3 exones (3B, 4 y 6) relacionados con
alteraciones conformacionales. La blUsqueda de las mutaciones
se realizé mediante la técnica de heteroduplex, excepto para el
exon 4, el cual fue secuenciado directamente. Resultados:
Heteroduplex. Se utilizé esta técnica en el analisis de los exones
3By 6. En uno de los 18 pacientes, se observé un patrén elec-
troforético diferente al normal para ambos exones. Secuenciacion.
A pesar del heteroduplex alterado la secuencia de los exones 3B
y 6 fue normal. El analisis del exén 4 mostré dos cambios de ba-
ses silenciosos, G7596A (12GG; 4GA; 2AA) y G7626A (8GG; 6GA;
4AA), ambos polimorfismos reportados como 295V y 305Q respec-
tivamente y no-asociados a trombosis. Conclusiones: Hasta el pre-
sente ningln paciente mostré algin defecto molecular relacionado
con la presencia de AT inestables. A pesar de la aparente baja pre-
valencia, se justificaria la busqueda de alteraciones de AT asocia-
das a moléculas inestables, en pacientes con trombosis venosa,
sin defectos trombofilicos detectados.

180 (264) ESTUDIO DE LA FORMA Y DE LA FRAGILIDAD
OSMOTICA ERITROCITARIA EN RATAS ALIMENTADAS
CON DIFERENTES DIETAS HIPERLIPEMICAS. Crosetti D.%;
Dominighini A.2; Gonzalvez J.%; Monti J.%; Ronco M.5;
Carnovale C.5 Luquita A.”

Facultad de Ciencias Médicas?; Cat. Biofisica. Facultad de
Ciencias Médicas. UNR.? 3; Céat. Fisiologia. Fac. Cs.
Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR.* °; 2Cat. Fisiologia,
Fac. Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas-UNR; CONICET?®;
Cat. Biofisica, Fac. Cs. Meédicas-CIURN. UNR’
<crosettidiego@hotmail.com>

Numerosos autores observaron un aumento de fragilidad
eritrocitaria y de formas estomatociticas al incubar hematies en
un medio rico en colesterol y también en cobayos alimentados
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con dietas hipercolesterolémicas. Analizamos los efectos de di-
ferentes dietas hiperlipémicas sobre la forma y la resistencia
osmética eritrocitocitaria. Ratas Wistar macho endocriadas
(n=24), de 70 dias de edad, se separaron en 3 grupos y fueron
alimentadas con:1-dieta estandar (C); 2-“dieta estandar” adicio-
nada con 15% de “jugo bovino” (cada 100g: 1,2g de colesterol
(Co), 1,06g de grasa total y 6,89 de proteinas)(D1); 3- “dieta
estandar” adicionada con Co (97% de pureza) 8g/kg de dieta y
aceite de maiz 28% (peso/peso dieta) (D2). Se anestesiaron,
obteniéndose sangre por puncién cardiaca. Forma eritrocitaria
(distinciéon de formas por microscopia y céalculo del indice
Morfolégico (IM). Fragilidad osmética: incubandose 30 minutos a
25 °C, en soluciones de NaCl (entre 0 y 290 mOsm/kg). Se de-
terminaron fotocolorimétricamente los porcentajes de hemolisis y
se calcularon: X50 ([NaCl] que produce 50 % de hemodlisis) y b
(homogeneidad de la poblacién). Resultados: (media + ES): Co
plasmatico (mg%): C: 85,99+3,29, D1: 77,17+2,61ns; D2:
104,87+2,39**; IM: C: -0,492+ 0,041; D1: -1,397+ 0,111**; D2: -
2,458+ 0,122** Estomatocitos Il (%) C: 2,73+ 1,07; D1: 10,75 +
3,01*; D2: 42,17-+ 5,63*. X50: C: 0,45+ 0,01; D1: 0,52+ 0,03%;
D2: 0,49+ 0,06*%; b: C: 11,88+ 0,26; D1: 9,89 + 0,42*; D2:10,09 +
0,45%; (**p<0,001 vs. C);(*p<0,05 vs. C);ns (no significativo). Am-
bas dietas provocan un aumento de fragilidad osmética eritrocitaria
y un cambio de forma de discocito a estomatocito. Con D2 se
observé mayor incremento de estomatocitos Il que con D1. Esto
evidenciaria que el aumento de Co plasmatico obtenido con D2,
cambia la curvatura eritrocitaria.

181  (346) ESTUDIO DE LA LIBERACION DE FACTOR VON
WILLEBRAND (VWF) PRODUCIDA POR DESMOPRESINA
(DDAVP) EN MODELOS MURINOS, “IN VIVO” E “IN
VITRO". Powazniak Y.}; Zapata V.?; Kempfer A.3; Calderazzo
J.% Alonso D.5; Lazzari M.%; Sanchez-luceros A.”

Academia Nacional de Medicina (Buenos Aires)* 234 ; Uni-
versidad Nacional de Quilmes® ; Academia Nacional de Me-
dicina (Buenos Aires)’ 7 <yaninapowazniak@gmail.com>

En humanos, la hormona vasopresina y su analogo DDAVP
aumentan los niveles plasmaticos de VWF. DDAVP es utilizada
como un agente hemostatico en el tratamiento de VWD. Se han
propuesto diferentes modelos experimentales para el estudio de
la VWD, entre ellos modelos murinos que presentan una condi-
cién clinica de VWD tipo 3, con una respuesta positiva a DDAVP.
Nuestro objetivo fue evaluar la respuesta a DDAVP en una cepa
de ratones normales, para definir un futuro modelo de estudio.
Objetivos: Evaluar si la infusion de DDAVP induce la liberacion
de VWF en un modelo murino, in vivo e in vitro. Metodologia: Se
utilizaron ratones C57 de 8 semanas. Los animales fueron dividi-
dos en dos grupos: 1) control con solucién fisiolégica (SF) ip (C);
2) tratados con 100ng DDAVP ip (D). Se tomaron las muestras
de sangre a los 30, 60 y 120 m de la inoculacién. Para el estudio
in vitro, se utilizaron células endoteliales de pulmén de la cepa
C57 obtenidas por la técnica de magnetic cell sorting utilizando
el anticuerpo anti-LSEC. Las CEs fueron incubadas con 0.1uM de
DDAVP (D) o SF (C). Luego de 30, 60 y 120 m se recolecto el
sobrenadante. Se determin6 VWF:Ag por la técnica de ELISA.
Resultados: Estudio in vivo. VWF:Ag C30: 10%, D30: 11%, C60:
12%, D60: 12%, C120: 11%, D120: 12%. Estudio in vitro. VWF:Ag
C30: 22%, D30: 17%, C60: 21%, D60: 20%, C120: 19%, D120:
21%. No se encontraron diferencias significativas entre los con-
troles y los tratamientos tanto en el modelo in vivo, como in vitro.
Discusion: Lewis B y col. (1992) y Bernat A y col. (1997) han
descripto la falta de respuesta hemostatica a la terapia con
DDAVP en ratas y cerdos normales. Nuestros Resultados, tenien-
do en cuenta la relacién cercana de especies entre ratas y rato-
nes, coinciden con las observaciones citadas, ya que la cepa de
ratén C57 no responde al DDAVP. En la investigacion de VWD y
la respuesta a DDAVP, es necesario valorar otras especies ani-
males como modelo de estudio.
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182  (577) CALPAINA COMO FACTOR INTERMEDIARIO ENTRE
LA ERITROPOYETINA Y LA PROTEINA TIROSINA
FOSFATASA 1B. Callero M.}; Vota D.2; Chamorro M.3; Vittori
D.% Nesse A.°

Departamento de Qca Bioldgica, Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales, UBA! 2 345 <mcallero@qb.fcen.uba.ar>

La Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B) es una proteina
involucrada en la atenuacion de la via de sefializacion de la
eritropoyetina (Epo). Previamente, hemos demostrado que PTP1B
es regulada positivamente por Epo en la linea celular eritroide UT-
7, cuyo crecimiento depende totalmente de este factor de crecimien-
to. En este trabajo se estudi6 la modulacién de esta fosfatasa en
células UT-7 inducidas a hemoglobinizacién y en células TF-1, que
responden a IL-3, GM-CSF y Epo. En ambas, se encontr6, una
regulacion de PTP1B similar a la observada en las células UT-7
indiferenciadas a nivel de ARNm (PCR en tiempo real) pero a ni-
vel proteico (Western blotting y citometria de flujo) no se observo
disminucion en el nivel de PTP1B en las células deprivadas de Epo
o0 aumento de ella en las células estimuladas con este factor de
crecimiento, sugiriendo que esta fosfatasa seria mas resistente a
degradacion que en las células UT-7 indife-renciadas. Sin embar-
go, tanto en las células UT-7 hemoglo-binizadas como en las TF-1
cultivadas en presencia de Epo de forma continua se detecté una
forma adicional de la fosfatasa de peso molecular (46 kDa), distin-
ta de la isoforma de membrana (50 kDa) y de la isoforma citosélica
(42 kDa). Mediante fraccionamiento subcelular se determin6 que
la isoforma de 46 kDa permanece unida a la membrana del reticu-
lo endoplasmatico, sugiriendo que proviene del clivaje de la
isoforma de mayor peso molecular. Teniendo en cuenta que, en
otros tipos celulares, se ha descripto a la PTP1B como sustrato fi-
siolégico de la calpaina, se investigd su papel en esta regulacion
de PTP1B por Epo, mediante un protocolo de inhibicion (calpeptina)
y activacion (ionéforo A23187) de esta proteasa calcio dependien-
te. De esta forma se concluyé que calpaina es el intermediario entre
la Epo y la PTP1B en las células UT-7 diferenciadas y TF-1.

183 (619) ERITROPOYETINA CARBAMILADA. EVIDENCIAS
DE SU ACCION NEUROPROTECTORA PERO NO
ERITROPOYETICA. Chamorro M.%; Vittori D.% Vota D.3
Wenker S.%; Nesse A.°

Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales, UBA! 2345 <mauge_chamorro@hotmail.com>

La eritropoyetina recombinante humana tiene reconocida efi-
cacia para el tratamiento de anemia. Sin embargo, la aplicacién
de su accién antiapoptética en otros tejidos se ve dificultada por
un innecesario efecto eritropoyético. Han sido reportados ensa-
yos experimentales con un derivado carbamilado (cEpo), el cual
no actuaria como factor eritropoyético pero tendria actividad
antiapoptotica sobre otros tipos celulares. Anteriormente, hemos
demostrado que cEpo no permite sostener el crecimiento y la via-
bilidad de las células con capacidad de diferenciacion eritroide UT-
7, dependientes de Epo para su supervivencia; mientras que cEpo
mantuvo su accién antiapoptética frente a staurosporina en la li-
nea neuronal SH-SY5Y. Para ampliar el conocimiento de la fun-
cion de cEpo, se estudié su efecto en otros modelos celulares.
Se observo que la presencia de Epo y no asi la de cEpo, estimu-
la el desarrollo de unidades formadoras de colonias eritroides
(CFU-E), cultivadas a partir de células de médula 6sea de rato-
nes BALB (Sin/Epo 50+2,9; Epo 74+3,8; cEpo 46+2,1, expresa-
dos por 104 células; Epo vs. S/Epo P<0,05; cEpo vs. S/Epo, NS,
n=3). Siguiendo con el linaje eritroide, se estudi6 el efecto de
cEpo en las células K562 sometidas a diferenciacion eritroide con
hemina (H), frente a la accidn apoptotica del TNF-a (HT). A dife-
rencia de Epo, cEpo no inhibi6 el efecto negativo del TNF-a, de-
tectdndose un aumento de apoptosis (Hoechst) reflejado en una
disminucion significativa de la viabilidad celular (MTT) (HT 71+4%;
EpoHT 104+10%; cEpoHT 66+4%, expresado como porcentaje del
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control (H); cEpoHT vs. HT, NS, n=4). Sin embargo, en la linea
de origen neuronal SH-SY5Y la exposicion frente a TNF-a mos-
tré6 un comportamiento neuroprotector de cEpo, manteniendo la
viabilidad celular (T 53+5%; EpoT 97+5%; cEpoT 116+7%, cEpoT
vs. EpoT, NS, n=3). Los Resultados aportan nueva informacion
acerca de la capacidad diferencial de la eritropoyetina modifica-
da cEpo como factor neuroprotector no eritropoyético.

184 (620) ERIPTOSIS INDUCIDA POR MEDIADORES
INFLAMATORIOS. Vota D.%; Callero M.2; Crisp R.3; Chamorro
M.% Nesse A.5; Vittori D.

Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales-UBA! 2 3 456 <daiana_vota@gb.fcen.uba.ar>

Eriptosis es un proceso por el cual los glébulos rojos (GR), bajo
ciertas circunstancias, presentan caracteristicas fenotipicas aso-
ciadas a la muerte celular programada de células nucleadas, a
pesar de no poseer nucleo ni organelas. En este trabajo estudia-
mos el desarrollo de eriptosis por exposicion de GR humanos a
mediadores proinflamatorios como TNF-a, IFN-y, IL-1p3, peréxido
de hidrégeno y nitritos. Previamente observamos apoptosis por
accion de citoquinas proinflamatorias en células K562. Estas
citoquinas, sin embargo, no indujeron exposicion de fosfatidil
serina en la membrana plasmatica del GR (incubacién por 24 h),
detectada por la unién de Anexina V (citometria de flujo). Los
nitritos, en combinacién con peréxido de hidrogeno (NO+PH),
provocaron la traslocacion del fosfolipido de membrana (C:1,
8+0,6%; T: 4,9+1,8%; IL-1: 5,0+4%; IFN: 3,5+2,5%; NO+PH:
71,6+27,3%; NO+PH vs. C, P<0,05, n=4), la formacién de metaHb
y el incremento de hemodlisis. El ingreso masivo de calcio a las
células por accion del ion6foro A23187 provocéd efectos similares
sobre la membrana (96,2+3,1%, ICa vs. C, P<0,05, n=4) y hemdlisis.
La determinacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por
citometria de flujo (oxidacién de diacetato de 2’,7'-diclorofluoresceina)
mostré un aumento de 2,5 veces (n=3) con respecto al control cuando
se incubaron los GR en presencia de NO+PH, mientras que no se
detectaron ROS por modificacion del flujo de calcio. Los Resultados
permiten sugerir un mecanismo de eriptosis que involucra un proce-
so de estrés oxidativo en presencia de mediadores inflamatorios.
Debido a que en cuadros inflamatorios que acompafian a la anemia
de enfermedades cronicas los niveles de nitritos se encuentran ele-
vados, los datos obtenidos sugieren que los mediadores inflamatorios
pueden no soélo contribuir a la produccién de anemia actuando so-
bre los progenitores eritroides sino también produciendo un efecto
directo sobre los GR.

185  (679) MODULACION DE LOS EFECTOS CITOTOXICOS
DEL ARSENITO DE SODIO POR INHIBIDORES DEL NF-
KB EN LA LINEA PROMONOCITICA HUMANA U937.

Lombardo T.}; Cavaliere V.?; Papademetrio D.%; Costantino
S.% Scarlato E.5; Hajos S.5; Alvarez E.”; Blanco G.?

IDEHU-CONICET-Cétedra de Inmunologia-Facultad de
Farmacia y Bioquimica-UBA* 2 3 * ; Servicio de Toxicologia-
Hospital de Clinicas —UBA®; IDEHU-CONICET-Catedra de
Inmunologia-Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA® 7 8
<tlombardo@ffyb.uba.ar>

El Arsénico en su forma 3+(ej. AsNa) mostré eficacia en el
tratamiento de Leucemia Promielocitica pero la aparicion de re-
sistencia farmacolégica y efectos adversos limitan una aplicacion
mas difundida y eficaz. Los inhibidores de NF-kB como el Acido
Cafein-fenil-etil-éster (CAPE) y el péptido, inhibidor del protea-
soma, MG132 han sido propuestos como drogas sensibilizantes.
Nuestro objetivo fue determinar, mediante el uso de Isobolo-
gramas y Coeficientes de Interaccion (Cl), la presencia de
sinergismo, antagonismo o aditividad en combinaciones AsNa-
MG132 y AsNa-CAPE. Para esto las células de linea promon-
ocitica U937 se expusieron separadamente a un rango de 7 do-
sis por triplicado de AsNa, MG132 y CAPE durante 72h a 37°C.
Se determind el porcentaje de muerte con Fluoresceina Diacetato
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(FDA) y loduro de Propidio (IP) con un posterior andlisis por
citometria de flujo. La Dosis Letal 50 (DL50) se calcul6 por regre-
sién lineal logaritmica para las 3 drogas. Con estos datos se cons-
truyeron isobologramas para determinar la DL50 teérica de las
combinaciones y se defini6 la proporcion relativa de cada droga
a utilizar en los ensayos combinados. Luego se expusieron las
células a un rango de 7 dosis por encima y debajo de la DL50
tedrica por triplicado para cada combinacion, evaluandose la
muerte celular con FDA-IP por citometria de flujo. Las DL50 de
AsNa, MG132 y CAPE fueron 7,37uM, 2,13 uM y 254uM respec-
tivamente. Las pendientes de regresion fueron m=0.68 m=1.51y
m=7.17 sugiriendo distintos mecanismos citotéxicos entre las 3
drogas y especialmente entre CAPE y MG132. El Cl entre AsNa
y MG132 vari6 de 0,83 (DL10) a 0,46 (DL90) indicando un mar-
cado sinergismo entre las dos drogas, mientras que el Cl entre
AsNa y CAPE estuvo entre 2,17 y 1,19 indicando antagonismo.
Concluimos que s6lo MG132 result6 sinérgico con AsNa mientras
que CAPE mostré antagonismo sugiriendo que la combinacion
AsNa-MG132 seria la mas promisoria para mejorar el tratamien-
to de Leucemia Promielocitica.

186 (788)LA HOMOCISTEINA-TIOLACTONA (HTL) MODIFICA
LA ESTRUCTURA Y CINETICA DE FORMACION DE LA
RED DE FIBRINA. Genoud V.}; Rovetta A.%, Ugarriza M.3;
Quintana I.4

Laboratorio de Hemostasia y Trombosis, Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales, UBA! 234 <valgen@gb.fcen.uba.ar>

La HTL forma aductos entre su grupo carbonilo y el e-NH2 de
los aminoacidos basicos de las proteinas. El objetivo fue evaluar
el efecto de la HTL sobre fibrindgeno y la red de fibrina. Se estu-
dié la cinética de formacion de fibrina a partir de un pool de plas-
mas humanos incubados (37°C,24hs) con soluciones de HTL(100,
500 y 1000 uM). Se monitore6 la absorbancia a 405 nm en fun-
cién del tiempo, a partir del agregado de CaCl2 20 mM y trombina
0,05Ul. La estructura de las redes se observ6 por microscopia de
campo oscuro. Se incub6 fibrinégeno purificado con HTL(relacién
molar 1:100). Se utilizaron como controles las correspondientes
incubaciones con buffer fosfato salino. El fibrinbgeno se evalu6
por electroforesis en geles de poliacrilamida(PAGE nativa y
desnaturalizante), e inmunoelectroforesis cruzada(IEC). Todos los
ensayos se realizaron por cuadruplicado. Los parametros de
fibrinoformacién (tiempo de inicio de coagulacion, velocidad de
formacion de fibrina y densidad 6ptica maxima) mostraron dife-
rencias dosis dependiente respecto del control. Para la concen-
tracion de HTL 1000 y 0 uM, los Resultados (media y desvio
estandar) son respectivamente:tiempo de inicio=19,30+0,88 y
11,58+0,22 min; velocidad de formacién =0,044+0,005 vy
0,087+0,004 min-1; densidad 6ptica maxima=0,884+0,009 y
0,939+0,011 (diferencias significativas,p=0,014). La microscopia
de campo oscuro mostré que la fibrina obtenida a partir de plas-
ma incubado con HTL 1000 uM presenté fibras mas finas y redes
mas compactas y ramificadas que el control. La evaluacion del
fibrinégeno por PAGE nativa, mostr6 DRf (Rf muestra- Rf control)
=1,5 mm. En PAGE desnaturalizante no se observaron diferen-
cias. En IEC se observé corrimiento anédico, DRf=3 mm. La HTL
afecta la estructura y cinética de formacién de fibrina. Los cam-
bios observados podrian deberse a modificaciones en el
fibrinégeno. Estas alteraciones estarian implicadas en los efec-
tos aterotrombéticos de la hiperhomocisteinemia.

187  (793) EXPRESION DE LOS GENES BCR-ABL Y HOXA °EN
EL SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON LEUCEMIA
MIELOIDE CRONICA (LMC). Tedeschi F.}; Cardozo M.?;
Zalazar F.2

Laboratorio Catedra Profesional, Facultad de Bioquimica
y Ciencias Bioldgicas;UNL* ; Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional del Litoral
<tedeschi@fbcb.unl.edu.ar>



106

En general, se observa que los pacientes con LMC, luego de
varios afios en una fase crénica, evolucionan a una crisis blastica.
El aumento de la expresion de bcr-abl en esta crisis promoveria
otras alteraciones genéticas. Otros genes implicados, aparente-
mente, en la transformacién mieloide, son los genes HOX. Una
de sus proteinas resultantes, HoxA9, es un regulador clave en la
hematopoyesis, induce expansion de células madre y bloquea la
diferenciacion mieloide. Nos propusimos evaluar los niveles de los
transcriptos bcr-abl y HoxA9 durante el seguimiento de pacientes
con LMC. Se purific6 ARN de leucocitos de pacientes con LMC.
Los transcriptos bcr-abl, HoxA9 y abl fueron amplificados in vitro
por RT-PCR. Los productos de amplificacion se analizaron por
electroforesis. La intensidad de las bandas fue evaluada por
densitometria. Los niveles de expresion de los genes HoxA9 y bcr-
abl fueron graficados como expresion relativa a la del gen consti-
tutivo abl. Observamos dos diferentes situaciones: a) Pacientes
en Fase Cronica estable (con indice de Sokal bajo), sin diferen-
cias significativas en los niveles de expresion de bcr-abl y HoxA9
y b) Pacientes que no respondieron al tratamiento instaurado (con
Indice de Sokal Alto), con incrementos en los niveles tanto de bcr-
abl como de HoxA9 (p<0.05). Estos Resultados pondrian de ma-
nifiesto un fenémeno biolégico real, aportando datos para evaluar
el impacto de la sobreexpresion simultanea de ambos genes en
la evolucion de la LMC.
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188  (115) EFECTOS DE LA ANESTESIA GENERAL EN EL NI-
VEL DE CORTISOL, ESTALLIDO RESPIRATORIO DE LOS
NEUTROFILOS Y POBLACIONES LINFOIDES EN PACIEN-
TES DE COLECISTECTOMIA LAPAROSCOPICA. Graziola

E.}; Elena G.%; Harvey G.3; Colucci D.% Puig N.°

Hospital Italiano Garibaldi* ; Carrera de Anestesiologia. Fa-
cultad de Cs. Médicas. UNR.? 3 | Instituto de Inmunologia. Fa-
cultad de Cs. Médicas. UNR.“ ; Instituto de Inmunologia, Ca-
rrera de Anestesiologia y Carrera del Investigador. Facultad
de Cs. Médicas. UNR.* <inmunestesia@yahoo.com.ar>

La colecistectomia laparoscépica (CL) ofrece ventajas clinicas
sobre la colecistectomia tradicional. A pesar de una herida me-
nor, la respuesta sistémica se activa. Este estudio en pacientes
de CL, aprobado por el Comité de Bioética, Facultad Ciencias
Médicas UNR, evalla la influencia de dos regimenes anestésicos
sobre elementos de la respuesta de fase aguda. Se evaluaron
doce pacientes (ASA I, 21-65 afios) para CL electiva con técnica
de cuatro trécares a las 7.30 a.m. La anestesia fue inducida con
propofol y mantenida con fentanilo-isoflurano (grupo inhalatorio,
INH) o con propofol-remifentanilo (grupo Anestesia endovenosa
AE). Se evalud nivel de cortisol, metabolismo oxidativo de los
neutréfilos antes y después del estimulo con PMA vy
subpoblaciones linfoides (citometria de flujo). Las muestras de
sangre fueron tomadas antes de la anestesia (AA), en el
intraoperatorio, una hora después del comienzo de la anestesia
(10) y dos horas del postoperatorio (PO). La evaluacién estadis-
tica se realiz6 por pruebas no paramétricas. En INH, se verifico
un pico de cortisol en el intraoperatorio, (mediatde, ng/ml): AA
215+66; 10 33072 (p<0,05); PO 199+97; AE: AA: 191+102; 10:
1714104, PO: 236+87. En el intraoperatorio, INH vs AE, p<0,05.
En ambos grupos los recuentos de leucocitos, de neutréfilos
(p<0,05) y de células estimuladas por PMA (p=0,043), aumenta-
ron en el PO, mientras los CD3+ cayeron en el PO sin diferen-
cias entre métodos anestésicos. En INH se observé un pico de
NK (CD3-CD16+CD56+) en el 10 y de LT activados (CD3 + CD4
+ CD25 +) en el PO, significativamente superiores a AE (p<0,05
en ambos casos). Asi, se conserva la funcionalidad de los
neutréfilos para ambas técnicas anestésicas, mientras que en INH
se verifican cambios moderados de los niveles de cortisol, de
células NK y de linfocitos activados. Los Resultados presentes
indicarian que en ambos procedimientos anestésicos la CL no
causa cambios severos de fase aguda, atribuibles a una respuesta
autonémica adecuada.
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189  (683) EFECTO DEL ESTRES QUIRURGICO SOBRE EL SIS-
TEMA INMUNE Y ENDOCRINO EN HIPOCAMPO DE RA-

TAS WISTAR. Bassi S.}; Cassano P.% Rios M.3; Argibay P.*

Instituto de Ciencias Basica y Medicina Experimental
del Hospital Italiano de Buenos Airest 2 3 4
<sabrinac.bassi@hospitalitaliano.org.ar>

Se ha observado que luego de cirugias invasivas algunos

pacientes presentan deficiencias cognitivas como pérdida de me-
moria, cambios de la funcién intelectual y del comportamiento.
Por otra parte, existe evidencia de un aumento de citoquinas pro-
inflamatorias en suero de pacientes luego de distintos tipos de
intervencién quirdrgica. Este aumento podria deberse al estrés
que genera la cirugia. A su vez el estrés ejerce una activa parti-
cipacion en la regulacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal
(HPA). Los receptores de glucocorticoides (GR y MR) parecen ser
regulados frente a situaciones estresoras. Hipotesis: las deficien-
cias cognitivas podrian deberse a un aumento en las citoquinas
cerebrales o a una desregulacion de GR y MR en el hipocampo
debido al estrés de la cirugia. Objetivo: investigar la expresion
de citoquinas y receptores de glucocortiocoides en el hipocampo
de ratas Wistar 24 horas después de una cirugia abdominal
invasiva. Metodologia: se extrajo ARN del hipocampo de rata
mediante el método de TRIzol y se analiz6 la expresion de los
genes IL6, IL6R, IL1a, IL1b, TNFa, TNFaR, GR y MR mediante
PCR en tiempo real en animales sometidos a la cirugia con anes-
tesia, animales sélo con anestesia y animales naive. Resultados:
No hubo diferencias significativas en la expresion de IL1a, IL1b,
TNFa, TNFaR, IL6R y MR entre los controles, los controles de
anestesia y las ratas operadas. Se observé una disminucion sig-
nificativa (p<0.05) en la expresion de GR en las ratas operadas
con respecto a los controles. Para el gen IL6 se observa un au-
mento significativo (p<0.05) debido a la anestesia. Conclusion: El
estrés ocasionado por la cirugia invasiva es capaz de producir al-
teraciones en el eje HPA pero no en las citoquinas pro inflama-
torias. Sin embargo, existe un aumento de IL6 debido a la anes-
tesia; los datos obtenidos se correlacionan con lo observado en
humanos periféricamente por lo tanto estos cambios podrian ju-
gar un rol en los trastornos cognitivos.
190  (413) MODULACION DOPAMINERGICA DE LA SECRE-
CION DE INTERLEUKINA 8 EN QUERATINOCITOS
HACAT. Parrado A.%; De Le6n R.2; Apicella C.3; Gentile M.%;
Rey-roldan E.5

Cétedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
UBA. Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral Dr RA
Margni, CONICET.* 23 4% <erey@ffyb.uba.ar>

El neurotransmisor dopamina (DA) es una catecolamina con
efectos modulatorios en el sistema inmune. Esta implicada en la
cicatrizacion de la piel. Los queratinocitos epidermales sintetizan
y expresan receptores para catecolaminas y también producen
citoquinas quimioatractantes y con accién proliferativa como IL-8
e IL-6. Previamente demostramos que la DA estimula la secre-
cion de IL-6 en queratinocitos, efecto mediado fundamentalmen-
te por receptores B-adrenérgicos. En este trabajo evaluamos el
efecto de agonistas dopaminérgicos sobre la secrecion de IL-8
(ELISA) y la proliferacion celular (reaccién colorimétrica con WST-
1) en queratinocitos HaCaT, linea celular humana no tumoral. El
estudio se realizé en presencia/ausencia de antagonistas de los
receptores a, PB-adrenérgicos y dopaminérgicos y de acido
ascorbico (antioxidante). Observamos que la Dopamina (10°y 10-
4M) estimul6 significativamente la produccion de IL-8 luego de 24
hs de incubacién, tanto en presencia como en ausencia del
antioxidante, sin alterar la proliferacion celular (IL-8, DA 10°M:
193.0£23.0%, p<0.01). El efecto estimulatorio de DA sobre IL-8
fue bloqueado significativamente por Propanolol, antagonista f3 -
adrenérgico (DA 10°M + Propranolol 10°M: 141.2 +10.9%, ns vs
control). Por el contrario, no se observd efecto bloqueante con
Sulpirida o Haloperidol (antagonistas dopaminérgicos) ni tampo-
co con Fentolamina (antagonista B-adrenérgico). Cabergolina,
agonista dopaminérgico tipo D2, también incrementd significa-
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tivamente la secrecion de IL-8 (10-5M: 132.1+4.3%, p<0.01), efec-
to que fue bloqueado parcialmente por Sulpirida. Entre los anta-
gonistas dopaminérgicos evaluados s6lo Haloperidol 10“M dismi-
nuy6 significativamente la proliferacion celular y la secrecién de
IL-8. Nuestros Resultados sugieren que los agonistas dopaminér-
gicos estimulan la produccién de IL-8 en queratinocitos principal-
mente a través de receptores B-adrenérgicos y probablemente por
dopaminérgicos.

191  (520) EXISTE DESREGULACION DEL EJE HIPOTALAMO-
PITUITARIA-ADRENAL EN LA DEPRESION? . Bassi S.};

Faccioli J.%; Fainstein Day P.3; Finkelsztein C.%; Argibay P.°

Instituto de Ciencias Basica y Medicina Experimental del
Hospital Italiano de Buenos Aires! ; Servicio de Psiquia-
tria del Hospital Italiano de Buenos Aires? ; Servicio de
Endocrinologia, Metabolismo y Medicina Nuclear del Hos-
pital Italiano de Buenos Aires® ; Servicio de Psiquiatria del
Hospital Italiano de Buenos Aires* ; Instituto de Ciencias
Basica y Medicina Experimental del Hospital Italiano de
Buenos Aires® <sabrinac.bassi@hospitalitaliano.org.ar>

Se considera que la desregulacion del eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) podria ser importante en el origen de la
depresién mayor (MDD). Se ha reportado una relacién entre la
desregulacion del eje HPA y la severidad, rasgos psicoéticos, an-
siedad, duracién del episodio, cronicidad y nimero de episodios
previos. Por otra parte, se ha observado que durante la fase aguda
los pacientes deprimidos presentan hipercortisolemia. Bajo la hi-
poétesis de que el tratamiento antidepresivo deberia normalizar la
actividad del HPA, el objetivo del trabajo es evaluar si existe una
hipersecrecion de cortisol en la enfermedad depresiva, si estos
niveles disminuyen con el tratamiento con un antidepresivo dual
y si se correlaciona con el mejoramiento clinico. Se han evalua-
do 6 pacientes antes y después del tratamiento. Los mismos fue-
ron evaluados psiquiatricamente por escalas HDRS y MINI. Se
recolectod la muestra de saliva a las 23 hs del dia 0 y del dia 42
de tratamiento y se midi6 el cortisol libre por radioinmunoensayo.
S6lo 1 de los 6 pacientes presenté niveles de cortisol fuera del
rango normal. Sin embargo, los niveles de cortisol de los 6 pa-
cientes disminuyeron significativamente (p<0.01) en un 50% lue-
go del tratamiento. Este resultado se correlaciona con una dismi-
nucién significativa (p<0.01) del 69% en la escala de evaluacion
psiquiatrica luego del tratamiento (50% de disminucion indica tra-
tamiento efectivo). A diferencia de lo observado en otros traba-
jos, los pacientes estudiados no presentan hipersecrecion de
cortisol en la fase aguda de la depresion demostrando que su
medicién no podria utilizarse como marcador bioquimico de la
enfermedad. Sin embargo, la mejora clinica se vio acompafiada
por una disminucién en los niveles de cortisol en todos los casos.
Podemos concluir que en estos pacientes la desregulacion del eje
HPA no se es evidente al inicio de la depresion pero su disminu-
cion contribuiria al mejoramiento clinico de los pacientes.

192 (167) ESTEROIDES ADRENALES Y SU EFECTO SOBRE
LA FRECUENCIA DE CELULAS ESPECIFICAS PARA

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS EN PACIENTES
COINFECTADOS CON HIV'Y TUBERCULOSIS QUE CUR-
SAN SINDROME DE RECONSTITUCION INMUNE. Quiroga
M.%; Angerami M.?; Ameri D.%; Sued O.% Salomon H.5;
Bottasso O.%

Centro Nacional de Referencia para el SIDA, Departamento
de Microbiologia, Facultad de Medicina, UBA* ? ; Hospital
General de Agudos Juan A. Fernandez® # ; Centro Nacio-
nal de Referencia para el SIDA, Departamento de
Microbiologia, Facultad de Medicina, UBA® ; Instituto de
Inmunologia, Facultad de Ciencias Medicas, UNR, Rosa-
rio, Argentina® <fquiroga@fmed.uba.ar>

Mdultiples trabajos han mostrado un desbalance en el perfil
inmunoenddcrino tanto en HIV como en tuberculosis (TB), pero
aun no se ha explorado este aspecto en pacientes coinfectados
(HIV-TB). En un 20% de estos pacientes se presenta una respues-
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ta inflamatoria exacerbada, el Sindrome de Reconstitucién Inmu-
ne (SRI), cuyas bases aun no estan dilucidadas. Como las hor-
monas adrenales regularian la inmunidad celular, en este trabajo
investigamos el rol de cortisol y dehidroepiandrosterona (DHEA)
sobre la modulacién de respuestas Thl contra M. tuberculosis
(Mtb) en individuos con HIV-TB, SRI y HIV+. Los pacientes con
SRI presentaron niveles plasmaticos significativamente disminui-
dos de DHEA-sulfato (DHEA-s) en comparacién con individuos
HIV-TB y HIV+, mientras que los niveles de DHEA fueron mayo-
res en pacientes HIV+ respecto a los grupos HIV-TB y SRI. No
se observaron diferencias entre grupos en los niveles de cortisol.
Se encontrd una correlacion positiva entre el recuento absoluto
de LT CD4+ y la concentracion sérica de DHEA-s en pacientes
HIV-TB, sugiriendo una relacion entre la concentracion de dicha
prohormona y el status inmune en dichos pacientes. Al estimular
células periféricas mononucleares con Mtb sonicado, los pacien-
tes con SRI mostraron la mayor frecuencia de células Mtb-espe-
cificas IFN-y+ (ELISPOT), seguidos por los individuos HIV-TB,
siendo los pacientes HIV+ los que presentaron la menor frecuen-
cia de células Ag-especificas. El agregado in vitro de cortisol dis-
minuyo la frecuencia de células Mtb-especificas en todos los gru-
pos. El tratamiento con DHEA increment6 la frecuencia de célu-
las Ag-especificas solo en pacientes con HIV-TB, sin contrarres-
tar el efecto inhibitorio del cortisol. Los datos aqui mostrados se-
flalan la importancia del eje adrenal en la respuesta inmune a Mtb,
aportando herramientas para el desarrollo en un futuro cercano
de estrategias de intervencién inmunolégica en pacientes
coinfectados con TB-HIV.

193  (212) MODIFICACIONES DE LAS PROTEINAS DE MEM-
BRANA EN ERITROCITOS SENESCENTES. Ensinck M.%;
Mufarrege N.%; Rucci A.%; Racca L.*; Garcia Borras S.5;
Cotorruelo C.5 Biondi C.”; Racca A8

Laboratorio de Inmunohematologia. Area Inmunologia. Fa-
cultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR* 2 3
45 Laboratorio de Inmunohematologia. Area Inmunologia.
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR;
CONICET® ; Laboratorio de Inmunohematologia. Area
Inmunologia. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farma-
céuticas. UNR” ; Laboratorio de Inmunohematologia. Area
Inmunologia. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farma-
céuticas. UNR; CIUNR® <mensinck@fbioyf.unr.edu.ar>

Debido a que los glébulos rojos (GR) maduros son incapaces
de sintetizar proteinas, se considera que alteraciones confor-
macionales y/o quimicas en proteinas pre-existentes, producen
cambios reconocibles en la superficie de la membrana. Las mo-
dificaciones de la principal proteina eritrocitaria banda 3, condu-
cen a la exposicién de un antigeno de senescencia implicado en
la remocion selectiva de los GR senescentes (GRSe). El objetivo
de este trabajo fue estudiar las modificaciones estructurales y
oxidativas de las proteinas de membrana en poblaciones de dis-
tintas edades: GRSe y GR jévenes (GRJ). Muestras de sangre
periférica (n=15) de dadores voluntarios fueron centrifugadas en
gradientes de Percoll para obtener poblaciones de GRSe y GRJ.
Se prepararon las membranas eritrocitarias por lisis osmotica y
se solubilizaron en buffer con SDS. Las proteinas se analizaron
por SDS-PAGE. La estimacion de la oxidacion de las proteinas
se realiz6 midiendo los grupos carbonilos por ELISA. La banda 3
se determin6 por inmunobloting. Las suspensiones eritrocitarias
fueron incubadas con anti-lgG humana marcada con Alexa 488 y
observadas por microcopia confocal. La densitometria de los geles
no mostré cambios en el patron de bandas entre ambas pobla-
ciones eritrocitarias. El analisis de la oxidacion de las proteinas
demostré un aumento estadisticamente significativo en las sus-
pensiones de GRSe (GRSe: 0.58+0.09 nmoles/mg prot vs GRJ:
019+0.05; p<0.01). En el inmunoblotting se observaron diferen-
cias significativas en la proteina banda 3 (GRSe:88.3+15.4 vs
GRJ:58.2+10.2; p<0.05) y sus productos de degradacion (22.1+5.8
vs 17.045.2; p<0.05). Por microscopia confocal observamos la
presencia de IgG en los GRSe, mientras que los GRJ no presen-
taron imagenes de fluorescencia. Los Resultados obtenidos de-
muestran modificaciones en las proteinas de membrana durante
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el envejecimiento eritrocitario y confirman la participaciéon de 1gG
autologa en el reconocimiento y remocion selectiva de los GRSe.

194 (603) CLONADO Y EXPRESION DE ALERGENOS DE
SOJA RECOMBINANTES. IDENTIFICACION DE
PEPTIDOS INMUNODOMINANTES DE REACTIVIDAD
CRUZADA ENTRE PROTEINAS DE LECHE BOVINA Y
SOJA. Curciarello R.}; Candreva A.%; Gonzalez V.%; Smaldini

P.%; Fossati C.5; Parisi G.5 Petruccelli S.7; Docena G.8

LISIN; CIDCA! 2; Unidad de Fisicoquimica, Centro de Estu-
dios e Investigaciones(UNQ).%; LISIN* °; Unidad de
Fisicoquimica, Centro de Estudios e Investigaciones (UNQ).5;
CIDCA’; LISIN; CIDCA® <curciarello@biol.unlp.edu.ar>

La alergia a leche de vaca (ALV) constituye la principal aler-

gia alimentaria que afecta a la poblacion pediatrica argentina y
de otras regiones. Ademas el 40% de los pacientes presentan
reacciones adversas al tratamiento sustitutivo con férmulas que
contienen soja (S). A fin de estudiar la reactividad cruzada (RC)
entre ambos sistemas y explicar la intolerancia clinica, se clonaron
4 alergenos de S: A4A5B3, subunidad a de la B-conglicinina, p34
y p28.Se evalué su reactividad por diferentes métodos
inmunoenzimaticos empleando antisueros policlonales y mAb
especificos de caseinas bovinas, o sueros de individuos ALV, y
en un modelo murino de ALV. Previamente se identificéd un
polipéptido (&-CTD) que contendria los epitopes responsables de
dicha RC. La reactividad de los posibles epitopes se evalu6 por
sintesis de péptidos en fase soélida, scanning de alanina y por
péptidos recombinantes. Las proteinas recombinantes y sus con-
trapartidas naturales, son reconocidas por los distintos Ac espe-
cificos de PLV, por esplenocitos y por mastocitos sensibilizados
del modelo murino. Se determiné que los péptidos seleccionados
contienen epitopes inmunodominantes, y se identificaron posicio-
nes de amino&cidos criticas en cada epitope para mantener la
reactividad inmunoquimica. En conclusién, confirmamos la RC
inmunoquimica e identificamos 3 epitopes inmunodominantes que
podrian ser los responsables de la intolerancia clinica observada
en pacientes con ALV. En base a estos Resultados planteamos
modificar los péptidos y emplearlos para inducir tolerancia en el
modelo murino de alergia.
195 (215) ESTUDIO MOLECULAR DE LAS EXPRESIONES
DEBILES DEL ANTIGENO D. Lujan Brajovich M.%; Trucco
Boggione C.%; Biondi C.%; Garcia Borras S.*; Racca A.5;
Cotorruelo C.6

Laboratorio de Inmunohematologia. Area Inmunologia. De-
partamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad Nacional de
Rosario* 2 3 4; Laboratorio de Inmunohematologia. Area
Inmunologia. Departamento de Bioquimica Clinica. Facul-
tad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad
Nacional de Rosario; CIUNR®; Laboratorio de Inmunohe-
matologia. Area Inmunologia. Departamento de Bioquimica
Clinica. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuti-
cas. Universidad Nacional de Rosario; CONICET®
<lujanmelina@yahoo.com.ar>

La expresion del antigeno D del sistema Rh en los gl6bulos
rojos (GR) presenta variaciones cuantitativas en algunos indivi-
duos. Actualmente en los Bancos de Sangre, se considera que
los pacientes con expresion disminuida de los epitopes D, desa-
rrollan una respuesta inmunolégica luego de la transfusién de GR
RhD positivos. Estudios recientes han demostrado que los recep-
tores con variantes D débiles tipo 1, 2 y 3, no producen anticuer-
pos anti-D. El objetivo de este trabajo fue identificar expresiones
débiles del antigeno D y genotipificar sus alelos. Se estudiaron
12672 muestras de dadores voluntarios del servicio de Hemote-
rapia del Hospital Provincial del Centenario. Se utilizaron 2
anticuerpos monoclonales anti-D para identificar los individuos
RhD positivos, RhD negativos y fenotipos con variantes D débi-
les, por hemaglutinacion. Se determiné el fenotipo Rh completo
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con anticuerpos monoclonales especificos anti-C, anti-c, anti-E y
anti-e en las muestras que presentaron aglutinacion débil en
medio salino (AD) y en las que solo reaccionaron con la prueba
de la antiglobulina indirecta (PAI). Se obtuvo ADN por la técnica
de salting out y se estudiaron por PCR-SSP cuatro SNPs respon-
sables de alelos D débiles. Se identificaron por métodos
seroldgicos 39 muestras con AD y los estudios moleculares per-
mitieron caracterizar los siguientes alelos D débiles: 5 tipo 1, 4
tipo 2, 1 tipo 3 y 3 tipo 4. En 22 muestras con PAI positiva se
genotipificaron los siguientes alelos débiles: 13 tipo 1, 3 tipo 2, 1
tipo 3 y 3 tipo 4. No se observ6 una correlacion entre el fenotipo
Rh completo y el tipo de D débil hallado. Estos hallazgos indican
que las técnicas seroldgicas no determinan con precision las dis-
tintas variantes débiles. Hemos observado que el mismo alelo D
débil puede presentar una expresion fenotipica diferente en dis-
tintos individuos. La caracterizacion molecular de estos alelos
constituye una herramienta util para la selecciéon de unidades
compatibles en los Bancos de sangre.

196 (513) ALTERACIONES CUANTITATIVAS EN LOS
SUBSETS DE CELULAS DENDRITICAS ESPLENICAS EN
RATONES INFECTADOS O VACUNADOS CON VFA.
Langellotti C.%; Olivera V.2 Quattrocchi V.3; Pappalardo J.%;
Di Giacomo S.%; Zamorano P.5; Vermeulen M.”

CONICET, Buenos Aires, Argentina ; Instituto de Virologia,
CICVyA, INTA Castelar? 3 ; Instituto de Virologia, CICVyA,
INTA Castelar; CONICET, Buenos Aires, Argentina® ; Ins-
tituto de Virologia, CICVyA, INTA Castelar® ; Instituto de
Virologia, CICVyA, INTA Castelar; CONICET, Buenos Ai-
res, Argentina® ; CONICET, Buenos Aires, Argentina; La-
boratorio de Inmunologia, Academia Nacional de Medici-
na’ <clangellotti@cnia.inta.gov.ar>

La fiebre aftosa es una enfermedad infecto-contagiosa, agu-
da y febril causada por el Virus de la Fiebre Aftosa (VFA) que
afecta a los artiodactilos, incluyendo rumiantes domésticos y cer-
dos. Debido a las grandes pérdidas causadas en la produccion
animal, es fundamental el desarrollo de vacunas que impidan la
dispersion de la enfermedad. La vacuna utilizada actualmente
contra el VFA contiene a la forma inactivada de este virus. A di-
ferencia de la respuesta inducida por la infeccion, la vacuna no
induce una rapida inmunidad ni tampoco genera una memoria
duradera. Previamente demostramos que la vacunacion con VFA
inactivo induce un aumento significativo de las células dendriticas
(CD) plasmacitoides, una disminucion significativa de las CD
mieloides en bazos de ratones BALB/c a los 3 dpv, mientras que
no se observaron cambios en la poblacion de CD linfoides. El
objetivo de este trabajo consistié en profundizar las variaciones
en las poblaciones de CD entre la vacunacion y la infeccion. Para
lo cual en primer lugar, evaluamos in vivo por técnica inmunohis-
toquimica la proporcion de las CD en bazos obtenidos de rato-
nes vacunados con VFA inactivo, confirmando un aumento efec-
tivo en la cantidad de CD plasmacitoides (CD11c+B220+). Pos-
teriormente, analizamos si la infeccion de ratones BALB/c con VFA
infectivo induce cambios idénticos en las CD. Para lo cual, los ra-
tones se inocularon con 104 DICT50 de VFA por via i.p. Encon-
tramos, que contrariamente a lo observado en los ratones vacu-
nados, la infeccion provocé la disminucion de todos los subsets
de CD en aproximadamente un 50% para las CD plasmacitoides,
45% para las CD mieloides y 40% para las CD linfoides, versus
sus contrapartes normales. Los Resultados obtenidos hasta el
momento, indicarian que la respuesta inmune a corto plazo produ-
cida luego de la vacunacion con virus inactivo es cuantitati-vamente
diferente a la inducida por la infeccién con el virus activo
197. (149) PARAMETROS DE ALERGIA MODIFICADOS DES-
PUES DE LA INMUNOTERAPIA. CARACTERISTICAS DE
ACUERDO A LAS EDADES. Maldonado A.}; Alaniz F.%;
Cariddi L.2

Dpto de Microbiologia e Inmunologia. UNRC* 2 2
<amaldonado@exa.unrc.edu.ar>
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Introduccién. Los pacientes alérgicos asmaticos después de
un afio de inmunoterapia alergeno especifica (ITE), muestran
mejoria en la frecuencia e intensidad de los sintomas. El objetivo
de la investigacion fue demostrar que la ITE modula, segun las
edades, los parametros clinicos, celulares y moleculares de aler-
gia. Disefio del estudio. Fueron incluidos 81 pacientes alérgicos
asmaticos: 28 lactantes, 36 nifios, 17 adultos y 27 controles sa-
nos. Al inicio y mas de un afio después, se realizaron: pico flujo
espiratorio (PFE), pruebas cutaneas, eosinofilia sanguinea y
mucosal, ensayo de liberacién de P-hexosaminidasa (a-H)
alergeno especifico, indices de proliferaciéon de células mononu-
cleares (PBMC) estimuladas con PHA o alergeno, cuantificacion
de IgE, IFN-y, IL-13 y sCD23. Resultados. Los nifios post-ITE
incrementaron los volimenes de PFE, p<0.0001. Los tres grupos
con ITE redujeron la reactividad cutanea y los indices de libera-
cion de B-H, p<0.02 y menores. Los nifios y adultos post-ITE dis-
minuyeron: los niveles de IgE, p<0.05, de eosindfilos mucosales,
p<0.01 y los nifios la eosinofilia sanguinea, p<0.0001. Las PBMC
desafiadas con el alergeno, de infantes y nifios post-ITE reduje-
ron los indices de proliferacién, ambos p<0.05. Los pacientes
alérgicos observaron menores niveles de IFN-y y mayores valo-
res de IL-13 y sCD23 que los controles, pero los cambios al afio
post-ITE, no fueron significativos. Los alérgicos de los grupos sin
ITE mostraron valores sin cambios en algunos ensayos y de em-
peoramiento de la enfermedad en otros, con p<0.05 y menores.
Conclusiones. La ITE demostré efectividad terapéutica y cambios
clinicos, celulares y moleculares. Se sugiere nueva evaluacion
con periodo mas prolongado de ITE. La mayoria de los valores
fueron indicadores de la evolucion de la enfermedad y las modifi-
caciones variaron segun las edades.

198 (391) ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR LOS NIVELES
DE EXPRESION EN E. COLI DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL ESPECIFICO ANTI-GLIADINA. Scabone

C.%; Vecchi B.2; Petruccelli S.3

CIDCA-Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.* 2 3
<cscabone@cidca.org.ar>

El anticuerpo monoclonal (mAb) 1B4E9 es especifico contra
gliadinas y actualmente es de utilidad en la certificacion de ali-
mentos para celpacos. El mAb 1B4E9 no habia sido clonado a
nivel molecular, sélo estaba disponible el hibridoma productor (ref.
Chirdo 1998). Nuestro grupo ha clonado las cadenas pesadas y
livianas de este mAb y ha realizado el modelado de la estructura
tridimensional. La identificacién de los epitopes de las gliadinas
y de los residuos del anticuerpo mas importantes en el reconoci-
miento del antigeno va a permitir proponer modificaciones en el
mAb que mejoren los métodos de certificacion. Para completar
estos estudios es necesario obtener en niveles adecuados la
expresion del anticuerpo 1B4E9. El objetivo del presente trabajo
fue aumentar los niveles de expresion en E. coli del anticuerpo
monoclonal anti-gliadina proveniente del hibridoma 1B4E9 me-
diante quimerizacion del Fab y el clonado como scFv (single chain)
en los vectores pComb3X y pMalPSS. La quimerizacién es una
de las estrategias mas comunes para aumentar los niveles de
expresion en E. coli de Fabs fusionando los dominios variables
con dominios constantes de anticuerpos con buenos niveles de
expresion. La quimerizacion del Fab anti-gliadina se realizo utili-
zando OE-PCR (Overlapping Extension PCR) para fusionar los
dominios variables de ambas cadenas con los respectivos domi-
nios constantes humanos. El producto final fue clonado en los
vectores pComb3X y pMalPSS para su expresién en superficie de
fagos M13 y expresién periplasmica en E. coli, respectivamente.
Se construyé ademas la version simple cadena (scFv) del anti-
cuerpo anti-gliadina 1B4E9 que fue también clonado en los
vectores pComb3X y pMalPSS. El vector pMalPSS provee una
fusion N-terminal de MBP (Maltose Binding Protein), que aumen-
ta los niveles de expresion de proteina soluble. Los Resultados
de los inmunoensayos revelo que la mejor expresién se obtuvo
con la construccion scFv en el pMalPSS.
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199. (483) MARCACION DE INMUNOGLOBULINAS CON CO-
LORANTES TRIAZINICOS: UNA ALTERNATIVA SIMPLE
Y ECONOMICA. Cela E.%; Gonzalez Maglio D.2 Paz M.;

Weill F.%; Leoni J.5; Ferrari A.°

Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA? 23456 <ecela@ffyb.uba.ar>

Tradicionalmente, las técnicas inmunolégicas de laboratorio

utilizan anticuerpos marcados con enzimas, moléculas fluores-
centes, ligandos radiactivos y oro coloidal. Esta ultima constituye
la Gnica forma de marcacion utilizada en técnicas rapidas de diag-
nostico, como el dot blot y la inmunocromatografia. Sin embargo,
a pesar de su versatilidad, este método de marcacion resulta cos-
toso y laborioso, y en la actualidad no hay estrategias alternati-
vas disponibles. EIl objetivo de este trabajo fue evaluar la
factibilidad de marcar anticuerpos con un colorante triazinico (Red-
HB120), por medio de un proceso sencillo y de bajo costo, para
su uso en el disefio de técnicas rapidas de laboratorio. Este tra-
bajo se llevé a cabo sobre un sistema conformado por un lisado
de E. coli BL21 e inmunoglobulinas (Igs) de conejo especificas
contra el lisado. Para optimizar la marcacién, se ensayaron 3
condiciones de pH (8.25, 9.0 y 10.2) y 3 condiciones de tiempo
de incubacién (30, 60 y 120 min). En todos los casos, las Igs
marcadas fueron separadas del colorante libre por exclusion
molecular. Para cada una de las 9 combinaciones, se estudio: a)
el grado de marcacion, por medio de la relacién de absortividad
entre el colorante y las Igs (510/280 nm); b) la disminucién del
titulo de las Igs especificas, por ELISA, y c) la intensidad del co-
lor final, por dot blot. Los Resultados mostraron que la marca-
cion a pH 10.2 durante 120 min conduce a una mayor relacion
entre colorante e Igs. La titulaciéon por ELISA indicé que, en es-
tas condiciones, la inmunorreactividad de las Igs solo se ve leve-
mente disminuida. A su vez, se comprobé que en esas condicio-
nes de marcacion, la intensidad de la coloraciéon obtenida duran-
te un ensayo de dot blot, es adecuada y maxima. Se concluye que
la marcacion de anticuerpos con colorantes triazinicos resulta una
alternativa viable, econémica y sencilla, para la obtencién de
reactivos de enorme utilidad en el disefio de técnicas rapidas de
inmunodiagndéstico.
200 (630) EMPLEO DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL
PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS DE GIARDIA
INTESTINALIS EN MUESTRAS DE MATERIA FECAL ME-
DIANTE ELISA DE CAPTURA . Humen M.%; Serradell M.2;
Pérez pP.3

Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de
Alimentos (CIDCA) - CCT La Plata - CONICET*; Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos
(CIDCA) - CCT La Plata - CONICET, Catedra de Microbio-
logia, Facultad de Ciencias Exactas - UNLP? 3
<mhumen@cidca.org.ar>

La infeccion por Giardia intestinalis es una parasitosis
gastrointestinal que puede ser asintomatica o causar sindrome de
mala absorcion alimentaria. Actualmente, el diagnéstico se reali-
za por examen microscépico en busca de quistes o trofozoitos en
materia fecal. Si bien existen ensayos comerciales de buena sen-
sibilidad para la deteccion de antigenos de G. intestinalis en ma-
teria fecal, su elevado costo los hace de dificil acceso sobre todo
en organismos de salud publica. El objetivo del presente trabajo
fue desarrollar un ELISA de captura con anticuerpos poli- y
monoclonales especificos previamente obtenidos en nuestro la-
boratorio, y evaluar su potencial utilidad para la deteccion de
antigenos de G. intestinalis en extractos de materia fecal. Ensa-
yos previos por Western blot mostraron que tanto el anticuerpo
monoclonal (AcMo) 3A5 como un antisuero de conejo (SCo) (con-
tra un lisado de trofozoitos como inmundgeno) reconocen
antigenos en extractos obtenidos a partir de 3 cepas diferentes
de G. intestinalis. Para optimizar el ELISA de captura, se utiliza-
ron concentraciones de 0,05 y 0,1 mg/fosa del AcMo, y dilucio-
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nes 1/2000 y 1/20000 de SCo. En la mejor de las condiciones, el
sistema fue capaz de detectar concentraciones de antigeno de
hasta 0,1 mg/ml tanto en un lisado de trofozoitos como en mate-
ria fecal de ratones SPF adicionada de antigenos de G.
intestinalis. A su vez, el ensayo fue capaz de detectar antigenos
del parasito en muestras de animales infectados (comprobado por
microscopia y ensayo inmunoquimico comercial). Actualmente se
esta evaluando el ensayo en materia fecal de animales infecta-
dos (ratones y meriones) asi como también, la posible aplicacion
en muestras conservadas con formol. Los Resultados. Los Resul-
tados obtenidos hasta el momento permiten vislumbrar la aplica-
cion de los reactivos generados en un ensayo inmunolégico que
sea de facil acceso para el sistema de salud publica de nuestro
pais.
201 (374) LA INFECCION CRONICA CON TOXOPLASMA
GONDII INDUCE SUPRESION EN UN MODELO MURINO
DE INFLAMACION ALERGICA PULMONAR. Fenoy I}
Giovannoni M.% Chiurazzi R.3; Rodriguez F.%; Sanchez V.5;
Cerny N.5 Frank F.”; Martin V.8, Goldman A.°

CECyMA, ECyT, UNSAM* 2 3 4 5. IDEHU, Inmunologia,
FFyB, UBA-CONICET; Dpto Micro, FMED® 7; CECyMA,
ECyT, UNSAM?® ¢ <nachofny@gmail.com>

La sensibilizacion durante la etapa cronica de la infeccion con
T. gondii resulta en una disminucién de la inflamacion alérgica.
Los menores niveles de IL-4 e IL-5 en ganglio toraxico (GT) su-
gieren una reduccion de la respuesta Th2 hacia el alergeno. Sin
embargo, no se observo un desvio a Thl. Se demostré que cier-
tas infecciones podrian proteger contra el desarrollo de alergias
al inducir la produccion de citoquinas capaces de disminuir tanto
la respuesta Th1l como la Th2. Evaluamos entonces la capacidad
proliferativa de células de GT en ratones crénicamente infectados
y sensibilizados con OVA por incorporacion de [3H]timidina lue-
go de la estimulacién con OVA o ConA. Las células T de ratones
infectados y sensibilizados (O+T) mostraron una menor prolifera-
cién que aquellas de animales alérgicos (O) (OVA: N:2+0,
TOX:2+1, 0:31+3*, O+T:5+2; ConA: N:108+14, TOX:92+13,
0:98+14, O+T:42+12*; SI£ES). Estudiamos luego la habilidad de
células totales de GT de ratones O+T o solamente infectados
(TOX) de suprimir la proliferacion de células T. Se co-cultivaron
células de animales alérgicos (O) con células de los grupos TOX,
O+T y N, y se estimul6 con el alergeno. Las células de GT del
grupo O+T inhibieron la proliferacion (N:27+2, TOX:18+3,
O+T:6+3*%; SIES). Evaluamos posteriormente la presencia de IL-
10 en el sobrenadante de células de GT estimuladas con OVA o
ConA. Los ratones alérgicos mostraron altos niveles de IL-10
mientras que los infectados y sensibilizados en la etapa crénica
mostraron niveles significativamente inferiores. (OVA: N:15+7,
TOX: 151, 0:479+176*, O+T:35+15; ConA: N: 285+155, TOX:
72420, 0:903+165%, O+T:203+101; X+ES). La disminucién de la
proliferacion detectada en los ratones sensibilizados durante la
etapa cronica de la infeccion con T. gondii seria consecuencia de
la accién de células con capacidad supresora. La IL-10 no juga-
ria un rol en la supresién observada. * p<0,05 vs resto
202 (664) CARACTERIZACION INMUNOQUIMICA Y COMPU-
TACIONAL DE GLY M BD *K/P3*EL MAYOR ALERGENO
DE SOJA. Candreva A.%; Curciarello R.?; Gonzalez V.3, Parisi
G.4 Petruccelli S.5; Docena G.®

CIDCA;LISIN* 2; Unidad de Fisicoquimica, Cento de Estu-
dios e Investigaciones UNQ? 4 CIDCA® LISIN®
<coquicandreva@yahoo.com.ar>

Diferentes productos derivados de los porotos de soja son
ampliamente utilizados en la elaboracién de la mayor parte de los
alimentos, a pesar de que se considere entre los ocho principa-
les alimentos causantes de alergia. La soja posee mas de 15 pro-
teinas alergénicas, siendo el principal alergeno la proteina Gly m
Bd 30K/P34. En nuestro pais no existe informacién sobre la im-
portancia de esta proteina en alergias a soja, habiendo datos sélo
de alergenos de soja aéreos o de reactividad cruzada (RC) de
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algunas proteinas de soja con proteinas de leche vacuna (LV).
La identificacion de las proteinas responsables de alergias y el
estudio de sus estructuras es importante para entender las ba-
ses moleculares de la patologia junto con la blsqueda de trata-
mientos alternativos. A partir de una biblioteca de cDNA de se-
millas inmaduras de soja se amplificé por PCR el gen codificante
para P34; clonado en pENTR SD/TOPO(Invitrogen) y luego trans-
ferido al vector pDEST-HIS-MBP. El plasmido obtenido fue intro-
ducido en diferentes cepas de E. coli BL21, optimizandose las con-
diciones de expresion y purificacién. Se probo la capacidad de P34
de unirse a anticuerpos IgE por ELISA empleando sueros de pa-
cientes alérgicos a soja. Por inmunoblots se analiz6 la RC con
proteinas de LV empleando: suero policlonal de cabra especifico
de proteinas de LV, anticuerpos monoclonales anti-caseinas, y
sueros de pacientes alérgicos a LV. Se utilizaron también diver-
sas herramientas bioinformaticas con el fin de identificar posibles
epitopes IgE inmunodominantes, responsables tanto de la
reactividad directa (RD) como de la RC. Se logré un buen rendi-
miento en la obtencién de la proteina recombinante. Se compro-
b6 su actividad antigénica y alergénica in vitro, y se demostré la
RC de P34 con proteinas de LV. Se obtuvo ademéas un modelo
tridimensional de la proteina y se identificaron péptidos de P34
candidatos a ser posibles epitopes.

203  (54) INMUNOSUPRESION POR EXPOSICION CUTANEA
ARADIACION UVB: EFECTOS LOCALES Y SISTEMICOS.

Cela E.; Weill F.2; Paz M.%; Leoni J.*; Gonzalez Maglio D.°

Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA? ? 345 <ecela@ffyb.uba.ar>

La exposicion de la piel a la radiacion ultravioleta (rUV) pro-
duce dafio local (inflamacién y muerte celular) e inmunosupresion
sistémica (disminucion de reacciones de hipersensibilidad de con-
tacto, HSC). Sin embargo, no se conoce realmente hasta qué ni-
vel se afectan los linfocitos. El objetivo del trabajo consiste en
evaluar la modificacion de la respuesta de linfocitos T luego de
la exposicion de la piel a dosis altas de rUV, tanto local como
sistémicamente. Se utilizaron ratones alopécicos (SKH:HR1) se-
parados en dos grupos de 5 ratones, uno control y otro irradiado
con una dosis de 400 mJ/cm?. Los animales se sacrificaron 24 hs
post-rUV. Se extrajeron los ganglios inguinales (Gl), axilares (GA)
y el bazo, y se evaluaron el nimero total de células, su prolifera-
cién frente a Concanavalina A, la produccion de IL-4, IL-10 e IFN-
Y, y los porcentajes de CD3+, CD4+, CD8+ en epidermis y Gl. Los
ratones irradiados presentaron una disminucion del namero de
células totales en bazo, no viéndose alterado en los ganglios. Las
células de Gl proliferaron menos, no obstante no se observaron
diferencias en GA y bazo. El perfil de citoquinas mostré una mar-
cada disminucion en los niveles de IL-4, IL-10 e IFN-y en el
sobrenadante de cultivo de células de GI, mientras que sélo se
observé una disminucion de IL-10 en GA y de IL-4 en bazo. En
cuanto a los porcentajes de células, en los Gl de los ratones irra-
diados se vio un aumento de células CD3+ CD8+ y una disminu-
cion de CD3+ CD4+, mientras que en epidermis el porcentaje de
células CD3+ CD4- CD8- se redujo notablemente. Dosis altas de
rUV producen un estado de inmunosupresion muy marcado local-
mente (epidermis y Gl), viéndose en GI una menor proliferacion
celular y una caida abrupta de los niveles de citoquinas asociadas
a un perfil Thl (IFN-y), Th2 (IL-4) y regulatorio (IL-10). En GA los
efectos son mas leves y sistémicamente (bazo) no se observan.
204  (609) LINFOPOYESIS B AUMENTADA EN LOS RATONES
CTSLNKT/NKT . Badano M.*; Camicia G.% Costa H.?; Loren-
zo D.% Piazzon 1.5, Nepomnaschy 1.6

ILEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina® 234 °%¢
<noebadano@yahoo.com.ar>

Los ratones CTSLnkt/nkt (nkt), portadores de una deleciéon en
el gen de la catepsina L (CTSL), poseen un mayor porcentaje y
namero absoluto de linfocitos B en los ganglios linfaticos (GL).
Correlativamente, presentan incrementos de diversas glicopro-
teinas de la matriz extracelular (ECM) en los GL. En el bazo mues-
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tran un leve aumento de linfocitos B, mientras que los niveles de
los componentes de la ECM son normales. En cambio, en la
médula 6sea (MO) las glicoproteinas de la ECM estan disminui-
das. En este trabajo investigamos los mecanismos involucrados
en el aumento de células B en los GL. Experimentos utilizando
bromodeoxiuridina y ioduro de propidio mostraron que los nive-
les de proliferacion y apoptosis basal de células B en los GL y
bazo de ratones nkt son normales. Mediante FACS, estudiamos
las moléculas de adhesién que median la entrada de los linfocitos
a los GL. Observamos un incremento en el porcentaje de células
CD19+ que expresan altos niveles de la integrina LFA-1 'y de CD44.
(media % LFA-I high en CD19+ + DS; n=4). nkt: 25,8+3,2; wt:
16,6+3,5, p<0,01. (media % CD44 high en CD19+ * DS; n=4). nkt:
16,5+2,1; wt: 10,4+0,9; p<0,01. Como la maduracién del linaje B
en la MO de los ratones nkt ocurre de manera normal (medida como
el porcentaje de precursores B en cada estadio madurativo), inves-
tigamos la produccion de células B mediante ensayos de unidades
formadoras de colonias en un medio con metilcelulosa e IL-7. A los
7 dias de cultivo, el recuento de colonias (CFU pre-B) fue mayor
en los ratones nkt que en los wt. (media CFU pre-B + DS, n=3).
nkt: 205+9; wt: 149+1; p<0,01. Estos Resultados indican que la MO
de los ratones nkt tiene una mayor produccion de linfocitos B, efecto
que se ve reflejado en un aumento en el nimero de células B que
llegan a los GL. La CTSL podria participar en la regulacion de la
produccion de los linfocitos B y su distribucion en los érganos
linfoides periféricos a través de su actividad érgano-especifica so-
bre la composicién de la ECM.

205 (129) MODULACION DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO EN
MONOCITOS HUMANOS POR ACIDOS GRASOS.
Inzaugarat M.}; Baz P.%; Cherfiavsky A.®

Inmunogenetica, Hospital de Clinicas “Jose de San Martin”,
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina® 2 3
<m.euge.inzaug@gmail.com>

La NADPH oxidasa esta involucrada en la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ERO) en monocitos y neutrdéfilos,
componente celular principal del infiltrado inflamatorio hepatico en
la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). En estos pacientes, los
niveles plasmaticos de acidos grasos (AG) son elevados. Los AG
alteran la actividad de la PKC llevando a la fosforilacién y activa-
cion de la NADPH oxidasa, aumentando la generacién de ERO.
El factor NFkb es activado por ERO, translocandose al nucleo e
induciendo trascripcion de citoquinas proinflamatorias. Nos pro-
pusimos investigar el efecto de tres acidos grasos sobre el esta-
llido respiratorio de monocitos. Células THP-1 y monocitos fres-
cos (Mo) provenientes de individuos control fueron incubados con
concentraciones crecientes de acido palmitico (saturado), oleico
(monoinsaturado) y linoleico (poliinsaturado) durante 60 minutos
a 37 °C. La produccion de ERO fue medida mediante citometria
de flujo utilizando diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) como
marcador fluorescente. El indice de estimulacion (IE) se definid
como: Intensidad Media de Fluorescencia(IMF) Células estimula-
das/IMF Células Basal. Los datos fueron analizados mediante el
test de ANOVA seguido del test T de Student. La respuesta de
las células THP-1 fue diferente entre los acidos grasos en célu-
las incubadas con las tres concentraciones estudiadas (200 pM;
p=0,0016, 400 puM; p=0,0450 y 500 puM; p=0,0012). El analisis post
test revelo diferencias significativas en los IE en respuesta a aci-
do linoleico y palmitico comparado con acido oleico en los tres
casos. Los Mo mostraron una respuesta similar a la observada
por la linea celular THP-1. Concluimos que los acidos palmitico y
linoleico estimulan el estallido respiratorio en monocitos humanos.
Esta exagerada produccion de ERO refleja un potencial riesgo de
dafio tisular en pacientes con elevados niveles de acidos grasos
plasmaticos, como los pacientes con EHNA, efecto que debe ser
estudiado detalladamente.
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206  (39) NINOS SELECCIONADOS POR SU RIESGO DE PA-
DECER DIABETES TIPO 1 - DOS ANOS DE TRATAMIEN-
TO CON ACETIL-L-CARNITINA'Y NICOTINAMIDA. Cresto
J.}; Fernandez 1.%; Trifone L.3; Tonietti M.%; Bergada I.5;
Passicot G.% Trabucchi A.”; Valdez S.%; Camberos M.?;
Schenone A.%% Szlago M.'; Fretchel G.*?; Tellechea M.,

Poskus E.**

Centro de Investigaciones Endocrinologicas (CEDIE)?; Dia-
betes, Htal. de Nifios “R. Gutiérrez™ 34 ; Centro de Inves-
tigaciones Endocrinoldgicas (CEDIE)® ¢; Inmunolo-gia
(IDEHU-CONICET), Farmacia y Bioquimica, UBA’ é; Cen-
tro de Investigaciones Endocrinolégicas (CEDIE)®; Funda-
cion Enf. Neurometabdlicas (FESEN)* 1, Genética y Bio-
logia Molecular, Htal. de Clinicas, UBA*? 3, Inmunologia
(IDEHU-CONICET), Farmacia y Bioquimica, UBA
<jcresto@cedie.org.ar>

Objetivos: Tratar a nifios en alto riesgo de diabetes tipo 1 con
acetil-L-carnitina (50 mg/Kg/dia) y nicotinamida (25 mg/Kg/dia)
carentes de toxicidad. Métodos: Los nifios fueron cosanguineos
de diabéticos tipo 1. Se estudiaron con HLA-DQBA, anticuerpos
(GABA, PAA, IA2A), PTEVG (primer pico de insulina<49, Kg<1.40,
log, (area ins) x kg<15, glucemia a los 60 min>140 mg%) y
carnitina total y libre(<35 pumol/l). Seleccion de Pacientes: Aque-
llos nifios con anticuerpos positivos, primer pico de insulina<49 y
log, (area ins) x kg<15. Pacientes estudiados: Seis nifios fueron
seleccionados por las condiciones establecidas, de los cuales, uno
(TE) presentaba una diabetes clinica al momento del tratamiento
y otro (RU) todavia no presenta anticuerpos (debe consignarse
que los nifios sin anticuerpos iniciales han presentado anticuerpos
en el curso de su evolucion). Salvo la diabética, los restantes se
encuentran en tratamiento y han sido reclutados en distintos mo-
mentos, por lo tanto los tiempos de tratamiento son distintos. Se
puede diferenciar la primera nifia tratada (que comenz6 en el afio
2002) de los demads nifios ingresados a través del Protocolo de
Seleccion en curso (tiempos de tratamiento: 27, 21, 10 y 1 mes).
La nifia BL con 5 afios de tratamiento normalizo todos sus valores
y nunca presentod signos de intolerancia. El nifios PVTS con 27
meses normalizé su primer pico de insulina y la ecuacién (PP: 85
HU, (area ins) x K, 39), los demas nifios no han normalizado sus
valores. Todos contindan en estudio y tratamiento. Conclusion: No
se han presentado problemas por intolerancia o toxicidad y en to-
dos se sigue evaluando su evolucién. Ya que la Diabetes Tipo 1
tiene progresion variable, debe esperarse un tiempo razonable
antes de sostener que se ha detenido la evolucién diabética

207 (177) DOPAMINA Y HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA:
EFECTOS EN LA SECRECION DE INSULINA' Y TOLERAN-
CIA A LA GLUCOSA EN EL MODELO DE RATON
KNOCKOUT PARA EL RECEPTOR DOPAMINERGICO D2.
Garcia Tornadd I.%; Risso G.%; Noain D.%; Rubinstein M.%;

Becu-villalobos D.®

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* ?; Instituto
de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia
Molecular®; Instituto de Investigaciones en Ingenieria
Genética y Biologia Mo*; Instituto de Biologia y Medicina
Experimental® <itornadu@dna.uba.

La relacién entre el uso de agentes antidopaminérgicos y la
homeostasis de la glucosa es un area poco explorada. Sin em-
bargo estd descripto que tratamientos crénicos de drogas
neurolépticas producen hiperinsulinemia en adultos, estando ade-
mas estrechamente asociado la aparicion de diabetes en pacien-
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tes psiquiatricos que se encuentran en tratamientos crénicos.
Estudios realizados in vitro postulan un rol inhibitorio de la
dopamina (DA) en la secreciéon de insulina, efecto que estaria
mediado por receptores D2 (RD2) presentes en el islote
pancreatico. El objetivo fue evaluar la participaciéon de los RD2
en un modelo in vivo e in vitro utilizando como herramienta el ratén
knock out (KO) para el RD2. Estos animales presentaron niveles
de glucosa en ayuno mayores respecto a los animales salvajes
(105 = 6 vs. 127 + 6 mg/dl, p= 0.040). Los ratones KO presenta-
ron intolerancia a la glucosa, con menores niveles de insulina
secretados (p=0.03). Una administracion aguda de cabergolina (3
mg/kg), un agonista dopaminérgico, produjo intolerancia a la glu-
cosa y una disminucién en los niveles secretados de insulina. Este
efecto fue parcialmente revertido con el uso de haloperidol (anta-
gonista dopaminérgico) y los efectos de cabergolina y haloperidol
s6lo se observaron en los animales salvajes. En islotes aislados
in vitro la DA ejercié un efecto inhibitorio sobre la secrecion de
insulina Unicamente en los islotes de animales salvajes, efecto que
fue bloqueado con antagonistas especificos para el RD2. Por ul-
timo, al evaluar animales que carecen del RD2 Gnicamente a ni-
vel de sistema nervioso central no encontramos diferencias entre
genotipos en la secrecion de insulina. Postulamos que la DA par-
ticiparia en el control de la secrecion de la insulina. La ausencia
cronica de este efecto inhibitorio produciria un lento y progresivo
deterioro en los islotes pancreaticos, alterando la secrecion de
insulina, hecho que conduciria al eventual desarrollo de un
fenotipo de diabetes de tipo II.

208 (272) ALTERACIONES GENETICAS EN PACIENTES ME-
NORES DE 21 ANOS CON FEOCROMOCITOMA. Vieites
Al; Sans6 G.?; Barontini M.%; Levin G.#

CEDIE-CONICET- Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez*
234 <anavieites@yahoo.com>

Los feocromocitomas (feos) son tumores productores de
catecolaminas que durante mucho tiempo fueron considerados
esporadicos. Actualmente se sabe que pueden ser familiares,
como parte de: Neoplasia End6crina Mdltiple (MEN) 2A o B, en-
fermedad de von Hippel Lindau (VHL), neurofibromatosis tipo 1
(NF1) y sindrome de paraganglioma familiar 1 y 4 por mutacio-
nes del gen de la succinato dehidrogenasa (SDHD y SDHB). El
objetivo de este trabajo fue evaluar en 44 pacientes menores de
21 afios con diagndstico bioquimico y anatomopatolégico de feo,
la presencia de alteraciones en los genes susceptibles de enfer-
medad hereditaria. Para el estudio de biologia molecular se rea-
liz6 la extraccion de ADN de sangre periférica, la amplificacion por
PCR, el screening por SSCP y la confirmacién por secuenciacion
y/o digestion enzimatica. 14 pacientes fueron familiares (11 fami-
lias) o tuvieron fenotipo sindrémico. En este grupo se observé un
predominio de mutaciones del gen VHL (10/14), 2 pacientes con
NF1y 2 con MEN 2B. Entre los 30 pacientes restantes, con feo
“aparentemente” esporadico, se identificaron mutaciones en 19
(63.3%): 15 en VHL (50%) y 4 en SDHB (13.3%). No se encontra-
ron mutaciones en el RET ni en SDHD. 4 de los pacientes
sindrémicos fueron portadores normotensos, y el diagnéstico se
hizo por dosaje de catecolaminas durante el seguimiento. En cuanto
a la localizacion del tumor, en los pacientes con mutaciones de VHL
predominé la bilateralidad (15/25), mientras que en los esporadi-
cos la mayoria fue unilateral (7/11). El porcentaje de tumores
extraadrenales fue mucho mayor entre los pacientes con mutacio-
nes del gen de SDHB (3/4). Concluyendo, estos datos enfatizan la
importancia de realizar el estudio genético en pacientes jovenes con
feo aparentemente esporadico dado la alta prevalencia de muta-
ciones, entre las cuales predomina la del gen de vhl.

209  (436) EL RECEPTOR ESTROGENICO ALFA DE MEMBRA-
NA PARTICIPA EN LA ACCION DEL 17-BETA ESTRADIOL
EN INTERACCION CON TRH MODULANDO LA SECRE-
CION DE PROLACTINA. Sosa L.k Gutierrez S.2; Mascanfroni
1.3 Soaje M.%; Palmeri C.5; Petiti J.%; Pellizas C.”; De Paul A8;
Torres A.°
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Estradiol (E2) media sus efectos a través de receptores

estrogénicos (RE) a y B intracelulares y de membrana. Si bien se
ha descripto el rol modulador de E2 sobre la accién de TRH en
lactotropas, la contribucion de los RE a de membrana (REa m)
en este efecto no esta completamente esclarecida. Nuestro obje-
tivo fue estudiar la interaccion de E2 y TRH determinando la par-
ticipacion de los REam y la via la PI3K/Akt sobre la actividad
secretoria de las lactotropas. Cultivos primarios de células
adenohipofisarias de rata hembra fueron tratados con E2 (10nM);
E2-BSA (forma impermeable a la membrana, 10nM); solos o com-
binados con TRH (10nM) por 30min. La localizacién de los REa
m en lactotropas fue realizada por citometria de flujo (CF) en cé-
lulas no permeabilizadas para RE4 m y permeabilizadas para PRL.
Se emplearon inhibidores especificos para PI3K: LY294002 (10
puM) y wortmanina (100nM) y el inhibidor de RE: ICI 182,780
(100nM). Se cuantificé PRL por RIA y la expresion de Akt total,
fosforilada y de REa por WB. La ultraestructura de lactotropas fue
analizada por microscopia electrénica. Analisis estadistico:
ANOVA-Tukey. La incubaciéon con E2, E2-BSA, TRH y E2/TRH
incrementaron la secrecion de PRL, alcanzando los niveles mas
altos con E2-BSA/TRH. La liberaciéon de PRL inducida por E2 y
E2/TRH fue inhibida por ICI 182,780. La expresion de REa total
no presentd variaciones en los modelos estudiados. Por CF de-
tectamos un porcentaje mayor de células lactotropas que expre-
saron REam en el modelo de interacciéon E2/TRH. La fosforilacion
de Akt solo fue incrementada por E2-BSA/TRH. Los inhibidores
de PI3K bloquearon la liberacién de PRL estimulada por E2-BSA/
TRH. Las células lactotropas incubadas con E2-BSA/TRH exhi-
bieron escasos granulos secretorios y frecuentes figuras de
exocitosis. Los resultados obtenidos sugieren que E2 potencia los
efectos estimulatorios de TRH sobre la secrecion de PRL mediante
la participacion de REa de membrana y la activacion de la via de
sefializacion PI3K/Akt.
210 (477) ESTUDIO EN RATONES WILD TYPE (WT) Y
TRANSGENICOS (TG) EN COX-2 DE APOPTOSIS HEPA-
TICA INDUCIDA POR DIABETES. Francés D.}; Mayoral
Mofiibas R.%;, Martin-Sanz P.3; Carnovale C.*
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Madrid, Espafia? ° ; Instituto de Fisiologia Experimental -
(IFISE-CONICET)* <frances@ifise-conicet.gov.ar>

Se ha demostrado que existe un aumento de sustancias oxi-
geno reactivas (ROS) en el estado diabético, los cuales pueden
actuar como mediadores de procesos pro-apoptéticos. Por otro
lado, ROS puede activar via JNK a la ciclo-oxigenasa tipo 2 (COX-
2), que posee actividad anti-apoptoética activando la via Akt e
inhibiendo caspasas 9 y 3. Analizamos en higado de ratones dia-
béticos las posibles vias de accién de COX-2 como un mecanis-
mo de regulacion de apoptosis. Se utilizaron ratones de la cepa
C57BL/6JXDBA Wty Tg en COX-2 de origen humano. Se los
separ6 en dos grupos experimentales: Control (Buffer Citrato, pH
4,5) y DBT (tratados con Estreptozotocina, 200mg/kg p.c. en bu-
ffer citrato pH 4,5) obteniéndose los siguientes grupos experimen-
tales (n= 4 clu): Control W (CWt), DBT Wt (DWt), Control Tg
(CTg), DBT Tg (DTg). Siete dias post-inyeccion, en higado, se
determiné el nivel de lipoperoxidacién, como estimacion de la
produccion de ROS, detectandose como malondialdehido, encon-
trandose un aumento significativo (p<0,05) en DWt (36%) y en
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DTg (30%) vs. sus respectivos C. Se evalud la via de Akt, deter-
minandose los niveles de P-Akt y la actividad PI3K. Se evidencio
un descenso de la actividad PI3K (-35%) como del nivel de P-Akt
(-30%) en DWt vs. CW, atribuido a la deficiencia en insulina, si-
tuacion revertida completamente en DTg. EL grupo DWt vs. CWt
mostré un aumento en la expresion de proteinas pro-apoptoticas:
Bad (90%) y Bax (56%) en mitocondria, liberacién de citocromo ¢
al citosol (250%) y las actividades de las caspasas-3 (47%), -8
(55%) y -9 (40%) y una disminucion significativa de xIAP (-43%).
La expresién de proteinas anti-apoptéticas aumentaron: Mcl-1
(CTg: 51%; DTg: 40%), Bel-x (CTg: 23%; DTg: 20%) y XIAP (CTg:
25%; DTg: 33%) vs. CWt. En resumen, se pudo establecer una
situacion pro-apoptética en higado en el estado diabético y que
la sobre-expresion de COX-2 es capaz de mejorar esta situacion
principalmente a través de la activacion de la via de P-Akt.

211  (811) IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE NUE-
VAS MUTACIONES EN EL GEN DE LA TIROPEROXIDASA
HUMANA. ANALISIS PREDICTIVO DEL EFECTO DE LAS
MISMAS SOBRE LA ESTRUCTURA PROTEICA. Belforte
F.1; Olcese M.? Citterio C.3; Gonzalez Sarmiento R.%;
Targovnik H.5; Rivolta C.°
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Molecular, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universi-
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tad de Medicina, Universidad de Salamanca® °
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La tiroperoxidasa (TPO) es una hemoproteina de membrana
involucrada en la biosintesis de hormonas tiroideas. El 10% de
los casos de hipotiroidismo congénito con bocio corresponden a
defectos en la organificacién de yodo y estan asociados a muta-
ciones en los genes de TPO o en aquellos vinculados con la ge-
neracion de H,O, (Sistema DUOX). Con el objeto de identificar
distintas mutaciones en el gen de TPO, evaluar su efecto
deletéreo y desarrollar nuevas herramientas diagnosticas, se ana-
liz6 una poblaciéon de pacientes con hipotiroidismo congénito,
bocio y test de descarga de perclorato positiva. Para ello se aislo
ADN gendmico a partir de sangre periférica y se amplificaron por
PCR los 17 exones de TPO incluyendo las regiones intrénicas
flanqueantes. Los productos fueron analizados por SSCP y
secuenciados aquellos con migracién diferencial respecto de
controles. Se identificaron cinco nuevas mutaciones: ¢.796C>T,
p.Q266X(ex6n 7); c.2000G>A, p.G667D(exén 11), c.1874 G>A,
p.R595K(exén 11); c¢.2242 G>A, p.V748M(exén 13) y g.IVS16 -2
A>C(intron 16). Asi mismo, dos mutaciones ya descriptas
€.1186_1187insGGCC, p.R396fsX472(exén 8) y c.2421insC,
p.C808fsX879(exdn 14) fueron evidenciadas. Se procedi6 al anali-
sis de prediccion de la estructura secundaria proteica de las
tiroperoxidasas mutadas, al modelado molecular de las mismas y al
analisis del grado de conservacion evolutiva respecto a
tiroperoxidasas normales de distintas especies. Adicionalmente se
identificaron siete nuevos polimorfismos: ¢.769G>T, p.A257S(ex6n
7), . 1772 C>T, p.T561M(ex6n 10), ¢.1998C>T, p.D666D(exdn 11),
€.2286 C>T, p.R762R(ex6n 13), ¢.2513 C>T, p.S811F(ex6n 14),
glVS11 +20 G>A(intrén 11) y glvVS13 + 59 C>T(intrén 13). Las téc-
nicas de biologia molecular empleadas resultan de utilidad para la
comprension de la fisiopatologia del hipotiroidismo neonatal de alta
prevalencia y para mejorar su diagndéstico asegurando el asesora-
miento genético a las familias afectadas y el tratamiento adecuado.
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212 (151) MASTOCITOS COMO CELULAS CLAVES EN LA IN-
VASION Y METASTASIS DEL CARCINOMA MAMARIO HU-
MANO. Laguens G.%; Coronato S.%; Chambo J.3; Portiansky

E.% Vincent N.5 Di Girolamo V.6
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La degradacion de la matriz extracelular llevada a cabo por

diversas proteasas generadas en células inflamatorias de la
estroma y en las propias células tumorales, es una condicion fun-
damental para la invasion y metéastasis. Su activaciéon depende
de varias citoquinas entre ellas el TNF a. El objetivo de nuestro
trabajo fue la cuantificacién de mastocitos (MC) y su correlacién
con la actividad proteolitica y con la expresién de TNF a. en
carcinomas mamarios infiltrantes humanos. En 30 biopsias de
carcinomas mamarios infiltrantes y 8 biopsias de mama someti-
das a mamoplastias se realizaron homogenatos que fueron pro-
cesados para electroforesis en gel de poliacrilamida con 0,1% de
gelatina. En el resto del material se efectuaron técnicas de
inmunohistoquimica con anticuerpos anti-TNF a. y anti-triptasa.
Resultados: a- Los carcinomas mamarios presentan mayor canti-
dad de MC y mayor area triptasa+ (43 cel/mm?; 1453,03) que las
mamas normales (4,6 cel/mm; 408,49) p<0,005 y p< 0,02), res-
pectivamente. b- Se observa menor area de triptasa+ en los
carcinomas con metastasis ganglionar linfatica (909,19) compa-
rado con los que no tienen metastasis (1757,59) p< 0,02. En cam-
bio no hay diferencia significativa en el nimero de MC (42 y 44
cel/ mm?respectivamente).c- El 85 % de los carcinomas mamarios
presentaron franca actividad gelatinolitica. En este grupo, la acti-
vidad proteolitica se correlacion6 con la expresion de TNF a
(Spearman’s s rho= 0,334 p< 0,02) y con el area de marcacion
triptasa + (Spearman’s rho= 0,449 p < 0,04).En las mamas nor-
males no se detect6 actividad gelatinolitica ni expresion de TNF
a. Los resultados sugieren que la menor area de triptasa en los
carcinomas con metastasis es atribuible a degranulacién de los
mastocitos. La citoquina proinflamatoria TNF a conjuntamente con
la triptasa de los mastocitos considerada una potente gelatinasa,
favorece la degradacion de la MEC vy la invasién tumoral en el
cancer mamario.
213  (471) RELACION ENTRE VELOCIDAD DE CRECIMIENTO,
AGRESIVIDAD Y EXPRESION DE GALECTINA-1 EN UN
MODELO DE LINFOMA MURINO. Zacarias Fluck M.%;
Salatino M.2; Hess L.%; Rabinovich G.# Scharovsky O.°
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El linfoma L-DGE apareci6 espontaneamente en un ratén
BALB/c y es mantenido por pasajes s.c. en ratones singeneicos.
Desarrolla metastasis ganglionares durante el crecimiento tumoral
en baja frecuencia. Galectina-1 (Gal-1) es una proteina
inmunoreguladora de unién a glicanos que juega un papel impor-
tante en la tolerancia inmunolégica. Su sobreexpresion se asocia
con la progresion maligna del tumor. Previamente habiamos de-
mostrado que mediante un proceso de seleccién se obtuvo una
variante del linfoma L-DGE caracterizada por una mayor veloci-
dad de crecimiento (V) y capacidad metastasica que sobre-expre-
sa galectina-1 en tumor primario (Tu), denominada L-DGE/M. EI
objetivo de este trabajo fue profundizar el estudio de este mode-
lo y obtener una variante del linfoma de crecimiento lento (L-DGE/
L) y estudiar su expresion de Gal-1. Se desafiaron 12 hembras
BALB/c con L-DGE, via s.c. (dia 0). Se seleccion6 como donante
para L-DGE/L el tumor con menor V al dia 21 y este procedimiento
se repitié6 durante 16 pasajes consecutivos. Se estudi6 el creci-
miento y la expresién de Gal-1 en L-DGE/L por WB. Ademas, se
estudio la expresion de Gal-1 en Tu y metéastasis (Met) de L-DGE/
M por WB y gRT-PCR. La tasa de crecimiento de L-DGE/L fue
menor que la de L-DGE (p=0,0423). La expresion de Gal-1 en Tu
fue menor para L-DGE/L que para L-DGE (p=0,0133). Por otro
lado, se encontré una disminucion del 20% en la expresion de Gal-
1 en Met de L-DGE y L-DGE/M respecto al Tu pero sin alcanzar
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el significado estadistico. Respecto de L-DGE, la sobreexpresion
de Gal-1 en Tu L-DGE/M se observé a nivel proteico pero no en
ARNmM, mientras que en Met se encontré una sobre-expresion de
la proteina y del ARNm. Se logré obtener dos variantes del
linfoma, una méas agresiva que sobre-expresa Gal-1 en Tu y po-
see una alta capacidad metastasica, y una variante de crecimiento
lento que sub-expresa Gal-1 en Tu sugiriendo una relacion cau-
sal entre velocidad de crecimiento y expresion de Gal-1.

214 (175) CUANTIFICACION DE LINFOCITOS CD4 Y CD8 EN
LA ESTROMA TUMORAL DE CARCINOMAS MAMARIOS
Y SU RELACION CON LA QUEMOQUINA CXCL9. Di
Girolamo V.% Coronato S.%; Chamb6 J.3; Laguens G.*

Facultad de ciencias médicas de la UNLP! 2 3 4
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La estroma que rodea los tumores malignos humanos presen-

ta un infiltrado celular compuesto por linfocitos, mastocitos,
macréfagos y células dendriticas, ademas de diferentes citoquinas
y quemoquinas que interactian con las células estromales y
tumorales e intervienen en el comportamiento del tumor. El obje-
tivo de nuestro trabajo fue cuantificar células CD4+ y CD8+ en el
infiltrado celular de la estroma de carcinomas mamarios humanos
y correlacionarlas con la presencia de la quemoquina CXCL9
(Mig), que tiene funciones quimiotacticas y angiostaticas. En
biopsias en fresco de carcinomas mamarios (n=50) se realizaron
técnicas de IHQ y de ELISA. Como controles se utilizaron biopsias
mamarias provenientes de mamoplastias (n=10). Con la
inmunomarcacion de determind y cuantificé la presencia de CD4+
y CD8+. En el sobrenadante de los homogenatos por medio de
ELISA se investigé la presencia de Mig. La estroma de carcinomas
mamarios presenta un elevado nimero de linfocitos comparada
con mamas normales (p<0.001). El infiltrado de CD8+ supera
ampliamente al de CD4+ (2:1) (p<0.0001). Mig se expreso en el
84% de los tumores, correlacionandose positivamente con CD8+
en los tumores que no presentaban metastasis (p<0.02). Las
mamas normales no expresaron Mig. Conclusiones: Hay correla-
cion entre la presencia de Mig y la afluencia de linfocitos CD8+
en los tumores sin metéstasis, sugiriendo la posibilidad que es-
tas células jueguen un papel importante en la inmunidad
antitumoral, inhibiendo las metéstasis.
215  (462) ESTUDIO DE LA RELACION DE LOS GENES SU-
PRESORES DE TUMORES PTEN Y NUCLEOFOSMINA
(NPM) EN LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS (LMA). Cal-
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Introduccion: NPM es una proteina multifuncional fundamen-
talmente nucleolar que trasloca del nicleo al citoplasma. Se re-
porté una variante mutada citosélica (NPMc+) en un 60% de pa-
cientes adultos con LMA con cariotipo normal. NPMc+ perturba
el desplazamiento de NPM normal (NPMwt) y de otras proteinas
como Arf, importante en la respuesta supresora de tumor depen-
diente de p53. Por otro lado PTEN es una proteina de localiza-
cion nuclear y citoplasmatica, en citoplasma: inhibe la via fosfatidil-
inositol-3kinasa y en ndcleo: es supresora de tumores. En la
Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) y en numerosos tumores
PTEN se distribuye de modo aberrante en citoplasma. Hipétesis:
NPMc+ podria influenciar la localizacion subcelular de otras pro-
teinas supresoras de tumores por lo cual nos propusimos estu-
diar la interaccion de NPMc+ y PTEN. Materiales y métodos:
microscopia confocal en pacientes con LMA no LPA; ensayos de
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inmunoprecipitaciéon con anticuerpo anti-PTEN en células OCI
(NPMc+) y THP1 (NPMwt); y microscopia confocal luego de la
induccién de apoptosis en células OCI con distintas concentracio-
nes de Doxorrubicina (1, 3 y 6 pM). Resultados: en 36 pacientes
se observ6 una asociacion estadisticamente significativa (p=
0.014) entre la localizacion citoplasmatica de PTEN y NPMc+,
encontrandose PTEN citoplasmaético en un 83% de los casos LMA
NPMc+ y s6lo un 37% en LMA NPMwt. NPM no se detect6 en el
inmunoprecipitado con PTEN. Se observ6 un incremento en la
induccién de apoptosis en forma dosis dependiente (C= 2,2%; 1=
33,9%; 3= 59,9% y 6= 69,8%) y un aumento en la localizacién
nuclear de PTEN a medida que aumenta la concentracién de
Doxorrubicina. Conclusién: PTEN no seria deslocalizada al cito-
plasma a partir de una interaccion directa con NPMc+ ya que ante
un estimulo apoptético éste se relocalizé en el nucleo, ejercien-
do su posible funcion pro-apoptética.
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216  (249) ACIDO a- LIPOICO: EFECTOS IN VIVO E IN VITRO
EN RINON EN UN MODELO DE ENDOTOXEMIA. Cimolai

M.%; Vanasco V.?% Evelson P.3; Alvarez S.*

Programa De Radicales Libres En Biologia (PRALIB-
CONICET), Cétedra de Fisicoquimica. Facultad De Farma-
cia y Bioquimica, Universidad De Buenos Aires, Buenos
Aires? 2 3 4 <mccimolai@ffyb.uba.ar>

La endotoxemia es un proceso de inflamaciéon aguda gene-
ralizada. Aun no se conoce el mecanismo molecular que condu-
ce a la falla multiorgéanica, que involucra alteraciones graves a
nivel pulmonar, hepatico, intestinal y renal. El &cido a-lipoico (LA)
es un producto natural que participa en el metabolismo energéti-
co. Hemos demostrado previamente que el LA in vivo previene
la disfuncién mitocondrial en la endotoxemia. El objetivo del pre-
sente trabajo fue profundizar el estudio del efecto del LA in vivo
y evaluar sus efectos in vitro, con el objetivo de dilucidar el me-
canismo de accion de este compuesto en este modelo y en rifion.
Ratas Sprague Dowley hembras fueron tratadas con LPS 10 mg/
kg o coinyectadas con LA 100mg/kg. Los grupos de estudio fue-
ron: control, LA, LPS, LPS + LA. Los ensayos in vitro se realiza-
ron sobre rifién control utilizandose concentraciones de 0-1.5 mM
LA. Se utiliz6 como muestra corteza renal. Estudios in vivo: en el
grupo LPS se hall6 disminuida la actividad del complejo | (Con-
trol: 15549 nmol/min.mgprot) y IV (Control: 348+31 nmol/min.
mgprot) en un 32% (p<0.05) respecto al grupo control. La produc-
cion de 6xido nitrico mitocondrial (NO) se encontr6 aumentada en
1.2 veces (Control: 0.345+0.039 nmoINO/min.mg.prot; p<0.05). El
tratamiento con LA (grupo LA+LPS) previno estos cambios en
todos los parametros. No se han encontrado diferencias signifi-
cativas en el dafio oxidativo a lipidos en ninguno de los cuatro
grupos. Por otro lado se evalué el consumo de oxigeno en tejido
renal y la expresion de la mtNOS por Western Blott. Estudios in
vitro: No se encontraron diferencias significativas respecto al con-
trol para ninguno de los parametros analizados, indicando que los
efectos del LA no son directos sobre la cadena respiratoria. Los
resultados demuestran que el acido lipoico es una alternativa
vélida para prevenir la disfuncién mitocondrial observada en la
endotoxemia y ademas, sugieren que el LA no ejerce efectos di-
rectos sobre la cadena respiratoria.

217  (348) ACTIVIDAD DE METALOPROTEASAS 2 Y 9 DE TE-

JIDO ADIPOSO EN INSULINO-RESISTENCIA. Miksztowicz
V.}; Zago V.2 Lucero D.3; Gamba C.4 Friedman S.5; Schreier
L.5; Berg G.”

Lab. de lipidos y lipoproteinas. Dpto. Bioq. Clinica Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica. INFIBIOC-UBA! 2 3 ; Céate-
dra de Bioquimica General y Bucal. Fac. de Odontologia.
UBA* % | Lab. de lipidos y lipoproteians. Dpto. Bioq. Clini-
ca Facultad de Farmacia y Bioquimica. INFIBIOC-UBA® 7
<veronica_mik80@hotmail.com>
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Las metaloproteasas (MMP) 2 y 9 son colagenasas sintetiza-
das en distintos tejidos, actlan degradando la matriz extracelular;
en el tejido adiposo intervienen en la angiogénesis. La adminis-
tracion aguda de insulina no solo regularia la actividad de
lipoproteina lipasa (LPL) de tejido adiposo (TA) sino también la
de MMPs. Recientemente se asocié a MMPs con la inactivacion
de LPL en el endotelio. Objetivo: Evaluar actividad de MMP2 y 9
y de LPL en el TA de un modelo de IR temprana. Ratas macho
Wistar recibieron 12 sem dieta estandar, subdivididas en 2 gru-
pos, control (C n=6) y DRS (n=6) al cual se le suministré sacaro-
sa 30% en agua. En sangre se determinaron parametros
metabdlicos como indicadores de IR. Se removidé y pesé TA
visceral, se midié actividad lipolitica y gelatinolitica en TA
epididimal. DRS present6é aumento de insulina: 3,31+2,27 vs C:
0,73+0,36 ng/ml p<0,03, manteniendo glucemias sin diferencias,
aumento de triglicéridos (TG) séricos: 159445 vs 69+19 mg/dl
p<0,006. Acidos grasos libres fueron mayores en DRS: 0,8+0,1
que en C: 0,5+0,2 mM p<0,05. DRS mostré6 aumento de TA
visceral 15,1+2,8 vs 8,4+2,3g p<0,008, y disminucién de MMP2:
4274+2700 vs 7603+1800 Unidades Arbitrarias (UA) y MMP9:
4100+2800 vs 8500+2900 UA, p<0.05. LPL fue menor en DRS
(11,2+1,8 vs 14,5+0,8 mU/g TA, p<0.03) y mostr6 correlacion di-
recta con MMP9 (r=0,81, p<0,01) e inversa con TG/HDL (r=-0,77,
p<0,02). MMP9 mostré una tendencia inversa con TG/HDL (r= -
0.55, p=0.08). La disminucién de LPL y MMPs en ratas DRS,
muestra que su actividad en TA estaria modulada negativamente
por la IR desde sus primeros estadios. La correlacién directa en-
tre ambas enzimas descartaria el posible efecto de MMPs sobre
la inactivacién de LPL.

218  (594) ALTERACIONES EN LA LOCALIZACION Y NIVELES

HEPATICOS DE LA OXIDO NiTRICO SINTETASA FREN-
TE A LA ADMINISTRACION DE AGENTES PORFIRINO-
GENICOS. Sampayo R.:; Lavandera J.; Meiss R.%; Batlle

A.% Buzaleh A.®

Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, UBA; Centro de Investigaciones so-
bre Porfirinas y Porfirias (CIPYP), CONICET* ; Centro de
Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP),
CONICET? ; Departamento de Patologia, Instituto de Es-
tudios Oncoldgicos, Academia Nacional de Medicina® ;
Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
(CIPYP), CONICET* ; Departamento de Quimica Bioldgi-
ca, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA; Cen-
tro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP),
CONICET® <ro_sampa@hotmail.com>

La éxido nitrico sintetasa (NOS) juega un rol relevante en la
regulacion fisiolégica en mamiferos. Esto se debe a que el 6xido
nitrico (NO), sintetizado por esta enzima, modula la vasodilatacion
y la captacion de oxigeno mitocondrial ademas de ser un factor
anti-apoptético. Sin embargo, la sintesis desregulada de NO pue-
de llevar a muerte celular por dafio oxidativo en la membrana
mitocondrial. Cobra importancia, entonces, el nivel intracelular de
hemo que, siendo cofactor de la NOS, regularia la produccién de
NO. De hecho, una teoria que explica el deterioro neurolégico en
el ataque agudo en las Porfirias esta relacionada con la deficien-
cia de hemo. La reduccién en el pool de hemo libre puede pro-
ducirse por exposicion a ciertos farmacos como los anestésicos.
Teniendo en cuenta nuestros resultados previos, donde la activi-
dad hepatica de la NOS mitocondrial (mtNOS) se modificé frente
a la administracion de anestésicos volatiles y otros agentes
porfirinogénicos, nos propusimos, entonces, estudiar si también
producian alteraciones sobre los niveles de mtNOS o la localiza-
cion celular de la isoforma “neuronal” (nNOS). Por Western Blot
observamos que la mayoria de los tratamientos redujo los nive-
les de mtNOS: 70-80% (p<0,01) con Veronal, Enflurano e
Isoflurano agudo, Griseofulvina (Gris) tépica y etanol; y 40%
(p<0,05) por allisopropilacetamida y ayuno. El Isoflurano crénico
cuadruplic6 los niveles de mtNOS (p<0,01) y se duplicaron por
Gris oral (p<0,05). El Enflurano crénico no afectd. El estudio
inmunohistoquimico revelé que el Enflurano crénico ha duplica-
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do el porcentaje de hepatocitos con nNOS en citosol y reducido
la proporcion de células con nNOS nuclear. Esto hablaria de una
redistribucién subcelular de esta enzima, ademas de un posible
aumento en su sintesis. Las alteraciones sobre la NOS en higa-
do podrian afectar las funciones metabdlicas de este tejido vy,
posiblemente, producir un dafio sistémico severo a nivel vascular
por una desregulacién en la sintesis de NO.

219 (138) “EFECTOS DE LOS ACIDOS GRASOS N-3 DE ORI-
GEN VEGETAL EN DISLIPEMIA E INSULINO RESISTEN-
CIA EXPERIMENTAL" . Rossi A.}; Lombardo Y.2; Chicco A.®

Dpto de Cs. Bioldgicas, FBCB, UNL, Santa Fe.* 2 3
<arossi@fbcb.unl.edu.ar>

Ratas alimentadas crénicamente con dieta rica en sacarosa
(DRS) desarrollan dislipemia, insulino resistencia e incremento de
triglicéridos (Tg) hepaticos. La sustitucion de la fuente de grasa
dietaria (aceite de maiz -AM- por semilla de chia (Salvia hispani-
ca L.: Salba) rica en 18:3 n3 (19%p/p), normaliza la dislipemia
disminuyendo la esteatosis hepatica. Objetivo: Analizar la activi-
dad de enzimas hepaticas relacionadas con la lipogénesis y la
oxidacion de acidos grasos para determinar su participacion en
la disminucion de los Tg hepaticos en los animales alimentados
con chia. Metodologia: Ratas macho Wistar, peso inicial 200g,
fueron alimentadas con: Lote 1: dieta control (DC) (p/p: almidén
65.9%, AM 11%, proteinas 15%), Lote 2: DRS (sacarosa 65.9%,
AM 11%, proteinas 15%). Luego de 3 meses, el Lote 2 fue dividi-
do aleatoriamente en dos subgrupos: uno continué con DRS y en
el otro se sustituyé la fuente de grasa (AM) por semilla de chia
(Lote 3: DRS + chia) hasta completar el periodo experimental (5
meses). El lote 1 continué con DC hasta el 5to mes. En cada lote
se analizé: plasma, 1) niveles de Tg, acidos grasos, insulina y
glucosa; higado, 2) contenido de Tg y actividad de enzimas
lipogénicas y oxidativas: Sintetasa de acidos grasos (SAG), Glu-
cosa-6-fosfato dehidrogenasa (G6PDH), Acetil-CoA carboxilasa
(ACC), Carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1) y Oxidasa de
acidos grasos (FAO). Resultados: La presencia de chia en la dieta
revirtio la dislipemia y disminuy6 los niveles de Tg en higado
(p<0.05). Estos cambios se acompafiaron de una disminucion de
las actividades SAG, G6PDH y ACC (p<0.05) junto a un aumen-
to de las actividades CPT-1 y FAO (p<0.05) en higado. Estos re-
sultados sugieren que el alto contenido de acidos grasos n-3 de
la semilla de chia, junto a su importante contenido de fibras, po-
dria ejercer un efecto beneficioso sobre la homeostasis de lipidos
y glucosa en el modelo experimental de dislipidemia y resisten-
cia insulinica inducido nutricionalmente.
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220  (319) INTERACCION ENTRE RECEPTORES DE ESTRO-
GENO Y RECEPTORES DE PROGESTERONA EN CAN-
CER DE MAMA EXPERIMENTAL Giulianelli S.*; Gorostiaga

M.% Lanari C.2

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* ? 3
<giulianelli@dna.uba.ar>

El tumor murino hormono-dependiente C4-HD, crece in vivo
en ratones BALB/c sélo en presencia de acetato de medroxi-
progesterona (MPA), y expresa altos niveles de receptores de
estrégeno alfa (REa) y de progesterona (RP). Demostramos que
los RP son esenciales para el crecimiento tumoral, y que paradé-
jicamente, el mismo es inhibido por estr6genos o por anties-
trégenos. Se sabe que el REa y el RP pueden interactuar a nivel
citosdlico, sin embargo hemos demostrado una interaccion nuclear
entre ambos receptores en tumores creciendo con MPA. Postu-
lamos que esta interaccion nuclear es necesaria para la prolife-
racion celular mediada por progestagenos. El objetivo de este tra-
bajo fue evaluar el mecanismo de esta interaccion en cultivos
primarios de células epiteliales C4-HD (Epi-HD) y en la linea de
cancer de mama humano T47D, ambas estimuladas por MPA. Por
inmunofluorescencia (IF) y microscopia confocal, demostramos
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que el tratamiento con 10nM de MPA por 5, 10 y 30 minutos,
aumenta la co-localizacién nuclear entre RP y REa (p<0.001) en
ambos tipos celulares. Ensayos de co-inmunoprecipitacién a par-
tir de extractos nucleares, corroboraron estos resultados. Se de-
mostré ademas que MPA induce fosforilacion del REa en Ser118
y Serl67, y el pegado del mismo a su secuencia consenso de
respuesta en el ADN (ERE), en Epi-HD. Finalmente, observamos
interaccion nuclear entre ambos receptores fosforilados (pSer118
REa y pSer294 RP), luego de 15 minutos en presencia de MPA
(p<0.001). Los resultados demuestran que la interaccion fisica
entre REa y RP, en el nlcleo celular, es dependiente de MPA.
Este mecanismo seria necesario para activar respuestas
proliferativas mediadas por progestagenos. Estos resultados apo-
yarian el uso de antiestrégenos junto con antiprogestagenos en
cancer de mama.

221  (544) RESPUESTADIFERENCIAL AL TRATAMIENTO CON
RETINOIDES DE LOS COMPONENTES LUMINALES Y
MIOEPITELIALES EN LA LINEA TUMORAL MAMARIA
MURINA LM38-LP. Campodonico P.}; Farias E.?; Bal De Kier

Joffé E.3; Todaro L.*

Instituto de Oncologia® ; Mount Sinai Schoool of Medicine
NY USA? | Instituto de Oncologia “A. H. Roffo*® *
<pcampod@yahoo.com>

Los retinoides (Rds) son de gran interés en los ensayos cli-
nicos de tratamiento y prevencion de cancer debido a su rol en
la regulacién del crecimiento y diferenciacién celular. El objetivo
es investigar el papel de la via de sefializacion de los Rds en la
interaccion entre células luminales (LEP) y mioepiteliales (MEP)
de la linea mamaria murina LM38-LP. Esta linea celular expresa
todos los receptores retinoides y los mismos son funcionales.
Frente al tratamiento con Rds, esta linea celular respondi6é con
un aumento de células senescentes (SA-b-Gal, microscopia) en
el compartimiento MEP y apoptosis (ensayo Anexina V) en el LEP.
Este efecto fue revertido cuando las células fueron tratadas con
un antagonista de RARa. Empleando anti E-caderina/lnmuno-
beads, se separaron en forma transciente los compartimientos
LEP y MEP de LM38-LP. Determinamos que el tratamiento con
Rds indujo un aumento significativo de RARb2 sélo en las célu-
las LEP (RT-PCR). El tratamiento con Rds aumenté la capacidad
de adhesiva de la linea mixta tanto a fibronectina (recuento celu-
lar, 41 + 12% de células adheridas Control vs 92 + 6% ATRA)
como a BSA (7 + 2% control vs 34 + 7% ATRA). En cuanto a los
dos componentes de la linea, sélo indujo un aumento en la ad-
hesion a fibronectina del componente MEP (41 + 13% Control vs
76 + 20% ATRA). El tratamiento con retinoides disminuyé parcial-
mente el nimero de células con alta actividad de la enzima ALDH
(marcadora de células stem y progenitoras, ensayo Aldefluor,
sustrato de ALDH conjugado a FITC, y marcacion con anti CD133,
2,0 £ 0,1% células positivas en Control vs 0,5 + 0,1% ATRA).
Estos resultados sugieren que los Rds son capaces de inhibir el
crecimiento, mediante eventos apoptéticos y arresto celular, y
modular la adhesion de la linea LM38-LP en forma diferencial
entre sus componentes y que RARa estaria implicado. También
sugieren la existencia de una poblacién stem/progenitora en esta
linea.

222 (612) EFECTOS ADITIVOS Y SINERGICOS DE LA COM-
BINACION DE LA TERAPIA GENICA CON HIFNb Y DRO-
GAS ANTINEOPLASICAS. ESTUDIOS IN VITRO. Villaverde

M.%; Gil Cardeza M.?; Glikin G.%; Finocchiaro L.*

Instituto de Oncologia Angel H. Roffo. Unidad de Transfe-
rencia Genética' ? 3 4 <roquetaoreias@yahoo.es>

La terapia genética con interferén beta (hIFNB) es una estra-
tegia antitumoral mas efectiva y menos téxica que el tratamiento
con la proteina recombinante (rhIFNB). Por otro lado, la combi-
nacion de drogas antineoplasicas para el tratamiento del cancer
es una herramienta ampliamente utilizada en la clinica, brindan-
do, generalmente, mejores resultados que la monoterapia. Para
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conocer la farmacodinamia del tratamiento genético del hIFNP en
combinacion con drogas antineoplasicas, nos propusimos estu-
diar sus efectos citotoxicos en dos lineas celulares altamente
sensibles al interferén beta: i) M8 (melanoma humano) y ii) EW7
(sarcoma de Ewing). A tal fin, las células control y las lipofectadas
con el plasmido B-gal o hIFNR fueron sembradas en monocapa o
sobre una cubierta de agar sélido, como esferoides. Luego de 24
horas, se agregaron las distintas drogas antineoplasicas vy, a los
5 dias (monocapa) se determiné la viabilidad utilizando el reactivo
MTS. Por otro lado, los esferoides se evaluaron a los 9 dias, com-
parando alteraciones morfoloégicas y el diametro de los
mismos. Las monocapas de EW7 fueron mas sensibles que las
de M8 para seis de las ocho drogas evaluadas. La lipofeccién con
B-gal o hIFNpB potenci6 el efecto de BLM en monocapas de M8
(p<0.05). Los esferoides de EW7 presentaron un claro efecto
sinérgico hIFNB/BLM que no se observé en su monocapa
(p<0.01). En M8, la lipofeccion de hIFN potencio la citotoxicidad
de BTZ y VCN produciendo en ambos casos efectos sinérgicos
(p<0.05). La combinacion hIFNB/CBP present6 efectos aditivos en
ambas lineas (p<0.05). Sorpresivamente en EW7, el gen del
hIFN actué en forma antagénica al MTX. Los resultados obteni-
dos demuestran que la combinacién de drogas antineoplasicas
con la terapia génica del hIFNB podria ser méas efectiva que los
tratamientos individuales. El estudio de las caracteristicas
farmacocinéticas de estas combinaciones permitird evaluar la
factibilidad de la aplicacién clinica de las mismas.

223 (646) 21-OH 6,19-EPOXYPROGESTERONA: UN NUEVO
GLUCOCORTICOIDE DISOCIADO CON PROPIEDADES
ANTIINFLAMATORIAS PERO SIN EFECTOS
ANTIAPOPTOTICOS SOBRE CELULAS TUMORALES MA-
MARIAS DE RATON TRATADAS CON
QUIMIOTERAPICOS. Orqueda A.%; Veleiro A2, Bal De Kier
Joffé E.3; Kordon E.# Burton G.°; Pecci A.®

LEGMA, IFIBYNE-CONICET, Depto de Quimica Bioldgica,
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UBA? ; Instituto de Oncologia Angel Roffo® ; LEGMA,
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Los Glucocorticoides (GCs) son utilizados como coadyuvantes
en el tratamiento de tumores sélidos con antineoplasicos como
el paclitaxel (PXL) y la doxorrubicina (DOXO). Sin embargo, es-
tas hormonas pueden generar resistencia a la terapia probable-
mente al inhibir la apoptosis disparada por los quimioterapicos
mediante la induccion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y
Bcl-X,. El objetivo del presente trabajo fue comparar los efectos
del glucocorticoide Dexametasona (Dex) con los de 210H-6,19-
epoxiprogesterona (210H-6,190P), un esteroide antagonista de
la actividad transactivadora de los GCs pero agonista del efecto
trans-represor sobre NFéB. La accion de ambos esteroides so-
bre la apoptosis inducida por DOXO o PXL se comparé en célu-
las de la linea tumoral mamaria de raton LM3 analizando la acti-
vidad de Caspasa-3 y la expresion de Bcl-2 y Bcl-X, . Los resulta-
dos de ensayos utilizando el siRNA de BclX muestran que la
participacion de esta proteina es relevante en la resistencia a
DOXO generada por Dex. Por otro lado, contrariamente a Dex,
210H-6,190P no revierte la apoptosis inducida por los
quimioterapicos DOXO (100% respecto al basal) o PXL (3 veces
respecto al basal), ni modifica los niveles de Bcl-X y Bcl-2. Sin
embargo, 210H-6,190P tendria efectos antiinflamatorios dado que
en la linea tumoral de epitelio pulmonar humano A549 inhibe la
accion del Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) sobre la in-
duccion de la expresion (medida por gRT-PCR) de los marcado-
res proinflamatorios Interleuquina-8 (IL-8) y Ciclooxigenasa-2
(COX-2). En su conjunto, los resultados indican que 210H-6,190P
conservaria las propiedades antiinflamatorias de los GCs sin man-
tener sus efectos antiapoptéticos, surgiendo asi como un posible
candidato al tratamiento de tumores sélidos como el cancer de
mama.
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224  (486) EXPRESION DE LAS PROTEINAS HSP27 Y HSP70
EN LINEAS CELULARES DE ADENOCARCINOMA
COLORECTAL DEFICIENTES Y NO DEFICIENTES EN
HMLH1. Nadin S.}; Cuello Carrién F.; Ciocca D.% Vargas

Roig L.4
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Diversos trabajos han mostrado los efectos celulares de la
hipertermia. Sin embargo, sus consecuencias no han sido estu-
diadas en células tumorales deficientes y no deficientes en
hMLH1. La proteina hMLH1 es uno de los componentes del sis-
tema de reparacion de mal apareamiento de bases (Mismatch
Repair: MMR). Tanto el sistema MMR como las proteinas de gol-
pe de calor (HSPs) se relacionan con la resistencia a drogas
antineoplasicas. En este trabajo, determinamos la expresion de
HSP27 y HSP70 en las lineas celulares de adenocarcinoma
colorectal humano HCT116 (hMLH1-deficiente, parental),
HCT116+ch3 (hMLH1-no deficiente, complementada con el
cromosoma 3), y HCT116+ch2 (control, complementada con el
cromosoma 2). Las células fueron incubadas durante 1 hora a 41
y 42°C, un grupo fue recolectado inmediatamente luego del tra-
tamiento térmico (tiempo 0, TO), y los otros grupos se dejaron
recuperar a 37°C durante 4 y 24 hs (T4 y T24 respectivamente).
Se evalud la expresion de HSP27 y HSP70 por inmunocitoquimica
y Western blot y el dafio al ADN mediante alkaline comet assay.
Luego del golpe de calor, observamos mayor expresion de HSP27
y HSP70 en la linea celular HCT116+ch3, en comparaciéon con
las lineas celulares deficientes en hMLH1. Se observé elevada
acumulacion nuclear de HSP70 en las células HCT116+ch3 lue-
go del golpe de calor a 41 y 42°C. La hipertermia causé signifi-
cativo dafio en el ADN en las tres lineas celulares. Llamativamen-
te, en la linea celular HCT116+ch3, el dafio originado por el gol-
pe de calor fue mas severo (score 3: 31-60% de dafio y score 4:
61-95% de dafio). Por otra parte, a 42°C el dafio observado en
las células HCT116+ch3 fue superior al de la linea parental. Es-
tos resultados preliminares demuestran por primera vez, la expre-
sion diferencial de HSP27 y HSP70 en células tumorales deficien-
tes y no deficientes en hMLH1 y constituyen el paso inicial para
estudiar las posibles implicancias de estas proteinas en la
citotoxicidad de los anélogos de platino.

PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR 1
225  (63) PTH INHIBE LA SENAL DE SUPERVIVENCIA DE AKT
EN CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE COLON HU-
MANO CACO-2: PARTICIPACION DE LA FOSFATASA
PP2A Y LA VIA DEL AMPC. Calvo N.}; Russo De Boland
AZ Gentili C.3

UNS - Depto. de Biologia, Bioquimica y Farmacia.* 2 °
<ncalvo@criba.edu.ar>

AKT desempefia un rol central en la supervivencia celular, su
fosforilacion es estrictamente regulada, mediante la accién com-
binada de quinasas y fosfatasas. Previamente demostramos que
la hormona paratiroidea (PTH) promueve la apoptosis en la linea
celular Caco-2 y que modula la fosforilacion de AKT en respues-
ta a la apoptosis mediante la serina/treonina fosfatasa PP2A. El
objetivo de este trabajo es profundizar el estudio de los mecanis-
mos moleculares involucrados en los efectos de PTH en estas
células intestinales. Ensayos de inmunoprecipitacién mostraron
que el tratamiento con PTH (10® M, 48 horas) induce la asocia-
cién de AKT con la subunidad catalitica de PP2A e incrementa
su actividad fosfatasa. Utilizando microscopia confocal se obser-
vo que PTH promueve la translocacion de PP2A del citosol a la
mitocondria, resultados que fueron confirmados mediante aisla-
miento subcelular seguido de Western blot. La hormona disminu-
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ye la viabilidad de estas células en un 56%, y el acido okadaico
(1nM), un inhibidor de PP2A, revirtio este efecto, sugiriendo que
esta enzima participa en la viabilidad de las células Caco-2 de-
pendiente de la hormona. Analisis por Western blot revelan que
PP2A también desempefia un rol en la activacién por PTH de
caspasa-3 y la degradacion de su sustrato PARP. Usando
inhibidores especificos se demostré que la via del AMPc contri-
buye a la desfosforilacion de AKT y a la activacién de PP2A in-
ducidas por PTH, mientras que PKC y p38 MAP quinasa no par-
ticipan en estos eventos. En resumen, estos resultados sugieren
que la fosfatasa PP2A y la via del AMPc actlian concertadamente
para inactivar a AKT y provocar apoptosis en las células intesti-
nales Caco-2 expuestas a PTH.

226  (183) REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE ATAXIA
TELANGIECTASIA MUTADA (ATM), UNA PROTEINA CLA-

VE EN EL CONTROL DEL CICLO CELULAR Y LA RES-

PUESTA AL DANO EN EL ADN. Moiola C.; De Luca P2
Vazquez E.3; De Siervi A#

Departamento de Quimica Biolégica, FCEyN - UBA.
CONICET.* 234 <c_moiola@yahoo.com>

ATM es una quinasa que participa principalmente en la repa-
racion del ADN y el control del ciclo celular, mediante la activa-
cion por fosforilaciéon de diversas proteinas en respuesta al dafio
en la doble hebra del ADN. Mutaciones en este gen contribuyen
a un aumento en la inestabilidad genémica. En préstata los
polimorfismos de ATM se consideran un factor de riesgo para
contraer cancer y este riesgo se ve incrementado en los indivi-
duos portadores de mutaciones en BRCAL, siendo estos genes
componentes del camino de sefalizacion en respuesta al dafio
en el ADN. Sin embargo, hasta la fecha poco se conoce acerca
de la regulacion transcripcional de ATM. Nuestro objetivo es dilu-
cidar qué factores y bajo qué condiciones ATM esta siendo regu-
lado en células tumorales de prostata. Estudios previos de nues-
tro laboratorio basados en inmunoprecipitacion de la cromatina
seguido de “arrays” de promotores (ChlP-chip) demostraron que
las proteinas p300 y BRCA1 se unen al promotor de ATM. En el
presente trabajo validamos este hallazgo mediante la técnica de
ChIP y determinamos que las proteinas BRCA1 y p300 se unen
al promotor de ATM en lineas celulares de cancer de prostata.
Mediante ensayos de genes reporteros y retrotranscripcion segui-
da por PCR en tiempo real (RT-qPCR) detectamos que BRCA1
regula la transcripcion en respuesta al dafio genotéxico. Ademas,
encontramos que el tratamiento con doxorrubicina, produce una
represion significativa de la transcripcion de ATM. Mas aln, en
respuesta a la estimulacién con hormonas, el receptor de
andrégenos (AR), el factor de transcripcion méas importante aso-
ciado al cancer de préstata, se une al promotor de ATM regulan-
do su transcripcién. Todos estos resultados sugieren que la re-
gulacion transcripcional del gen ATM es muy compleja y esta
gobernada por proteinas involucradas en diversos procesos ce-
lulares como BRCAL, p300 y AR.

227  (237) LA VIA EXTRINSECA ESTA INVOLUCRADA EN LA
APOPTOSIS DE ESPERMATOCITOS EN RATONES
HIBRIDOS CON FUSIONES ROBERTSONIANAS. Ro-
driguez V.}; Diaz De Barboza G.% Ponce R.%; Merico V.4

Garagna S.5 Tolosa De Talamoni N.®

Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de
Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cérdoba! 2 ;
Quimica y Fisica Biologicas, Facultad de Odontologia,
Universidad Nacional de Cordoba® ; Laboratorio di Biologia
dello Sviluppo, Universita degli Studi di Pavia, Italia* ® ;
Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de
Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cérdoba®
<vrodriguez@biomed.uncor.edu>

El deterioro espermatogénico y las vias apoptéticas estan
involucradas en la esterilidad de ratones que presentan fusiones
Robertsonianas. Anteriormente, demostramos en hibridos (2n=38)
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que surgen del cruzamiento de ratones hembras Graomys
griseoflavus (2n=34) y machos Graomys centralis (2n=42), que la
via intrinseca apoptética esta involucrada en la muerte de
espermatocitos, exhibiendo redistribucion de Bax y citocromo ¢
que lleva a la fragmentacién del ADN. En este trabajo evaluamos
la participaciéon de la via extrinseca apoptoética en la muerte de
células germinales y determinamos los niveles séricos de
testosterona (T) de hibridos y parentales de 1, 2 y 3 meses (m)
de edad. Se estudio la expresién de moléculas apoptéticas Fas,
Fas-L y caspasa-3 y de la molécula antiapoptdtica calbindina D,
(CB) mediante técnica de inmunohistoquimica y analisis de
Western blot. La fragmentacion del ADN se evalu6 por TUNEL.
Los resultados mostraron mayor expresion de Fas, Fas-L,
caspasa-3 y CB en los hibridos a los 2 y 3m en comparacién con
los parentales. Solamente los espermatocitos en paquitene evi-
denciaron tincion positiva para los marcadores apoptéticos y CB.
El indice apoptético alcanzé en los hibridos un valor de 78% y
44% a los 2 'y 3m. En los parentales al mes de edad se encontra-
ron espermatocitos (+) a TUNEL y a los demas marcadores que
disminuyeron con el tiempo. Los niveles séricos de T fueron mas
bajos en los hibridos en comparacion con los parentales. En con-
clusién, la alta expresion de Fas, Fas-L y caspasa-3 indican que
la via extrinseca estaria involucrada en una manera dependiente
de caspasa en la muerte de las células germinales de ratones
hibridos infértiles Robertsonianos. Los bajos niveles de T podrian
contribuir al deterioro de la espermatogénesis. La presencia de
CB en los espermatocitos sugiere un mecanismo de proteccion
celular ante la muerte por apoptosis.

228  (286) EL SUPRESOR TUMORAL BRCA1 ATENUA LA RES-

PUESTA A ANDROGENOS REGULANDO DIRECTAMEN-
TE AL PROMOTOR DEL ANTIGENO PROSTATICO ESPE-
CIFICO (PSA). Zalazar F.%; De Luca P.2; Cotignola J.*; Moiola
C.%4 Elguero B.%; Ferrando M.%; Vazquez E.7; De Siervi A.®

Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Departamento de Qui-
mica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
UBA? 2345678 <fzalazar@qgb.fcen.uba.ar>

El Antigeno Prostatico Especifico (PSA) es el mas importante
marcador clinico molecular del cancer de préstata. EI promotor de
este gen esta regulado por el Receptor de Andrégenos (AR) y sus
ligandos. En su promotor se encuentran tres sitios de respuesta a
andrégenos (ARE I, Il y Ill). Al unirse el AR al sitio ARE Il se
reclutan co-reguladores, como p300 y p160, los que forman un
complejo proteico que a su vez recluta a la RNA Pol Il, y es utiliza-
do como plataforma para transcribir a PSA. El objetivo de este tra-
bajo es encontrar los co-regularores de AR que se asocian al pro-
motor de PSA. Recientemente demostramos que el supresor
tumoral BRCAL1 se une al promotor de PSA. En el presente estu-
dio, utilizando la técnica de “ChIP scanning”, localizamos el sitio
de unién de BRCAL a este promotor. Clonamos 3 fragmentos de
dicho promotor rio arriba del gen de la luciferasa; uno contiene 4,3
Kb rio arriba del sitio de iniciacion de la transcripcién e incluye to-
dos los sitios ARE (PSA 4,3Kb), los otros dos fragmentos fueron
subclonados a partir de éste. Uno contiene solo el promotor
proximal con los sitios ARE | y ARE Il (PSA1,5Kb) y el otro contie-
ne el “enhancer” distal con el sitio ARE IIl (PSA “1,5Kb). Utilizando
estas construcciones encontramos que la co-trans-feccién del
plasmido de expresién de BRCAL con el promotor de PSA 4,3Kb
atenua la induccién por andrégenos de este promotor. Cuando re-
petimos este ensayo utilizando los otros dos plasmidos subclonados
encontramos un hallazgo muy interesante, BRCA1 regula solamen-
te al PSA “1,5Kb. Estos resultados indican que BRCAL regula la
regién que contiene el promotor distal de PSA que incluye el sitio
mas fuerte de respuesta a andrégenos (ARE Ill). Estos hallazgos
confieren a BRCA1 un rol crucial en el cancer de préstata. El de-
safio actual es dilucidar el mecanismo molecular subyacente y las
consecuencias fisiolégicas de esta regulacion para facilitar el tra-
tamiento y/o prevencion del cancer de préstata.
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229 (821) INTERLEUKIN 4 MODULATES NEUROIN-
FLAMMATORY RESPONSES IN VIVO. Soria J.}; Gaviglio

E.2; Arroyo D.%; Rodriguez-galan C.* Iribarren P.°

CIBICI-CONICET, Fac de Ciencias Quimicas - UNC* 2345
<javiersoria@fcq.unc.edu.ar>

Microglial cells (MC) are key immune cells within the central
nervous system (CNS). They participate in CNS homeostasis being
able to become activated once they contact exogenous and
endogenous pro-inflammatory signals. After activation, MC
coordinate the inflammatory responses to repair the CNS
parenchyma, however, persistent activation may cause neuro-
degeneration. Anti-inflammatory cytokines such as IL-4 and IL-13
may induce “alternative activation” of MC which regulate neurotoxic
inflammation. Here, we evaluated the effects of IL-4 on the CNS
inflammatory response induced by systemic injections of
lipopolysaccharide (LPS) on IL-4 KO mice. Our preliminary results
indicate that MC isolated from IL-4 KO mice showed increased
expression of MHC class Il, CD80 and CD86 molecules than MC
from wild type (WT) mice (p<0.05). After the LPS treatment the
expression of costimulatory molecules on MC was higher than MC
from non-treated mice (p<0.05). The expression of CD80 and
CD86 in splenic CD11b+ cells was similar in IL-4 KO and WT.
However, after LPS injections, the expression of MHC class Il
molecules was also increased in splenic CD11b+ cells from IL-4
KO mice compared to WT (p<0.05). These preliminary results
suggest that IL-4 may be an important factor modulating CNS
inflammatory response in vivo.

230 (743) PEPTIDOGLYCAN OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS INDUCES ATYPICAL CELL DEATH OF
MICROGLIAL CELLS BY A CASPASE-3 INDEPENDENT
PATHWAY. Arroyo D.}; Gaviglio E.? Soria J.%; Rodriguez-

galan M.% Iribarren P.5

CIBICI-CONICET, Facultad de Cs. Quimicas, UNC* 2 3 45
<daniarroyo@fcg.unc.edu.ar>

Microglial cells (MC) are involved in responses of the central
nervous system (CNS) against infections, aseptic inflammation,
injury and neurodegeneration. These cells are accumulated at sites
of injury and became activated when they contact either
endogenous or exogenous signals (pathogens). Our preliminary
studies have shown that after prolonged stimulation of MC with
peptidoglycan of Staphylococcus aureus (PGN, TLR2 agonist)
several neurotoxic factors (IL1b, TNFa, IL6 and nitric oxide (NO))
were produced and MC death was induced. However, the
intracellular mechanisms involved in these effects were unknown.
Our goal was to study the mechanisms responsible of the cell
death induced by PGN. Kinetic studies of MC (BV2) treated with
PGN showed the presence of AnnexinV/7AAD double positive cell
staining and low levels of early apoptotic cells (AnnexinV+),
suggesting the presence of necrosis. In addition, BV2 cells
stimulated with PGN showed, by electronic microscopy, the
presence of double membrane vesicles (compatible with the
ultrastructure of autophagic vesicles) and strong vacuolization in
the cell cytoplasm. These findings correlated with both a
particulated pattern of cytoplasmic staining with Monodansyl-
cadaverine (MDC) and with detection by western blot of clivated
LC3B (LC3B Il), in samples from PGN-treated BV2 cells. These
effects were inhibited by the autophagy specific inhibitor, 3-
Methyladenine (3 MA). Furthermore, we found a decrease of BCL-
2 protein (apoptosis and autophagy negative regulator) ex-
pression. Moreover the effects of PGN were caspase 3 inde-
pendent. These preliminary results suggest that PGN is able to
induce atypical MC death, probably by induction of exacerbated
autophagy in a caspase 3-independent manner.
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231 (302) PRODUCTOS DE EXCRECION-SECRECION DE
FASCIOLA HEPATICA: PARTICIPACION DE LECTINAS
TIPO C EN SU INTERACCION CON MACROFAGOS
PERITONEALES. Guasconi L.}; Serradell M.%; Masih D.2

Dpto Biog Clinica, CIBICI-CONICET, FCQ-UNC, Cdrdoba,
Argentina® ? * <lguasconi@fcg.unc.edu.ar>

F. hepatica durante su ciclo de vida libera productos de ex-
crecion-secrecion (PES) responsables de mecanismos de
inmunomodulacion en el hospedador. Previamente observamos
que PES son capaces de inducir Macréfagos (M®) con propieda-
des inmunomodulatorias frente a un estimulo como LPS (aumen-
to de IL-10 y Arginasa, disminucién de nitritos y TNF) y que algu-
nos de estos efectos se revierten parcialmente al preincubar las
células con Laminarina e inhibidor de Syk. Por ello decidimos
profundizar en el rol de receptores tipo lectina C como Dectin-1
y MR (receptor de manosa) en el reconocimiento de PES por M®
peritoneales. M® peritoneales de ratones Balb/c normales fueron
preincubados con Mannan (bloqueante para MR), anti-Dectin-1 o
medio solo por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente las células
fueron lavadas y estimuladas con PES, PES previamente tratado
con manosidasa, LPS o medio solo por 48 h a 37 °C y 5% CO,,.
Se determiné la actividad de Arginasa, producciéon de IL-10 y
TGFB, y la expresion de MR. Al preincubar las células con anti-
Dectin-1 observamos una reversién parcial en el incremento de
Arginasa (p<0,001), TGFB (p<0,04) e IL-10 (p<0,004), y al
preincubarlas con Mannan y PES libre de residuos manosa ob-
servamos una reversion parcial en el incremento de Arginasa
(p<0,01, p<0,001 resp) y TGFB (p<0,001, p<0,001resp).También
observamos que PES induce un aumento en la expresion de MR
en M® peritoneales. Estos resultados nos permiten concluir la
participacién de Dectin-1 y MR en la interaccion de PES de F.
hepatica con M® peritoneales y en los efectos ejercidos por los
mismos sobre estas células, hecho que nos permite seguir pro-
fundizando en las vias de sefializacién utilizadas por PES para
modular la conducta de estas células de la inmunidad innata.

232 (472) MACROFAGOS CON CRYPTOCOCCUS NEOFOR-
MANS INTRACELULAR INHIBEN SUS FUNCIONES
PROINFLAMATORIAS Y MODULAN LA RESPUESTA IN-
MUNE ADAPTATIVA ANTICRIPTOCOCCICA. Chiapello L.%;
Garro A.%, Spesso M.%; Masih D.4

CIBICI, CONICET; Facultad de Ciencias Quimicas, Universi-
dad Nacional de Cordoba* 23 *# <chiapello@fcg.unc.edu.ar>

Cryptococcus neoformans'y C. gattii son los agentes causales
de criptococosis pulmonar o diseminada. Estas levaduras
encapsuladas difieren en su fisiopatologia, y la persistencia de C.
neoformans en el hospedador dependeria de su capacidad para
sobrevivir intracelularmente en los macréfagos. El objetivo fue
investigar si C. neoformans y C. gattii modulan la actividad
proinflamatoria de macréfagos y los efectos de macréfagos con
levaduras fagocitadas en la modulacion de la respuesta de
linfocitos de animales infectados. Los macréfagos se obtuvieron
de lavados peritoneales o bronqueoalveolares de ratas Wistar o
ratones Balb/c, luego de 3 h de adherencia en DMEM y 5 ig/ml
de LPS. Posteriormente, se incubaron por 3 h con levaduras pre-
opsonizadas. Luego de varios lavados e incubacion por 24 h se
determind la produccion de TGF-B,, IL-10, INFy, TNF y oxido ni-
trico (NO) por ELISA de captura o reaccion de Griess. Por otra
parte, se infectaron ratas o ratones via intraperitoneal o intranasal
con una suspension de levaduras. Luego de 7 dias se obtuvieron
linfocitos de bazo (LB) o de nddulos linfaticos drenantes (NL). Los
LB o NL se cultivaron con macréfagos tratados con levaduras,
macréfagos o en medio solo, y luego de 7 dias se estudio la res-
puesta proliferativa y la produccién de citoquinas. Resultados: C.
neoformans inhibié significativamente la produccion TNF (p <
0,002) y NO (p <0,001), e incremento la produccion de TGF-B, (p
< 0,02) e IL-10 (p <0,05) por macréfagos. C. gattii mostré una
tendencia similar, pero los efectos moduladores fueron menos
pronunciados respecto a C. neoformans. Se observo que
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macréfagos con C. neoformans fagocitado suprimian la respues-
ta proliferativa de NL o LB (p < 0,05), con incremento de la pro-
duccion de TGF-B, (p < 0.003) y disminucion de TNF (p < 0,01).
Conclusiones: C. neoformans luego de ser fagocitado, inhibe las
funciones proinflamatorias de los macréfagos y estas células
inhiben la respuesta de linfocitos T anticriptocdccica.

233 (140) ACTIVACION DE CELULAS DENDRITICAS PLASMA-

CITOIDES E INCREMENTO EN SU ACTIVIDAD ANTI-HIV
INDUCIDA POR CELULAS EPITELIALES. C F A Rodriguez
Rodrigues 1, M Cabrini 1, J Sabatté 1, F Remes Lenicov 1
,CAnal,JGeffner1

1Centro Nacional de Referencia para el Sida, Departamento
de Microbiologia e Inmunologia, Facultad de Medicina
<crodriguez@fmed.uba.ar>

Las células dendriticas plasmacitoides (CDp) participan en la

inmunidad anti-viral, gracias a su capacidad de producir altos ni-
veles de IFN de tipo | en la fase aguda del proceso infeccioso.
Se encuentran en drganos linfaticos secundarios, sangre y puer-
ta de entrada de infecciones que afectan a las mucosas. Aqui,
analizamos la actividad modulatoria ejercida por células epiteliales
sobre las CDp. Empleamos CDp aisladas de sangre periférica por
seleccion positiva (Miltenyi) y las lineas celulares de colon Caco-
2 y HT-29. Las CDp (1x105) fueron cultivadas en ausencia o pre-
sencia de monocapas de células Caco-2 y HT-29. El co-cultivo con
células Caco-2 y HT-29 por 24 h resulté en una expresion
incrementada (intensidad media de fluorescencia) de CD86, CD40,
HLA-DR y CD83 (p<0.01 vs controles). La produccion de
citoguinas inflamatorias se mostré también incrementada: IL-1,
755pg/ml + 131 vs 104pg/ml + 307; TNF?, 1481pg/ml + 723 vs
15pg/ml+ 5; IL-6, 423pg/ml £ 57 vs 138pg/ml + 32; e IFN?,
9461pg/ml £ 1116 vs 118pg/m + 64 vs (n=3, p<0.05 vs contro-
les). No observamos maduracién fenotipica o estimulacion de pro-
duccion de citoquinas con sobrenadantes de células Caco-2 o HT-
29, o cocultivos con lineas celulares no epiteliales. Evaluamos,
por ultimo, si el co-cultivo de las CDp con células HT-29 resulta-
ba en una actividad anti-viral incrementada. Empleando células
Ghost transfectadas con GFP, CD4 y CXCR4 observamos, por
citometria de flujo, que las CDp co-cultivadas con células HT-29
mostraron una mayor actividad anti-viral: porcentaje de células
GFP positivas =93 £ 5vs 64 + 17 vs 40 + 10, para células Ghost
incubadas sin CDp, o con CDp no-preincubadas o preincubadas
con células HT-29, respectivamente (n=3, p<0.01, para CDp vs
CDp pretratadas con HT29). Nuestros resultados sugieren que la
funcionalidad de las CDp es susceptible de ser modulada por
células epiteliales, en la puerta de entrada de infecciones virales
que ingresan a través de las mucosas.
234  (611) MODULACION DE LA FUNCIONALIDAD DE CELU-
LAS DENDRITICAS POR EL SISTEMA COLINERGICO.
Vojacek L.%; Lombardi G.2; Nahmod K.3; Jancic C.%; Sales
M.5; Amaral M.%; Espafiol A.”; Vermeulen M.%; Geffner J.%;
Salamone G.*°
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<ludmilavojacek@hotmail.com>

Acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor por excelencia del
sistema colinérgico. Media su accion a través de dos diferentes
sistemas de receptores, los receptores muscarinicos (mNAChR) y
los receptores nicotinicos (nAChR). Previamente describimos la
presencia de receptores muscarinicos en células dendriticas hu-
manas (CD) y caracterizamos la presencia de acetiltransferasa
(AChT), la enzima que cataliza la sintesis de ACh. En este traba-
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jo analizamos el impacto del sistema colinérgico en la produccion
de citoquinas por CD. Los monocitos fueron purificados a partir
de sangre periférica de dadores sanos no fumadores, por selec-
cion positiva (kit de CD14, Miltenyi, % pureza >95). Fueron dife-
renciados a CD por cultivo con GM-CSF + IL-4 por 5 dias, en pre-
sencia o ausencia de carbacol (10° M), agonista estable de am-
bos receptores, muscarina (10 M), agonista selectivo de mAChR,
nicotina (10® M), agonista selectivo de nAChR y neostigmina (20
pM), inhibidor de la degradacién de ACh endégena. Luego de 5
dias de cultivo las células fueron incubadas en presencia o au-
sencia de LPS 0.5 pg/ml durante 24hs. Analizamos la influencia
del sistema colinérgico en la produccién de las citoquinas IL-
12p70, TNF-a e IL-6. Observamos una disminucién significativa
(p<0.01) en la produccion de IL-12 y de TNF-a cuando la dife-
renciacion y maduracion fue realizada en presencia de carbacol
0 nicotina, mientras que se encontrdé un incremento significativo
(p<0.01) en la produccién de IL-12 y TNF-a al realizar los culti-
vos en presencia de neostigmina o muscarina. No se observaron
diferencias en ninguno de los tratamientos en relacién a la pro-
duccion de IL-6. Estos resultados sugieren que la actividad
proinflamatoria de las CDs es regulada por el sistema colinérgico.
235  (496) IMPLICANCIA DE LAS VIAS LINFATICA Y SANGUI-

NEA EN LA ENTRADA DE NEUTROFILOS A GANGLIOS

LINFATICOS EN UN MODELO DE INFLAMACION INMU-
NE. Gorlino C.}; Ranocchia R.%; Morén G.3; Maletto B.%;
Pistoresi M.

CIBICI - Facultad de Ciencias Quimicas* 2 % 4 5
<cgorlino@fcq.unc.edu.ar>

Cuando ratones BALB/c son inmunizados s.c. con OVA mas
CFA (animales OVA/CFA) e inyectados con OVA-FITC en la al-
mohadilla plantar se produce un influjo de neutréfilos OVA-FITC*
(Ne/OVA-FITC*) en los ganglios linfaticos drenantes (LN). El ob-
jetivo de este trabajo fue determinar el rol de las vias linfatica y/o
sanguinea en la entrada de Ne/OVA* a los LN de animales OVA/
CFA. El analisis por inmunofluorescencia de cortes histolégicos
de LN de animales OVA/CFA, obtenidos 6 horas después de la
inyeccion en la pata con OVA-FITC, permitié observar la presen-
cia de Ne/OVA-FITC* en la luz de vasos linfaticos (LYVE-1*) y en
la luz de vénulas del endotelio alto (MECA-79*). Para confirmar
que Ne/OVA* migran desde la piel hacia LN utilizando la via
linfatica se realizaron experimentos de transferencia adoptiva.
Para ello, Ne de médula ¢sea de animales normales fueron incu-
bados in vitro con complejos inmunes (ICs: suero inmune de co-
nejo anti OVA y OVA) o sin ICs y marcados con CFSE. Luego,
se los inyect6 en la pata izquierda de animales OVA/CFA o nor-
males (la derecha recibi6 PBS) y 90 minutos después se extraje-
ron LN. Los resultados obtenidos por citometria de flujo en anima-
les OVA/CFA fueron: LN izquierdo (Ne+ICs):0,4+0,1%, LN derecho
(PBS):0,08+0,01% (p<0,05); Ne sin 1Cs:0,07+0,01%, PBS:
0,035+0,003% (p<0,05 Ne sin ICs vs Ne+ICs) y en animales nor-
males: LN (Ne+ICs):0,005+0,003% (p<0,01 animales normales vs
animales OVA/CFA). Para corroborar la implicancia de la via
endovenosa, se realizaron similares experimentos de transferen-
cia pero inyectando i.v. Ne/DilC ,-DS*. Los resultados en anima-
les OVA/CFA fueron: Ne+ICs:1,0+0,2%; Ne sin ICs:0,31 + 0,06%
(p<0,05); y en animales normales: Ne+ICs:0,030+0,006% (p<0,001
animales normales vs animales OVA/CFA). Estos resultados de-
muestran que en nuestro modelo experimental los Ne llegan por
via linfatica y por via sanguinea a LN y que esta migracion es de-
pendiente de ICs y de la presencia de un estado inflamatorio.
236  (253) EXPRESION DE RECEPTORES DE QUEMOQUINAS
EN POBLACIONES DE MONOCITOS DERIVADAS DE
PACIENTES CON TUBERCULOSIS. Balboa L.}; Romero
M.%; Musella R.3; Castagnino J.%; Abbate E.%; Sasiain M.;
Aleman M.”

II-Hema, Academia Nacional de Medicina! ? ; Servicio de

Neumonologia, Hospital Mufiiz® 4 * ; ll-Hema, Academia
Nacional de Medicina® 7 <luciana_balboa@hotmail.com>
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Durante infecciones crénicas, tales como la Tuberculosis (TB),
el pool de células dendriticas y macréfagos tisulares es renova-
do mediante el reclutamiento de progenitores mieloides y de
monocitos (Mo) circulantes. Los Mo humanos se clasifican en dos
poblaciones en funcion de la expresiéon de CD16: una poblacién
CD16- que es CCR2+, y otra CD16+ que es CX3CR1+/CCRb5alto.
El objetivo de este trabajo es caracterizar la expresion de recep-
tores de quemoquinas en las poblaciones de Mo derivadas de
pacientes con TB. Para ello, se aislaron las células mononucleares
a partir de sangre periférica (SP) y de liquido pleural (LP) por
gradiente de Ficoll-Hypaque. Se evalué la expresion de molécu-
las de superficie en la regién de Mo mediante citometria de flujo
y se cultivaron 18 horas con o sin el agregado de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb, H37Rv), valorandose posteriormente la induc-
cién de apoptosis por la unién de Anexina-V conjugada a FITC.
Encontramos un aumento en el porcentaje de Mo CD16+ en SP
de TB respecto a individuos sanos (N) (N=10+0.8; TB=27+2.5).
Dicho incremento también se observé en LP derivado de TB com-
parado con pleuresias causadas por cancer pulmonar (LP-
TB=5745; LP-CP=8+1). Los niveles de CCR2 y CCR5 fueron su-
periores en ambas poblaciones de Mo en TB (p<0.05). Notable-
mente, los Mo CD16+ adquirieron la expresion de CCR2 vy los
CD16- la de CCR5 en TB (p<0.05). Ademas, el LP libre de célu-
las indujo la expresion de CD16 y CCR5 en Mo de N (p<0.05).
Por otro lado, Mtb indujo apoptosis en ambas poblaciones de Mo
por igual, por lo tanto el aumento de la poblacién CD16+ en LP
no puede explicarse por muerte selectiva de los Mo CD16-. En
conclusion, los Mo CD16+ estan incrementados en circulacion y
en el sitio de infeccién en pacientes con TB. Las poblaciones de
Mo de TB presentan un patron de expresion de receptores de
quemogquinas diferente al de N. Resta por establecer si existe una
migracion diferencial de los Mo CD16+ hacia el LP.

237  (512) EVALUACION DIRECTA DEL DANO PRODUCIDO IN
VIVO POR RADIACION UV A CELULAS DE

LANGERHANS. Cela E.%; Leoni J.?; Gonzélez Maglio D.2

Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y
Bioguimica, UBA! 2 3 <ecela@ffyb.uba.ar>

La radiacion ultravioleta (rUV) afecta directamente a las cé-
lulas de la epidermis, la capa exterior de la piel. Dentro de es-
tas células se encuentran los queratinocitos, las células de
Langerhans (dendriticas) y linfocitos T (en ratones LTyd). Los es-
tudios del dafio producido por rUV fueron realizados histérica-
mente sobre los distintos tipos celulares aislados in vitro. El ob-
jetivo fue estudiar alteraciones mitocondriales en células de epi-
dermis (células totales y células de Langerhans) de ratones ex-
puestos a rUV. Dos grupos (uno irradiado con 400 mJ/cm? y otro
control sin irradiar) de 6 ratones alopécicos (SKH:HR1) fueron
utilizados para realizar una doble marcacién con sondas
fluorescentes: DIOC, (evaluacion del potencial de membrana
mitocondrial) y MitoSOX (evaluacion de la produccién
mitocondrial de O,~, 02"). Posteriormente se realizé una doble
marcacion sobre otros dos grupos de 5 animales (uno irradiado
y uno control) utilizando DiOC, y anti-CD11c. Para las
marcaciones se tomo una muestra de piel del lomo de los ani-
males, se separo la epidermis utilizando dispasa y se obtuvo una
suspension celular por disgregacion mecanica del tejido. No se
observaron diferencias en la O, pero si en la cantidad de cé-
lulas con mitocondrias polarizadas (funcionales) en la poblacion
total de células (p<0.01). Al realizar la segunda marcacion se
observé una marcada disminucion en los niveles de células
CD11c* con mitocondrias polarizadas en los animales irradiados
(p<0.01). Es posible determinar directamente el dafio producido
en las células de la epidermis mediante la utilizaciéon de sondas
fluorescentes. Las células de la epidermis (tanto la poblacion
total como las CD11c*) pierden la funcionalidad mitocondrial lue-
go de la exposicion de los animales a rUV. La posibilidad de
medir directamente el dafio sobre células tomadas de los ani-
males permitira el estudio de la proteccion de distintos tipos
celulares por tratamientos como protectores solares,
antiinflamatorios, y otros.
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238 (629) EL LEUCOTRIENO C4 POTENCIA LA CAPTACION
ANTIGENICA A TRAVES DE SU ACCION SOBRE LOS
RECEPTORES LTRI Y LTRII EXPRESADOS EN LAS CE-
LULAS DENDRITICAS. Alvarez C.t; Amaral M.z Nahmod

K.3; Geffner J.%; Vermeulen M.®

Lab Inmunologia Academia Nac. Medicina* 2 3 4 %
<mvermeulen@hematologia.anm.edu.ar>

Los cisteinil-leucotrienos (C4, D4 y E4) son mediadores

lipidicos derivados del acido araquidénico. Son potentes media-
dores inflamatorios secretados por los mastocitos, basofilos,
eosindfilos y macrofagos. Actian como potentes espasmdgenos
y promueven la secrecion de moco. Previamente, demostramos
que el leucotrieno C4 (LTC4), incrementa la expresién de CD86
y la captacion antigénica por las células dendriticas (CD). El ob-
jetivo de este trabajo, fue profundizar en los mecanismos
involucrados en esta modulacién. Las CD se obtuvieron a partir
de precursores de medula 6sea de ratones C57BL/6 en presen-
cia de GM-CSF. Las CD se incubaron con antagonistas de los
receptores LTB1 o LTB2 (1pM) por 1 h, se lavaron y se trataron
0 no con LTC4 (0.01uM) por 30 min. a 37°C, y se analizé la
internalizacion de Dextran-FITC (DX) y zymozan-FITC (Zy) por
citometria de flujo. Encontramos que el bloqueo del receptor LTB1
con el antagonista montelukast (Mtk) revirtié el incremento en la
captacion de Zy en CD tratadas con LTC4 (media de la intensi-
dad de fluorescencia (IF) £ES; Ct: 180 £15; LTC4, 249+21; Mtk,
157+15; Mtk+LTC4, 174+13, n=4; pd"0.05. Por el contrario, la
endocitosis de DX fue parcialmente bloqueada por los antagonis-
tas de ambos receptores. Luego, evaluamos los mecanismos a
través de los cuales el LTC4 potencia la captacion antigénica.
Observamos que el empleo de manano (Mn), un inhibidor del re-
ceptor de manosa, contrariamente a lo esperado, incremento la
captacion de DX en CD tratadas con LTC4, alrededor del 15% vs
CD LTC4 no incubadas con Mn.Finalmente, estudiamos las prin-
cipales vias de activacion en CD. Llamativamente, encontramos
una potente induccién de P-p38 cuando las CD fueron expuestas
al LTC4 por 30 min, por el contrario no encontramos activacion
de ERK1/2 ni Akt. Los resultados podrian indicar que las CD ex-
puestas al LTC4 a través de la activacion de la p38 adquieren un
mayor potencial para captar el antigeno via los receptores LTRI
ylo LTRII.
239 (696) MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS
EN LA LIBERACION DE IL-1 B POR NEUTROFILOS HU-
MANOS. Gabelloni M.}; Fuxman Bass J.?; Geffner J.3;
Salamone G.# Catalano M.®%; Trevani A.®

IIHema, Academia Nacional de Medicina; Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales, UBA* 2 ; lIHema, Academia Na-
cional de Medicina; Dpto de Microbiologia, Parasitologia e
Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA® * ; Dpto de Mi-
crobiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Me-
dicina, UBA® ; IIHema, Academia Nacional de Medicina;
Dpto de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facul-
tad de Medicina, UBA® <lauragabelloni@gmail.com>

La IL-1B es liberada por el procesamiento proteolitico de su
precursor, la pro-IL-1f. En distintos tipos celulares, la estimulacion
de receptores citosdlicos de tipo NOD por productos microbianos
o sefiales de dafio enddégeno conduce a la formacién de un
inflamasoma, que recluta y activa a la caspasa-1, la enzima res-
ponsable del procesamiento de la pro-IL-13. También, la pro-IL-
1B podria ser procesada por mecanismos independientes de
caspasa-1, aln no caracterizados. En este trabajo evaluamos la
capacidad de los neutréfilos humanos de producir IL-1B y los
mecanismos moleculares involucrados. Los neutréfilos pre-trata-
dos con LPS liberaron IL-1B en respuesta a ATP, PMA,
sobrenadante de cultivo del patégeno P. aeruginosa (SCPa) y
frente al co-cultivo con la bacteria entera (pg/ml IL-1(3 detectados
por ELISA: 15+6; 85+25; 521+85; 361+43; 231+49; 218+55; para
medio, LPS -200 ng/ml-, LPS+PMA 20 ng/ml; LPS+ATP 2mM;
LPS+5% SCPa o 107 bacterias/ml, respectivamente; n=6, p<0,05).
La liberacién de IL-1pB inducida por todos los agonistas excepto
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el PMA, fue significativamente reducida por el inhibidor Il de
caspasa-1 (% inh. 19+4; 59+13; 76+6; para PMA, ATP y SCPa,
respectivamente; n= 8, p<0,05). El pre-tratamiento de neutréfilos
con DPI (inhibidor de NADPH oxidasa) redujo marcadamente la
produccién de IL-1f inducida por PMA y SCPa, mientras que el
pre-tratamiento con catalasa, que degrada el H,0, producido por
activacion de la NADPH oxidasa, increment6 su liberacion indu-
cida por ATP, PMA y SCPa. En conjunto, nuestros resultados
sugieren que los neutréfilos liberan IL-13 por un mecanismo que
involucra la actividad de la caspasa-1, ain cuando no descartan
qgue un mecanismo independiente de caspasa-1 también pueda
ser operativo. Al menos en respuesta a PMA y SCPa, la libera-
cién de IL-1P parece requerir la activacion de la NADPH oxidasa
y, a su vez, los intermediarios reactivos del oxigeno podrian ejer-
cer un mecanismo regulatorio negativo de la liberacion de IL-10.
240 (780) INHIBIDOR DE PROTEASAS TIPO KUNITZ DE
FASCIOLA HEPATICA: ROL SUPRESOR EN LA ACTIVA-

CION INICIADA POR LIGANDOS TOLL EN CELULAS

DENDRITICAS MURINAS. Falcén C.:; Carranza F.2 Cervi
L_3

CIBICI, Dpto. Bioquimica Clinica Facultad de Cs. Quimi-
cas, UNC* 23 <cfalcon@fcq.unc.edu.ar>

La interaccion de un patégeno con células dendriticas (CD)
determina el estado de madurez de estas células, evento clave
para definir el perfil de respuesta adaptativa. Los antigenos de
helmintos en general, no producen maduracién clasica en CD y
modulan la activacion de estas células por ligandos de TLR. Re-
sultados previos mostraron que antigenos de un extracto total (TE)
de Fasciola hepatica inhiben las sefiales de activacién inducidas
por LPS en CD murinas. El objetivo de este trabajo fue identificar
el componente del parasito F. hepatica capaz de inhibir las sefia-
les de activacion de CD iniciada por ligandos de TLR. Se realizé
un fraccionamiento de TE, obtenido a partir de gusanos adultos
de higados bovinos infectados, por cromatografia de tipo FPLC.
De las diferentes fracciones obtenidas, una de bajo PM (FVII),
present6 actividad inhibitoria de la produccién de TNF por CD de
médula 6sea de ratones BALB/c estimuladas con LPS (p< 0.05).
Por el contrario una fraccion de alto PM (FI) estimulé por si mis-
ma la produccién de TNF. CD tratadas con la FVIIl y FI presenta-
ron niveles de TNF mas bajos que las CD estimuladas solo con
Fl. El andlisis de FVII por electroforesis SDS-PAGE mostré la
presencia de dos bandas de 6,5 y 13 kDa, las cuales revelaron
un 90% de homologia con un inhibidor tipo kunitz de F. hepatica,
lo que representaria monémero y dimero de la misma proteina.
Demostramos también que la via JAK-STAT3 estaria involucrada
en la inhibicién de la produccién de IL-12p70 por antigenos del
parasito, ya que el uso de un inhibidor de esta via (AG490), re-
virtié parcialmente la supresion ejercida por TE sobre la activa-
cion de las CD por LPS, incrementando los niveles de IL-12p70
(p<0.05). Los resultados muestran que un inhibidor de proteasas
tipo kunitz encontrado en Fasciola hepatica, presenta propieda-
des inmunomoduladoras de la activacion de CD por ligandos TLR,
lo cual tendria una proyeccion como una molécula
inmunosu.presora de respuestas inflamatorias.

241  (689) RESPUESTA DIFERENCIAL DE LOS ASTROCITOS
FRENTE A CANDIDA ALBICANS EN CULTIVOS ALTA-
MENTE ENRIQUECIDOS O EN PRESENCIA DE
MICROGLIA. Figueredo M.}; Renna M.2; Sotomayor C.2

CIBICI-CONICET* 23 <maurifig_@hotmail.com>

Las células residentes del Sistema Nervioso Central (SNC)
constituyen los principales elementos de respuesta temprana fren-
te a la invasion de este 6rgano por un agente infeccioso. Microglia
(M) y astrocitos (As) forman parte de esta poblacién vy, si bien
numerosas publicaciones confirman el rol de las primeras en di-
ferentes modelos experimentales in vitro, el papel de los As con-
tinda siendo controversial debido a la heterogeneidad de los re-
sultados producto del escaso consenso en las técnicas de obten-
cién e inadecuado control en la pureza. El objetivo de nuestro tra-
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bajo fue estudiar la respuesta de los As frente al hongo C albicans
y a ligandos de receptores innatos implicados en su reconocimien-
to (LPS, PGN, Zymosan) en un modelo in vitro, estrictamente
controlado, utilizando cultivos primarios (ratas Wistar) altamente
enriquecidos en astrocitos (As >95%, M<1%,FACS), astroglioma
C6 y cultivos mixtos de células gliales (As75-85% y M 10-15%).
La secrecion de citoquinas proinflamatoria como TNFa e IL-1b en
sobrenadantes de cultivos estimulados durante 24h (ELISA) no
evidencié diferencias frente a los distintos estimulos, tanto en As
enriquecido como en la linea C6. Mientras que se observé un
aumento significativo de estas citoquinas en cultivos mixtos bajo
las mismas condiciones (p<0.05). La acumulacién de nitritos pre-
senté un comportamiento similar. Interesantemente el agregado
de medios condicionados provenientes de cultivos mixtos estimu-
lados con el hongo, a cultivos enriquecidos en As, fue capaz de
aumentar en ellos la expresion de TNFa e IL-13, la enzima iNOS
y el receptor TLR-2 (RT-PCR). Resultados preliminares confirman
un comportamiento similar en cultivos primarios murinos. Estos
hallazgos indican que los As carecen de una alta reactividad por
si mismos, sin embargo bajo condiciones inflamatorias o en pre-
sencia de otras células del SNC, serian capaces de contribuir al
desarrollo de una respuesta temprana frente a un microorganis-
mo agresor como C. albicans.

242  (358) UNA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ESPECIFI-
CADETERMINA LA PRESENCIA DE NEUTROFILOS CAR-
GADOS CON ANTIGENO EN GANGLIOS LINFATICOS.
Maletto B.}; Gorlino C.%; Ranocchia R.%; Zamory S.# Morén
G.5 Pistoresi M.®

CIBICI (CONICET) Facultad de Ciencias Quimicas UNC* ?
3456 <pelkys@fcq.unc.edu.ar>

Los neutréfilos (Ne, Ly6G"e") son las principales células OVA-

FITC* reclutadas en los ganglios linfaticos drenantes (LN) en ra-
tones inmunizados con OVA mas CFA (animales OVA/CFA) e
inyectados en la almohadilla plantar con OVA-FITC. El desarrollo
de este infiltrado no requiere una respuesta inmune especifica de
linfocitos T. El objetivo de este trabajo fue analizar si el desarro-
llo del infiltrado de Ne en LN requiere de una respuesta humoral
especifica para OVA y/o de un estado inflamatorio. Para ello, ra-
tones inmunizados con PBS/CFA fueron inyectados i.p. (dias 25
y 26) con suero inmune de animales OVA/CFA (problema) o con
suero no-inmune (control). Los ratones fueron inyectados (dia 27)
en la pata con OVA-FITC y a las 6 horas se evalu6 la presencia
de Ne/OVA-FITC*en LN. Los resultados se expresan como % de
células OVA-FITC* en la poblacion de Ne: problema:79+4, con-
trol:6+2; p<0,05. Para estudiar la especificidad de la respuesta
humoral requerida, ratones inmunizados con PBS/CFA fueron in-
yectados i.p. (dias 25 y 26) con suero inmune de ratones KLH/
CFA (grupo | y Il) o suero no inmune (Ill). En el dia 27 fueron in-
yectados en la pata con KLH-FITC (grupo 1) o OVA-FITC (grupo
Il'y ) y a las 6 horas se evalu6 la presencia de Ne/FITC* en LN.
Los resultados (expresados como % de células OVA-FITC* o KLH-
FITC* en la poblacién de Ne) fueron: grupo 1:96+6, grupo 11:4+1y
grupo 111:6+2 (p<0,05 grupo | vs Il). Para estudiar la participacion
del estado inflamatorio se siguié el mismo esquema experimen-
tal. Ratones normales inyectados con suero inmune de ratones
OVA/CFA (problema) o con suero no-inmune (control) fueron de-
safiados con OVA-FITC en la pata. Los resultados se expresan
como % de células OVA-FITC* en la poblacién de Ne, proble-
ma:87+5, control:14+8, p=0,002. Estos resultados nos permiten
concluir que el infiltrado de Ne/FITC* en LN requiere una respues-
ta inmune humoral especifica de antigeno pero es independiente
del estado inflamatorio del animal.
243  (373) CELULAS MIELOIDES GR1+CD11B+ INDUCIDAS EN
ANIMALES VIEJOS POR ADMINISTRACION DE CPG-ODN
SUPRIMEN LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS T ME-
DIANTE ARGINASA. Ranocchia R.}; Gorlino C.%; Harman
M.3; Morén G.# Maletto B.5; Pistoresi M.®

CIBICI(CONICET)-Facultad de Ciencias Quimicas-UNC* ?
3456 <ranocchia@fcg.unc.edu.ar>
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Recientemente demostramos que CpG-ODN in vitro, en pre-

sencia de IFN-y, es capaz de estimular arginasa en macréfagos,
enzima cuya induccién ha sido descripta bajo el estimulo de
citoquinas Th2. Cuando estudiamos el efecto de la administracion
in vivo de CpG-ODN en ratones de 18 meses de edad (viejos),
observamos que se induce una respuesta inmunosupresora en
bazo, caracterizada por supresion de la proliferacién de linfocitos
T (Li T) (p<0,05), aumento de células mieloides (Gr1*CD11b*)
(Normal (N): 4,1+ 0,3% vs CpG-ODN: 9,0 + 0,4 %, p<0,01) y alta
actividad de arginasa (N:15,2 + 8,6 vs CpG-ODN: 199+30 mU
arginasa/mg proteina, p<0,05). Con el objetivo de determinar el
potencial inhibitorio de estas células mieloides, células
Gr1*CD11b", purificadas de bazo de ratones viejos que recibie-
ron (dia -10) 100 pg de CpG-ODN en IFA s.c., fueron cocultivadas
con Li T de ratén joven sin tratamiento obtenidos por seleccion
positiva con Ac anti-CD90 y estimulados con anti-CD3/CD28. Asi,
Li T cocultivados en presencia de células Gr1*CD11b* de anima-
les viejos, desafiados con CpG-ODN, exhibieron una disminucion
en la proliferacion comparado con LiT cocultivadas con
Gr1*CD11b* de animales viejos no tratados o cultivadas solas
(p<0,05). Ademaés, el antagonista de arginasa Nor-NOHA inhibié
la supresion de la proliferacion de Li T causada por células
Gr1*CD11b*. Estos resultados indican que la administracion de
CpG-ODN a animales viejos induce células mieloides con capa-
cidad de ejercer un efecto supresor de la proliferacion de Li Ty
que esto ocurre a través de un mecanismo que involucra a
arginasa. Si bien el estimulo con CpG-ODN permitiria inducir una
Optima respuesta inmune en animales viejos, la induccién de cé-
lulas mieloides supresoras seria uno de los mecanismos
regulatorios de la accién inmunoestimulante de CpG-ODN que
estarian contribuyendo en limitar la intensidad y extension de la
respuesta inmune.
244  (599) EFECTO DE BACILLUS SUBTILIS PROBIOTICO
SOBRE EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO Y LA RES-
PUESTA HUMORAL. Gofii A.Y; Saball E.?; Salvarrey M.3;
Rovetto A.%; Mendez M.%; Grau R.®

Departamento de Microbiologia, Fac Ciencias Bioquimicas
y Farmacéuticas, UNR, CONICET-Rosario* 2 3 4 5 ¢
<anibaljuangoni@yahoo.com.ar>

La diseminacion de la resistencia a antibiéticos constituye uno
de los principales problemas en los tratamientos de infecciones.
Bacillus subtilis natto (BSN) probiotico es capaz de esporular de
una manera SpoOA-dependiente y gracias a su capacidad para
colonizar la mucosa intestinal podria generar una barrera de pro-
teccién contra patégenos en reemplazo del uso de antibidticos
promotores del crecimiento. En este trabajo se estudid el efecto
de BSN como promotor de crecimiento y su efecto sobre la res-
puesta inmunolégica. La promocion del crecimiento resulté
significativamente mayor con respecto a grupos controles tanto en
animales de laboratorio (ratas) como de granja (pollos) alimenta-
dos diariamente con 10*° esporas de BSN/kg de alimento. Los
indices de morbilidad y mortandad fueron también mejores para
los tratamientos con BSN. Para investigar sobre las bases de este
efecto probiético decidimos indagar el comportamiento del siste-
ma inmunolégico. BSN fue capaz de activar in vitro todas las vias
del sistema del complemento. Estudios de ELISA contra C3 uni-
do covalentemente a la superficie de BSN puso de manifiesto un
rol esencial del factor transcripcional de BSN SpoOA para la acti-
vacion del complemento. Esta activacion llegé hasta C5
convertasa y no se detect6 unién a C9, lo que indicaria que BSN
proficiente en SpoOA (pero no en mutantes SpoOA deficiente) es
opsonizado y luego fagocitado por macréfagos, para la presenta-
cion de antigenos y activacion de la inmunidad humoral. Esto fue
corroborado al evaluar la respuesta de anticuerpos contra glébu-
los rojos de carnero en pollos alimentados con esporas de BSN
probiético. En pollos alimentados con suplementos de BSN el ti-
tulo de anticuerpos anti-GRC fue de 210 + 20 mientras que en el
grupo control fue de 50 + 15 (p<0.05). Por lo tanto BSN es capaz
de estimular las respuestas innata y especifica, ambas dependien-
tes del factor de transcripcion SpoOA, arrojando luz sobre su
mecanismo de accién como probiético esporulado.
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244h. (351) ADMINISTRACION PREVENTIVA DE BACTERIAS
LACTICAS EN RATONES INMUNOSUPRIMIDOS CON
CICLOFOSFAMIDA. ESTUDIO DE CELULAS LINFOIDES
DE MEDULA OSEA. Salva S.:; Villena J.; Herrera M.3;
Barbieri N.%; Pacheco V.5 Alvarez S.5

Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA-CONICET)*
2, Instituto de Bioquimica Aplicada. Universidad Nacional de
Tucuman®; Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA-
CONICET)* ® 6. <jevillena@cerela.org.ar>

En estudios previos se demostr6é que el tratamiento preventi-
vo con bacterias lacticas (BL) inmunomoduladoras, disminuye los
efectos adversos asociados a la mielosupresién inducida por la
ciclofosfamida (CF). En este trabajo se evaluaron los cambios en
la poblacion linfoide de médula 6sea (MO) y sangre (S) posterio-
res a la quimioterapia, y se estudid la influencia de tratamientos
preventivos con BL probidticas a ese nivel. Diferentes grupos de
ratones albino-suizos fueron alimentados con Lactobacillus casei
CRL431 (Lc) o L. rhamnosus CRL1506 (Lr) durante 2 o 5d con-
secutivos respectivamente. Al finalizar cada tratamiento, estos
grupos y ratones controles sin tratar (C), recibieron una inyeccion
intraperitoneal de CF (150 mg/kg). Los estudios se realizaron a
diferentes tiempos post-quimioterapia. En S y MO se evalué el n°
total de linfocitos y las poblaciones linfoides B y T por citometria
de flujo, para lo cual se analizé la expresién de B220, CD3, CD4
y CD8. La administracion de CF indujo una severa reduccion de
linfocitos en MO y S en todos los grupos. Los ratones tratados
con Lc y Lr mostraron una recuperacion mas temprana de estas
células en MO, retornando a los valores normales a los 7d y 14d
respectivamente, a diferencia del grupo C, que se recuper6 re-
cién a los 21d. La CF disminuy6 las células B (B220) en MO y S.
Solo el grupo tratado con Lc normalizé el n° de dichas células
desde los 7d en MO (p<0,05), a expensas de un aumento de
linfocitos B inmaduros (B220low) (p<0,05). Ademas, el grupo Lc
present6 mayores valores de células B (B220) en S con respecto
al grupo C. La CF indujo disminucién de células T (CD3) en Sy
MO, sin alterar la relacion CD4/CD8. Los tratamientos con BL no
tuvieron influencia a este nivel durante el periodo estudiado. La
administracion de BL inmunomoduladoras, previo a un tratamiento
quimioterapéutico, permitiria la recuperacion temprana de la po-
blacién linfoide B en médula ésea. Dicho efecto seria dependien-
te de la cepa de BL utilizada.

244c. (721) REDUCCION DE LA INMUNOREACTIVIDAD DE UN
AISLADO PROTEICO DE SOJA MEDIANTE LA ACCION
HIDROLITICA DE BACTERIAS LACTICAS. DESARROLLO
DE UN MODELO MURINO SENSIBILIZADO SUBCUTA-
NEAMENTE CON PROTEINAS DE SOJA. Aguirre L.%;
Maldonado Galdeano C.%; Garro M.3; Savoy De Giori G.*

CERELA (Centro de Referencias para Lactobacilos)* ;
CERELA (Centro de Referencias para Lactobacilos);UNT
Fac.Bgca.,Qca.y Fcia. Cat. Inmunologia? ; CERELA (Cen-
tro de Referencias para Lactobacilos)’ ; CERELA (Centro de
Referencias para Lactobacilos),UNT Fac.Bqca.,Qca.y Fcia.
Cat. Microbiologia Superior.* <laguirre@cerela.org.ar>

La soja, rica en proteinas e importante en nutricion, contiene
compuestos alergénicos que producen elevados niveles de IgE en
pacientes sensibles. Distintos procesos (hidrélisis enzimatica, tra-
tamiento térmico y/o ultrafiltracion) se aplican para disminuir su
alergenicidad. El uso de bacterias lacticas (BAL), con efecto be-
néfico (probiético) en el huésped, constituye una alternativa tec-
nolégica innovadora. El objetivo de este trabajo fue evaluar la re-
duccion de la inmunoreactividad de las proteinas de soja mediante
su hidrdlisis por accién de BAL. Se desarroll6 un modelo murino
sensible a la proteina de soja. Para ello se utilizaron ratones Balb/
¢ que fueron inmunizados subcutdneamente con 100 mg de un
aislado proteico de soja (APS). Los ratones sensibilizados dieron
un incremento (47%) de IgE especifica, medida por ELISA direc-
to, con respecto al control. La inmunoreactividad se evalu6é en
APS, APS calentado (80°C 20 min) y sus correspondientes
hidrolizados. Estos Ultimos se obtuvieron tratando los sustratos
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proteicos con suspensiones concentradas (30X) de Lactobacillus
(L.) paracasei subsp. paracasei (L. paracasei) CRL 207, L
delbruecki subsp. lactis CRL 581 y L. helveticus CRL 1062. Los
sustratos proteicos (APS y APS calentado) y la suspension celu-
lar (relacién 2:1) se incubaron a 37°C, 24 h, tomando muestras a
diferentes tiempos. La union de IgE con APS y con los
hidrolizados, evaluada por ELISA directo, mostré una relacion
directa entre el grado de hidrélisis y la reduccion de la
inmunoreactividad. Todas las cepas de BAL fueron capaces de
disminuir la inmunoreactividad del APS siendo L. paracasei
CRL207, el microorganismo mas efectivo (77% de reduccion a las
24 h). El uso de APS calentado como fuente proteica en presen-
cia de las BAL no mejor6 la reduccién de la inmunoreactividad
respecto al APS sin tratar. El uso de BAL constituiria una innova-
cién tecnolégica para la obtencién de alimentos potencialmente
hipoalergénicos de soja.

NEUROCIENCIAS 2

245  (29) ESTUDIO DE VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS
POR LAS VARIANTES NORMAL Y MUTADA DEL RECEP-
TOR P2X7. Aprile Garcia F.%; Liberman A.%; Senin S .3, Paez-
pereda M.%; Stadler H.5; Acufia M.%; Gerez J.”; Refojo D.8;
Panhuysen M.%; Sillaber 1.1 Stiihmer W.1; Holsboer F.*?; Arzt

E.1B3

Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, Departa-
mento de Fisiologia y Biologia Molecular y Celular, FCEN,
UBA, IFIBYNE-CONICET, Bs.As, Argentina* 2 3 ;| Affectis
Pharmaceuticals, Martinsried, Alemania* ® ; Laboratorio de
Fisiologia y Biologia Molecular, Departamento de Fisiolo-
gia y Biologia Molecular y Celular, FCEN, UBA, IFIBYNE-
CONICET, Bs.As, Argentina® 7 ; Instituto Max Planck de
Psiquiatria, Munich, Alemania® ; Affectis Pharmaceuticals,
Martinsried, Alemania® 1° ; Instituto Max Planck de Medici-
na Experimental, Goéttingen, Alemania*! ; Instituto Max
Planck de Psiquiatria, Munich, Alemania*? ; Laboratorio de
Fisiologia y Biologia Molecular, Departamento de Fisiolo-
gia y Biologia Molecular y Celular, FCEN, UBA, IFIBYNE-
CONICET, Bs.As, Argentina®® <faprile@fbmec.fcen.uba.ar>

Los receptores P2X7 son canales de calcio activados por ATP
conformados por subunidades de dos pasos de membrana que
se asocian como homo o heterotrimeros. Su largo dominio
citoplasmatico activa una cascada de transduccion de sefiales,
que incluye a la MAPK ERK 1/2. Mediante distintos estudios
genéticos se encontré que pacientes con trastornos depresivos
poseen con una incidencia significativa, una variante polimoérfica
del gen P2X7, encontrada en el aminoacido 460 (GIn460Arg). El
objetivo de este trabajo consiste en investigar cémo estos cam-
bios en la secuencia aminoacidica de P2X7 afectan la funcién del
receptor. Se estudié el ingreso de calcio extracelular por P2X7 en
la linea celular HEK293 comparando clones estables para P2X7,
para P2X7 con la mutacién en GIn460Arg y clones coexpresores
de ambas variantes, mediante microscopia de fluorescencia utili-
zando la técnica de Fluo 4-AM y el rol de la cascada de las MAPK
mediante ensayos de Western Blot. Se pudo observar que, en
homocigosis, la variante mutada de P2X7 tiene la misma
funcionalidad que el receptor WT, es decir, ambas variantes de
P2X7 producen un marcado aumento de calcio intracelular (800%
respecto a HEK293 parental, p<0,01) al ser activados con BzATP
(50 uM), un analogo de ATP, especifico para receptores P2X7.
Cuando ambas subunidades fueron coexpresadas se produjo una
marcada disminucion en la entrada de calcio (60% respecto a HEK
P2X7-WT, p<0,001). A su vez, células que expresan una sola
variante de P2X7 mostraron una marcada activacion de la MAPK
ERK 1/2, mientras que la activacion en células coexpresoras de
ambas variantes de P2X7 fue marcadamente menor. Este fené-
meno se produjo tanto en células HEK293 sin P2X7 endbégeno
transfectadas establemente con las subunidades de P2X7, como
en células gliales con P2X7 endégeno transfectadas con la va-
riante mutante del receptor. Estos resultados fundamentan el
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mecanismo de accion en heterocigosis en presencia de la variante
mutada de P2X7.

246  (76) PREGNENOLONA SULFATO PROMUEVE LA LIBE-
RACION DE GABA EN NUCLEO SEPTAL LATERAL DE
RATAS MACHO ADULTAS. Nanfaro F.%; Garcia S.?, Casas
S.3; Giuliani F.4; Escudero C.5; Bazzocchini V.5, Cabrera R.7;
Yunes R.2

Area de Farmacologia, Facultad de Ciencias Médicas, Uni-
versidad Nacional de Cuyo, LINCE - IMBECU - CONICET*
23845678 <fnanfaro@gmail.com>

Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el

esteroide neuroactivo (ENA) pregnenolona sulfato inyectado en
la estructura limbica denominada nucleo septal lateral (NSL) im-
pide el reconocimiento de objetos novedosos. EL NSL, rico en
somas gabaérgicos, recibe eferencias glutamatérgicas del hipo-
campo y se comunica con este a través del septum medial. Inter-
viene en la discriminacién de objetos novedosos -tarea hipo-cam-
po-dependiente- que resulta de la tendencia innata del roedor de
explorar su medio ambiente. En este estudio examinamos la mo-
dulacion in vitro de la liberacion de GABA por pregnenolona (Preg)
y pregnenolona sulfato (Preg-S) en NSL. El efecto de los ENA se
evallo midiendo la liberacion de GABA-H*® estimulada por K* 20
mM en cortes de NSL, empleando la técnica de superfusion di-
namica. Los reactivos empleados fueron: Preg 1.2 uM, Preg-S 1.2
UM y solucién salina como control. La liberacién de GABA-H*® se
expres6é como porcentaje de liberacion respecto a la liberacion
basal, y fue analizada estadisticamente aplicando el test de
Kruskal-Wallis. En condiciones basales la liberacion de GABA fue
35.5% (SEM+1.68). El uso de Preg no modificé los valores con
respecto al control (38+3.5). Por su parte, la administracion de
Preg-S increment6 significativamente la liberacion de GABA-H*®
con respecto al basal (52.6+4.2; p<0.05). Estos resultados mues-
tran que el NSL incorpora eficientemente el neurotransmisor
GABA. Adicionalmente, la liberacién de dicho neurotransmisor es
modulada positivamente por Preg-S pero no por Preg. Lo expre-
sado sugiere que las modificaciones comportamentales previa-
mente reportadas pueden estar relacionadas con la modulacion
gabaérgica por Preg-S en NSL, resultando en la imposibilidad de
reconocer objetos familiares. Sugerimos que en las especies en
las que existan las formas sulfatadas y no sulfatadas de estos
ENA, la condicién de sulfatacion del mismo puede resultar en una
suerte de “switch” molecular.
247  (207) LOCALIZACION DE FUENTE EPILEPTOGENA EN
UN PACIENTE CON ESCLEROSIS HIPOCAMPAL Y
DISPLASIA CORTICAL FOCAL. Seifer G.}; Blenkmann A2
Consalvo D.3; Princich J.% Muravchik C.% Kochen S.°

Laboratorio de Epilepsia - IBCN - Conicet - UBA? 2 3 4 ;
LEICI, Facultad de Ingienieria, Universidad de La Plata, La
Plata, Argentina® ; Laboratorio de Epilepsia - IBCN -
Conicet - UBA® <seifergustavo@yahoo.com.ar>

Introduccion: Las técnicas de localizacion de fuente podrian
facilitar la evaluacion prequirlrgica en la epilepsia refractaria y
patologia dual (esclerosis hipocampal (EH) derecha y una
displasia cortical focal (DCF) temporal posterior derecha). Dado
un registro de EEG se denomina problema inverso a la estima-
cion de las fuentes de corriente dentro del cerebro que producen
estas sefiales. Objetivos: Establecer la distancia entre los dipolos
y las lesiones vistas en resonancia magnética nuclear. Material y
Método: Paciente mujer de 21 afios, diestra, con antecedentes de
crisis febriles y epilepsia refractaria desde 9 meses. Semiologia
ictal: a. sensacion de deja vu, inmovilidad, ruptura de contacto,
giro cefélico lento a izquierda y automatismos bimanuales, b. sen-
sacion de inestabilidad. IRM de encéfalo: esclerosis hipocampal
(EH) derecha y una displasia cortical focal (DCF) temporal poste-
rior derecha. Se utiliz6 el modelo de dipolo de corriente equiva-
lente (ECD) en un paciente candidato a cirugia, portador de una
patologia dual. Se seleccion6 Actividad paroxistica interictal (API)
de EEG de 64 canales. Se digitalizé la posicion de los electrodos
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a partir de un lapiz electromagnético (Polhemus). Utilizando el
programa BESA se obtuvo un ECD para cada API y luego fueron
transportados a las reconstrucciones 3D de IRM (Brain
Voyager2000). Finalmente se analizé la distribucién de los dipolos
y su distancia a la lesion. Resultados: Se obtuvieron 83 dipolos
de localizados en el polo temporal derecho, con una distancia
promedio con la EH 21mm. Conclusiones: La localizacién coin-
cidio con el registro invasivo. La técnica de localizacion de fuen-
tes es una herramienta prometedora en la evaluacién
prequirdrgica siendo menos costosa y agresiva.

248  (273) ACTIVACION DE CASPASA-3 POR ANTICUERPOS
ANTI-MUSCARINICOS EN EL SINDROME DE SJOGREN.
Reina S.; Sterin-borda L.%; Passafaro D.%; Borda E.*

Catedra de Farmacologia. Facultad de Odontologia. UBA?
234 <slreina@yahoo.com>

En las glandulas salivales de pacientes con Sindrome de
Sjogren primario (SSp) se reporté una sobre-expresion de enzimas
reguladoras del fenémeno apoptético (FA), sugiriendo su partici-
pacién en a la patogénesis del dafio glandular en la enfermedad
autoinmune. El objetivo de este trabajo fue investigar si los
anticuerpos anti muscarinicos de pacientes con SSp disparan el
FA en una linea celular A-253 del epitelio glandular salival
humano.Por cultivo celular de la linea glandular humana A-253,
por transferencia terminal de deoxinucleétidos (TUNEL) estudia-
mos la fragmentacién del ADN y mediante la medicion de la acti-
vidad de la caspasa-3 estudiamos la via del FA. Se utilizé una
inmunoglobulina G antipéptido M3 (IgG-M3), purificada por afini-
dad en presencia del péptido sintético correspondiente al 2do
dominio extracelular del mMAChR humano. La IgG-M3 fue capaz
de incrementar el FA en las células A-253 de una manera con-
centracion y tiempo dependiente (600%+50,n=8), siendo la con-
centracion maxima de 1x10-9M en 48 hs. La IgG normal
(10+2,n=7) o la fraccién no anti-péptido (7+1,n=8) no mostraron
efecto en el sistema estudiado. La 1gG-M3 indujo el clivaje y la
activacion de la caspasa-3 (1.52+0.07,n=8), al igual que el
agonista pilocarpina (0.07+0.06,n=7). En ambos casos el 4-DAMP
(1x10-7M)(0.05£0.004,n=5) y el péptido M3 (1x10-7M)
(0.05+0.002,n=6) inhibieron la accion de la IgG-M3 sobre el FA,
sin ser modificado por el péptido no relacionado. La activacion de
la caspasa-3 inducida por la 1IgG-M3 fue bloqueada por inhibidor
de la fosfolipasa C [U-73122 (5x10-6M)](0.04+0.002,n=6), el
inhibidor de la de la calcio-calmodulina [W-7 (5x10-6M)]
(0.06+0.004,n=5) y por el inhibidor del flujo de calcio [verapamilo
(5x10-6M)](0.07+0.005,n=5). Nuestros resultados sugieren que los
Ac 1gG-M3 presentes en el SSp, tienen la capacidad de incremen-
tar el FA en las células epiteliales glandulares de manera caspasa-
dependiente y mediante la activacion del sistema enzimatico aco-
plado a los mAChR.

249  (381) ALTA RECURRENCIA FAMILIAR DE CONVULSIO-

NES FEBRILES: DESCRIPCION DE 20 SUJETOS AFEC-
TADOS EN 2 FAMILIAS. Kauffman M.}; Consalvo D.2; Pereira
De Silva N.3; Kochen S.#

IBCN. Facultad de Medicina. UBA. CONICET* 2 3 4
<marcelokauffman@gmail.com>

Introduccion y Objetivos: Aunque no es infrecuente el antece-
dente de la patologia o de eventos comiciales en el grupo fami-
liar de los sujetos con epilepsia, si lo es la observacién de fami-
lias que segregan el trastorno en un modo sugestivo de la exis-
tencia de una alteracién monogénica. Largamente ha sido cono-
cida la existencia de agregacion familiar de las convulsiones fe-
briles, presentandose ésta rara vez como un trastorno con alta
penetrancia familiar. Nuestro objetivo es describir las caracteris-
ticas clinicas de 2 familias que muestran una alta recurrencia fa-
miliar de convulsiones febriles. Materiales y Métodos: Descripcion
clinica, neurofisiolégica y genética de dos familias con alta
recurrencia familiar de convulsiones febriles. Resultados: Una de
las familias segrega convulsiones febriles simples, en al menos 2
generaciones, en 8 sujetos. Aisladamente se han presentado cri-
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sis febriles mas alla de los 5 afios de edad, evidenciandose en
todos los casos una excelente evolucién sin requerimiento de te-
rapéutica en la mayoria de los sujetos. En los casos analizados
no se objetivan mayores alteraciones en las neuroimagenes y la
electrofisiologia. El patrén de herencia parece corresponder al de
un trastorno autosémico dominante. La otra familia segrega con-
vulsiones febriles y afebriles, en al menos 5 generaciones, en 12
sujetos con alta variabilidad intra-familiar en la respuesta al tra-
tamiento farmacolégico y la semiologia de las crisis afebriles. El
patrén de herencia autosémico dominante y la segregacion de
crisis febriles y afebriles sugieren un diagnéstico de epilepsia
generalizada con convulsiones febriles plus. Conclusion: Se pre-
sentan dos familias que segregan formas familiares monogénicas
de convulsiones febriles.

250 (382) CARACTERIZACION GENETICO-MOLECULAR DE
LA DISTONIA DE TORSION PRIMARIA (DPT) ASOCIADA
AL GEN DYT1 EN POBLACION ARGENTINA. Perandones
C.%; Irrisarri M.%; Uribe Roca M.3; Pellene L.% Calandra C.5;
Caputo M.%; Alechine E.7; Corach D.8; Micheli F.°

Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Sa-
lud, ANLIS, Dr. Carlos G. Malbran; Programa de Parkinson
¥ Movimientos Anormales, Hospital de Clinicas José de
San Martin, UBA* ; Programa de Parkinson y Movimientos
Anormales, Hospital de Clinicas José de San Martin, UBA?
345 Servicio de Huellas Digitales Genéticas, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA.5 7 ¢ ; Programa de Parkinson
y Movimientos Anormales, Hospital de Clinicas José de
San Martin, UBA® <claudia.perandones@gmail.com>

La delecion heterocigota (c.904_906delGAG) en el exén 5 del
gen DYT1, es la mutacion asociada al 85% de los casos de
Distonia Primaria de Torsion (DPT) de comienzo temprano. Sélo
un 30% de los portadores de dicha deleciéon son afectados. Se
ha propuesto que los polimorfismos rs1801968 (D216H) y
rs3842225 (758Gdel) ubicados en el exén 4y en el extremo 3'UTR
del gen, podrian modular la penetrancia de dicha mutacién. Ob-
jetivo: Evaluar el rol potencial de los polimorfismos en la
penetrancia de la delecion ¢.904_906delGAG. Se incluyeron 33
individuos (disténicos 19 y familiares de primer grado sin distonia
14). El analisis de los loci en los 33 individuos se realiz6 median-
te técnica de PCR de tiempo real (RT-PCR) y Desnaturalizacién
Térmica de Alta Resolucion (HRM). A fin de confirmar los resul-
tados se procedi6 a la secuenciacion automatizada de la mayo-
ria de las muestras. Se detect6 la delecion GAG en el 42% de
los pacientes con distonia y en la totalidad de los mismos la
variante D216. En todos los grupos familiares se detecté al me-
nos un familiar de primer grado asintomatico con la delecion GAG
y sin la variante protectiva 216H. En un grupo familiar constituido
por un caso indice con distonia, una hermana con temblor y otra
con Sindrome de Gilles de la Tourette, no se detecté la delecion
GAG, pero si la presencia de la variante 216H. Conclusion: em-
pleando un método de diagnodstico sencillo, confiable y especifi-
co se genotipificaron tres variantes del gen DYT1 involucradas
en la DPT. Nuestros resultados preliminares han corroborado la
baja penetrancia de la delecion GAG y sugieren que la misma no
podria atribuirse sélo al potencial efecto protectivo de la variante
216H. Nuestros hallazgos corroboran clinicamente, por primera
vez, la hipétesis (basada en ensayos en lineas celulares) de que
la variante 216H si bien ha mostrado ser protectiva en presencia
de la delecion GAG, podria tener un rol patogénico predisponente
en ausencia de la misma.

251 (461) EFECTO DE FLUOXETINA EN LA MEMORIA ESPA-
CIAL DE RATAS CONTAMINADAS CON PLOMO. Vargas
P.%; Cruz M.?; Fracchia L.2

Catedra de Metodologia de la Investigacion - Facultad de
Medicina de la UNT* 2 ¥ <pavargas@uolsinectis.com.ar>

Estudios previos indicaron que la intoxicacion crénica con plo-
mo producia alteraciones permanentes en la dinamica de libera-
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cién de serotonina de areas cerebrales especificas involucradas
en aprendizaje y memoria. Objetivo: Evaluar la memoria espacial
luego de la inyeccién de Fluoxetina en ratas contaminadas con
plomo. Metodologia: Se estudiaron ratas Wistar machos tratadas
desde el destete con 50 ppm de AcPb en el agua de bebida. Los
controles (C) recibieron agua potable. Cumplidos 3 meses de tra-
tamiento una parte de los animales con Pb y una parte de los
controles fueron inyectados intraperitonealmente con 5 mg/kg de
peso de Fluoxetina (F) durante 10 dias. Se formaron asi 4 gru-
pos: Pb+F, Pb, F y C. Luego de la Ultima inyeccion, se estudié
la memoria espacial en el Laberinto Acuatico de Morris, realizan-
do una sesion de entrenamiento y luego la evaluacién a los 5
minutos. Los resultados se expresaron como la media + SEM y
se analizaron estadisticamente con el Test de Mann Whitney,
considerando significativo p d” 0,05. Resultados: Se observé un
aumento significativo del tiempo en los ensayos de recuperacion
del grupo Pb respecto de C y F a los 5 minutos del entrenamien-
to (Pb 166 + 8 vs C 123 + 13 seg; p=0.03) y (Pb 166 + 8 vs F 55
+ 17 seg; p=0.0003); mientras que no se encontré diferencias sig-
nificativas entre Pb+F y C (Pb+F 90 + 26 vs C 123 + 13 seg;
p=0.1). Conclusiones: Estos resultados confirman que el plomo
estarfa afectando el proceso de la memoria espacial a través de
un mecanismo en el que interviene serotonina, ya que la admi-
nistracién intraperitoneal de Fluoxetina (inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina) logra modificar este efecto dando como
resultado un desempefio semejante al grupo no tratado con este
metal, lo que permitiria considerar nuevas formas de tratamiento
de los efectos de la exposicién crénica y a bajas concentracio-
nes de Plomo. (Proyecto financiado por el Consejo de Investiga-
cion de la Universidad Nacional de Tucuman - CIUNT).

252 (552) EFECTO DE TIANEPTINA SOBRE LA EXPRESION
HIPOCAMPAL DE RECEPTORES DE GLUCOCOR-
TICOIDES, ANSIEDAD Y ACTIVIDAD HEDONICA EN UN
MODELO ANIMAL DE DEPRESION. Trujillo V.t; Durando

P.; Suarez M.?

Catedra de Fisiologia Animal - FCEFyN - U.N.C.* 2
<vero.trujillo@yahoo.com.ar>

La regulacion de los receptores de glucocorticoides (GR) es
de gran importancia en la fisiopatologia de los desordenes rela-
cionados al estrés, tales como ansiedad y depresion. El
hipocampo es una estructura que expresa gran cantidad de GR
y es vulnerable a los efectos de las hormonas de estrés, a menu-
do elevadas en pacientes depresivos. Ademas en sujetos con esta
patologia existe una expresion disminuida de GR respecto a su-
jetos sanos. Tianeptina es un antidepresivo triciclico que activa
la recaptura de serotonina. El objetivo de este trabajo fue deter-
minar los efectos del tratamiento crénico con tianeptina (10 mg/
kg) sobre la ansiedad y la expresion de GR en el hipocampo. Se
utilizaron ratas Wistar macho, las cuales fueron sometidas a un
protocolo de estrés crénico variable durante 24 dias. Este trata-
miento es usado como modelo de depresion. Se realiz6 el test
Plus Maze con el fin de evaluar los indices de ansiedad, mien-
tras que para determinar el estado hedénico de los animales, una
vez por semana se registré la cantidad bebida de agua y de una
solucién de sucrosa (1%) para calcular el consumo y la preferen-
cia por la sucrosa. Los niveles de GR fueron determinados por
inmunohistoquimica en las capas CA1, CA2, CA3 y Giro Denta-
do del hipocampo dorsal. Nuestros resultados muestran que el
estado depresivo produce un aumento significativo de los indices
de ansiedad (p<0,05), mientras que la droga no fue efectiva en
revertir este efecto. Por otro lado, tianeptina mostro una tenden-
cia a aumentar la expresion de GR en todas las capas analiza-
das, aunque esta tendencia fue mas marcada en la CAl. No se
observaron cambios en el estado hedonico de los animales con
ninguno de los tratamientos. En conclusion, tianeptina muestra
una interesante tendencia a revertir algunas de las alteraciones
relacionadas a la depresion, en la regulacion del eje hipotalamo-
hipofiso-adrenal, aunque seria necesaria una muestra mayor para
encontrar resultados estadisticamente significativos.
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253 (556) CONSECUENCIAS A LARGO PLAZO DE LA SEPA-
RACION MATERNA TEMPRANA Y EL ESTRES CRONICO
EN ADULTOS SOBRE LA MEMORIA DE RECONOCIMIEN-
TO DE OBJETOS Y LA ACTIVIDAD NEURONAL DEL
HIPOCAMPO DORSAL EN RATAS. Rivarola M.1; Suérez

M.2

Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales-Univer-
sidad Nacional de Cdrdoba® ? <arivarola@efn.uncor.edu>

Durante las primeras etapas de la vida en los mamiferos, el

medio ambiente y la interaccién madre-hijo son esenciales para
el normal desarrollo neuronal y conductual. Se ha demostrado que
la exposicion temprana a situaciones estresantes aumenta la vul-
nerabilidad a padecer psicopatologias en la vida adulta. La sepa-
racion materna en etapas criticas del desarrollo postnatal en ra-
tas, es un evento altamente estresante y se considera como un
modelo que produce ansiedad, depresion e hiper-respuesta al
estrés. Se conoce, ademas, que en los desordenes psiquiatricos
relacionados al estrés, existen alteraciones de la memoria y apren-
dizaje. Por lo tanto resulta de enorme interés conocer los meca-
nismos neurobiol6égicos subyacentes a la interaccion entre el
estrés y los procesos cognitivos. En el presente trabajo se eva-
luaron los efectos de la separacion materna sobre la memoria
episodica y la actividad hipocampica en respuesta al estrés cro-
nico impredecible en ratas adultas. Ratas Wistar macho fueron
separadas de su madre 4,5 horas diariamente durante las 3 pri-
meras semanas de vida. A los dos meses de edad los animales
fueron expuestos a un protocolo de estrés cronico variable de 24
dias. Posteriormente se evalu6 la memoria de reconocimiento de
objetos a corto plazo (15min) y a largo plazo (24hs), y la activi-
dad neuronal en hipocampo dorsal mediante la determinacion de
la inmunoreactividad a FOS. Los resultados demostraron que la
separacion materna temprana afecta la memoria de reconocimien-
to a corto plazo e incrementa la actividad FOS en las areas CA1
y CA3 del hipocampo dorsal. El estrés crénico impredecible, en
cambio, deteriora la memoria a largo plazo tanto en los animales
criados como en los separados de su madre, sin repercusiones
significativas sobre la actividad de las neuronas hipocampicas.
Podemos afirmar que estrés temprano y el estrés crénico de adul-
tos afectan de manera diferencial diversos aspectos de los pro-
cesos mnémicos y la actividad nerviosa en hipocampo.
254 (692) FACTORES NEUROBIOLOGICOS ASOCIADOS CON
TRASTORNOS DEPRESIVOS EN EL EMBARAZO Y EL
PUERPERIO. Fracchia L.}; Vargas P.2%; Cruz M.%; Hernando
P.%; Albornoz L.5; Galindo L.5; Charubi J.7; Chahla R.%; Chaila
Z.° Santana M.%%; Varela Baino A.*

Catedra de Metodologia de la Investigacion, Facultad de Me-
dicina. UNTucuman? 23456 76910 11 <fracchia@arnet.com.ar>

Las alteraciones en el estado del animo durante el posparto
pueden ir desde el blues maternal a la psicosis. Las explicacio-
nes para estos trastornos a menudo se centran en el brusco des-
censo de las hormonas luego del parto pero las evidencias son
contradictorias. El objetivo del presente trabajo fue analizar fac-
tores neurobiolégicos asociados con trastornos depresivos en el
embarazo y el puerperio. En una cohorte de 446 madres primeri-
zas concurrentes al Instituto de Maternidad y Obstetricia Ntra. Sra.
de las Mercedes de San Miguel de Tucuman se identificaron dos
grupos de 34 madres cada uno con una edad promedio de 20.4+
4.6 afios; ambos grupos se diferenciaron por presentar o no dis-
turbios emocionales durante el tercer trimestre de la gestacion
(Malaise Inventory) y depresion entre la cuarta y sexta semana
posparto (Edimburgo Postnatal Depresién Scale y criterios diag-
néstico del DSMIV). Previo consentimiento informado aprobado
por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la
UNTucuman, se extrajeron muestras sanguineas entre las 8 y 10
de la mafiana. Se determinaron las siguientes variables, Prolactina
(PRL) por IRMA,; Cortisol (Co), Estradiol (E), Progesterona (P), B-
HCG por RIA y por métodos enzimaticos Colesterol total (Ct). Los
resultados mostraron que los niveles de PRL y Co estaban
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significativamente elevados en el grupo con depresién tanto an-
tes como después del parto (pd<0.001), asi mismo en este grupo
se encontr6 las diferencias (A) para E y Ct significativamente al-
tas con respecto al control (pd<0.05), no observandose diferen-
cias significativas para P y B-HCG. Aunque se necesita profundi-
zar en esta linea de estudio, estas evidencias muestran una co-
rrelacion entre los tests psicoldgicos y el perfil hormonal y a PRL,
Co, E y Ct como potenciales marcadores biol6gicos de los tras-
tornos del animo durante la gestacion y el posparto.

255  (777) DINAMICA CELULAR EN EL DANO HIPOXICO
NEONATAL SOBRE LA MIELINOGENESIS . Millet V.2
Pasquini L.?

Depto de Quimica Bioldgica IQUIFIB Facultad de Farma-
cia y Bioquimica UBA? 2 <violemillet@gmail.com>

El dafio hipoxico/isquémico es una de la principales causas
de la Leucomalacia Periventricular, una lesiéon de la sustancia
blanca periventricular vinculada con la disfuncién neurolégica en
nifios prematuros. Los estudios en roedores se han enfocado en
la fisiopatologia del dafio neuronal mientras que el dafio a la sus-
tancia blanca ha recibido mucha menos consideracion, ain cuan-
do es el principal contribuyente a la disfuncién neurolégica. El
modelo mas usado emplea ratas P7 e involucra la ligadura de la
arteria carétida y posterior exposicién a tiempos variables de
hipoxia. Por sus caracteristicas anatomicas este modelo es de
dificil realizacion en ratones y limita el uso de animales
transgénicos. Recientemente ha sido publicada la utilizacion de
un modelo en ratas Pl expuestas a 8% de PO, durante 2
h. Trabajamos con ratones C57BL-6 transgénicos que expresan
EGFP bajo el promotor de una de las proteinas caracteristicas de
las células oligodendrogliales, 27,3"-cyclic nucleotide 3’-
phosphodiesterase (CNPasa). Evaluamos proliferacion, activacion,
diferenciacion y apoptosis de células gliales en ratas y ratones
CNPasa-EGFP sometidos por 2h a hipoxia a P1 y evaluados a
P4, P14 y P21. Nuestros resultados muestran un dafio sobre la
mielinizacién por inmunohistoquimica de MBP y expresion de
CNPasa-EGFP en el cingulum. Esta hipomielinizacion fue acom-
pafiada por activacion astroglial determinada por aumento de
inmunotincion para GFAP en el cingulum y en cuerpo estriado,
especialmente en el area perivascular. También se observé un
aumento de células GFAP positivas en la zona subventricular
(SVZ) sugiriendo un incremento en las células madre neurales.
Ademas se observé un aumento en la proliferacion celular en
animales evaluados por incorporacion de BrdU, especialmente en
el cuerpo calloso, cingulum y SVZ. Nuestros resultados aunque
no concluyentes indican que éste seria un buen modelo para es-
tudiar los mecanismos que llevan al dafio oligodendroglial en la
hipoxia neonatal.

256  (377) ALTERACIONES DE LA ORGANIZACION DE LA

SUSTANCIA BLANCA EN PACIENTES CON DISPLASIAS

CORTICALES FOCALES (DCF) Y EPILEPSIA REFRACTA-

RIA ESTUDIADOS CON TECNICAS DE TENSOR DE DI-
FUSION (ITD) EN RESONANCIA MAGNETICA (RM).
Princich J.%; Blenkmann A.2; Seifer G.%; Consalvo D.% Kochen
S.S

CONICET - Instituto de Biologia Celular y Neurociencias
de Robertis Facultad de Medicin a UBA! 2 3 4 5
<ayahuasc@hotmail.com>

Introduccion y objetivos: Las ITD permiten detectar alteracio-
nes de la sustancia blanca asociadas a las DCF, que exceden a
los hallazgos estructurales detectados mediante Imagenes de RM
convencional, reflejando cambios en la organizacion de las redes
involucradas. Material y métodos: Se estudiaron con técnicas de
ITD con una resolucién de 2x2x2mm midiendo 32 direcciones de
Gradientes en un equipo de RM de 1.5Tesla (11) pacientes con
diagnostico clinico, electroencefalografico y mediante RM Conven-
cional de Alta Resolucién de DCF asociadas a epilepsia refracta-
ria. Se analizaron mediante inspeccion visual y con medicion de
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valores de Anisotropia Fraccional (AF) en Areas de Interés sobre
la lesién, areas perilesionales y distantes a ellas en el hemisferio
ipsilateral. Resultados: Se encontré disminucion de la AF sobre
la lesion y area perilesional en un 98% de los pacientes, de es-
tos el 82% asocio aumento de la AF en tractos de sustancia blanca
profundos, distales a la lesidn y area peri lesional en el hemisfe-
rio ipsilateral. Conclusiones: EL aumento de los valores de AF
reflejan una organizacién mas eficiente de la sustancia blanca en
areas distales a las lesiones visualizadas tanto en RM conven-
cional como en aquellas con disminucién de la AF asociadas en
areas perilesionales. De confirmarse los hallazgos en un numero
de casos estadisticamente significativos, se podria considerar una
reorganizacién mas eficiente de los tractos de sustancia blanca
remanentes en el hemisferio ipsilateral a las DCF con el fin de
intentar mantener su funcién. Estos hallazgos ademés podrian
tener un papel importante en el origen y propagacién de las cri-
sis convulsivas en esta poblacion.

257  (36) LA ADMINISTRACION DE PROGESTERONA REDU-
CE LA ALODINIA MECANICA Y TERMICA EN ANIMALES
CON DOLOR NEUROPATICO: POSIBLE ROL DE LA PRO-
TEINA QUINASA C Y LA SUBUNIDAD 1 DEL RECEPTOR
N-METIL-D-APARTATO. Coronel M.%; Labombarda F.% Roig

P.3; Villar M.%; De Nicola A.5; Gonzéalez S.°

IBYME-CONICET! ; IBYME-CONICET; Facultad de Medi-
cina, UBA? ; IBYME-CONICET? ; Facultad de Ciencias
Biomédicas, Universidad Austral ; IBYME-CONICET; Fa-
cultad de Medicina, UBA® ¢ <coronel@dna.uba.ar>

El dolor neuropatico se produce como consecuencia de una
lesion o disfuncién del sistema nervioso. Aln no existen terapias
efectivas para su tratamiento. La isoforma gamma de la proteina
kinasa C (PKC4) y la subunidad 1 del receptor NMDA (NR1) ge-
neran hiperexcitabilidad de las neuronas espinales, proceso cla-
ve en el dolor crénico. El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar el efecto de la administracién de progesterona (PROG),
esteroide neuroactivo con probada accién neuroprotectora, sobre
la conducta nociceptiva y la expresion de PKCyy NR1 en anima-
les con dolor neuropatico. Ratas macho Sprague-Dawley con una
compresion crénica de su nervio ciatico (CCN) o intactas (C) fue-
ron inyectadas diariamente con PROG (16 mg/kg sc; CCN+PROG
n=10; C+PROG n=5) o vehiculo (CCN n=10; C n=5). La conduc-
ta nociceptiva se evalu6 periédicamente (dias 0, 1, 3, 7, 10, 14y
17) utilizando los tests de von Frey y Choi: los animales con CCN
desarrollaron alodinia mecéanica y térmica en la pata ipsilateral a
partir del dia 10 (p<0.001 vs C en ambos casos), mientras que
en animales tratados con PROG se redujo significativamente la
intensidad y el nimero de respuestas dolorosas (p<0.01 vs CCN,
p>0.05 vs C para ambos parametros). El nUmero de neuronas
inmunoreactivas para PKCy, NR1 y su forma fosforilada activa
(PNR1) se determiné en la médula espinal lumbar (L3-L6) luego
de perfundir los animales el dia 18. En animales con CCN se
observé un importante incremento en el nimero de neuronas
inmunoreactivas para PKCy, NR1 y pNR1 en las laminas I-1l del
asta dorsal ipsilateral (p<0.001 vs C en todos los casos), mien-
tras que en animales tratados con PROG el nimero de neuronas
positivas para cada marcador fue significativamente menor
(p<0.01 vs CCN, p<0.05 vs C en todos los casos). Estos resulta-
dos muestran que el tratamiento con PROG modula moléculas
involucradas en el proceso de hipersensibilidad central, logrando
la atenuacion del dolor neuropatico. (M808 y M016 UBACYT, PIP
112-200801-00542).

258 (197) EFECTOS DE PROGESTERONA SOBRE LA EXPRE-
SION DEL FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DEL
CEREBRO (BDNF) EN DIFERENTES ESTADIOS DE LA DE-
GENERACION ESPINAL DEL WOBBLER. Meyer M.}
Gonzélez Deniselle M.?; Gargiulo Monachelli G.3; Garay L.%;
Pietranera L.%; Lima A.6; De Nicola A.7
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El ratbn Wobbler presenta una mutacion de la proteina de tra-
fico intracelular Vps54. Previamente demostramos que en
motoneuronas espinales la expresion de ARNm para BDNF se
encuentra disminuida en Wobblers en estadio establecido, mien-
tras que la progesterona corrige esta deficiencia. Actualmente
empleamos Wobblers genotipificados wr/wr de 3 estadios: progre-
sivo temprano (1-2 meses), establecido (5-8 meses) y tardio (12
meses) y controles NFR/NFR de edades similares. La mitad de
cada grupo recibié progesterona en pellet de 20 mg por 18 dias.
Secciones medulares fueron incubadas con una sonda oligo-
nucleotidica complemetaria para las bases 562-609 del BDNF. Las
secciones se expusieron a film Kodak Biomax durante 24 hs. Los
autorradiogramas se analizaron por densitometria empleando NIH
Image Software (NIMH, Bethesda, USA). Los datos se expresa-
ron como % del background de secciones expuestas a 35S en
presencia de 20x de sonda no radioactiva. Se analizaron la sus-
tancia gris ventral anterior (VA), ventral lateral (VL) y dorsal (D),
empleando anova de 1y 2 vias y post-hoc test. No se obtuvieron
cambios en la etapa progresiva temprana entre wr/wr y NFR/NFR
con o sin progesterona. En la etapa establecida, los wr/wr mos-
traron menos expresion de ARNm para BDNF respecto de NFR/
NFR en VL (p<0.05). El tratamiento con progesterona de wr/wr
elevo dicha expresion en VA (p<0.02) VL (p<0.02) y D (p<0.006).
No hubo cambios entre NFR/NFR y wr/wr con y sin progesterona
en la etapa tardia, pero curiosamente los NFR/NFR + proges-
terona mostraron mayor expresion de BDNF que los no tratados
en VA, VL y D(p<0.05). Conclusiones: los cambios del ARNm para
BDNF no son precoces y ocurren al establecerse clinicamente la
enfermedad. La progesterona revierte la deficiente expresion de
BDNF en wr/wr sintomaticos pero no en progresivos tempranos y
tardios. La sensibilidad de NFR/NFR de 12 meses a la proges-
terona evidenciaria cambios incipientes degenerativos propios de
la edad mediana del raton.
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MITOCONDRIOPATIA DE LA MOTONEURONA ESPINAL
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En motoneuronas espinales de Wobbler, la mutacion de la
proteina de trafico intracelular Vps 54 en el cromosoma 11 oca-
siona un intenso estrés oxidativo asociado a niveles toxicos del
oxido nitrico (NO) e hiperactividad de la NOS. Estas motoneuronas
presentan signos de vacuolizacion citoplasméatica (parapto-
sis) con cristolisis mitocondrial por microscopia electrénica. Tra-
bajos previos demostraron que la administracion de progesterona
a Wobbler disminuye la degeneracién vacuolar de motoneuronas,
previene las lesiones mitocondriales y disminuye la actividad de
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la NOS en neuronas y astrocitos. En el presente trabajo, emplea-
mos ratones Wobbler genotipificados de ambos sexos con
sintomatologia clinica, la mitad de los cuales recibieron un pellet
de progesterona s.c. (20mg) x 18 dias. Se disecaron las médulas
espinales cervicales y lumbares. Se determind, por un lado, la
actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial:
I (consumo de NADH), I-lll (NADH-citocromo c) y IV (citocromo
c-oxidasa) y, por otro, la expresién de la enzima nNOS
mitocondrial y citosélica por Western Blot. Los resultados demos-
traron una reduccion significativa del % de actividad del comple-
jo | de Wobbler en relaciéon a controles en la region cervical
(83.27+2.9 vs controles, p<0.001); mientras que el tratamiento con
progesterona elevo significativamente este parametro (Wobbler vs
Wobbler+progesterona, 108.8 + 1.06: p <0.001). No se registra-
ron cambios de los complejos I-1ll y IV de las regiones cervical o
lumbar. La nNOS mitocondrial pero no la citosoélica, se encontré
aumentada en el Wobbler y disminuida por progesterona. Con-
clusién: sugerimos que el intenso estrés oxidativo del Wobbler
podria originarse en la anormal hiperfunciéon de la nNOS mito-
condrial con lesiones del complejo I. La progesterona revierte este
mecanismo, normalizando la funcién de la motoneurona y mejo-
rando, en parte, los signos clinicos que provoca la neurodege-
neracion espinal.

260 (782) CUPRIZONE-INDUCED DEMYELINATION IN
CNP:GFP TRANSGENIC MICE. Bartucci S.%; Silvestroff L.2;
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Cuprizone (bis-cyclohexanone oxaldihydrazone) was previously
shown to induce demyelination in white matter enriched brain
structures. In the present study we used the cuprizone
demyelination model in transgenic mice expressing the enhanced
green fluorescent protein (GFP) under the 2'-3'-cyclic nucleotide
3'-phosphodiesterase (CNPase) promoter. The use of these par-
ticular transgenic mice allows easy detection of cells belonging to
the entire oligodendrocyte (OLG) linage, ranging from OLG
precursors to mature myelinating OLGs. We were able to evaluate
the precise extent of oligodendroglial cell damage and recovery
within the murine adult central nervous system (CNS) after
inducing demyelination by acute cuprizone intoxication. A
generalized loss of GFP+ cells was observed after cuprizone
exposure, and correlated with a decline in myelin basic protein
(MBP) expression. OLGs were depleted in many brain areas that
were previously thought to be unaffected by cuprizone treatment.
Thus, in addition to the well known cuprizone effects on the medial
corpus callosum, we also found a loss of GFP+ cells in most brain
structures, particularly in the caudatus putamen, cortex, anterior
commissure, olfactory bulb, hippocampus, optic chiasm, brainstem
and cingulum. A week after cuprizone removal from the diet, GFP+
oligodendroglial cells began to repopulate the damaged structures.
However, this recovery time was insufficient to allow a significant
increase in MBP expression. Hence, during early remyelination
stages, GFP expression precedes that of MBP and allows OLG
detection before myelin restoration.
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En otros paises se estudian suplementos dietarios naturales
que disminuyen la glicemia y sus efectos oxidativos. Estudiamos
el efecto de una dieta con el agregado de semillas de chia (Sal-
via hispanica L. rica en acido graso omega 3 y antioxidantes)
sobre la histologia testicular de ratas de la linea  (diabéticas tar-
dias). Ratas macho de la linea  desarrolladas y criadas en el
Bioterio de la Cét. de Biologia (n=5) fueron alimentadas desde
los 21 dias de edad con alimento balanceado comercial+semillas
de Chia (C + CH) como suplemento dietario y a otro grupo 3 con-
siderado control (n=5) se le suministré alimento balanceado co-
mercial (C). A los 300 dias de edad los animales se sacrificaron
con sobredosis de éter. Los testiculos fueron disecados y se fija-
ron en Carnoy y refijados en formaldehido al 4% en PBS, luego
fueron procesados con las técnicas histolégicas de rutina, colo-
reados con H-E. Los preparados se visualizaron en un micros-
copio Leitz. Glicemia (C+CH): 1.20 + 0.02 g/I; (C) 1.46 + 0.13 gl/I.
Trigliceridemia: (C+CH): 3.36 + 0.54 g/l, (C):5.41 + 0.99 g/l. El
grupo control (C) presentd tubulos con pérdida de la arquitectura
epitelial y masas celulares intraluminales con imagenes compati-
bles de apoptosis. En el grupo B alimentado con chia (C+CH) se
observé tubulos seminiferos con bordes irregulares, el epitelio
testicular con espacios intercelulares, células germinales en dis-
tintos estadios de la espermatogénesis y luz tubular con presen-
cia de espermatozoides. Los animales 3 (C+CH) manifestaron un
retraso en la instalacién del sindrome metabdlico, mientras que
los animales que ingirieron una dieta comercial(C) desarrollaron
Diabetes tipo Il y obesidad que se correlacionan con los hallaz-
gos histolégicos testiculares. Sugerimos que el consumo de las
semillas de Chia reduce los efectos del sindrome diabético, la
obesidad y enlentece el envejecimiento testicular.

262 (235) EN EL TESTICULO DE RATAS CON ORQUITIS
AUTOINMUNE EXPERIMENTAL LA ISOFORMA
INDUCIBLE DE LA OXIDO NITRICO SINTASA ES MODU-
LADA SELECTIVAMENTE Y GENERA UN AUMENTO DEL
CONTENIDO DE OXIDO NiTRICO. Jarazo Dietrich S.%;
Jacobo P.2%; Pérez C.%; Mazzocchi L.% Lustig L.°; Theas M.®

Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de
Medicina, UBA* 2 3 4 5 ¢ <sabrina.jarazo@gmail.com>

El testiculo a pesar de ser un érgano inmunoprivilegiado, pue-
de desarrollar cuadros de inflamacién que cursan con infertilidad.
Para estudiar los mecanismos involucrados en el dafo testicular,
desarrollamos un modelo de inflamacién crénica, la orquitis
autoinmune experimental (OAE), caracterizado por el infiltrado de
linfocitos y macréfagos y la apoptosis de las células germinales.
La oxido nitrico sintasa (ONS) posee un importante papel en la
modulacién de la apoptosis de las células germinales en el testi-
culo normal y patolégico, por lo que estamos interesados en es-
tudiar su papel en el desarrollo de la orquitis. Previamente demos-
tramos por inmunohistoquimica, un aumento de la expresion de
las isoformas constitutivas de la ONS (neuronal y endotelial, Ca?*
dependientes) y de la inducible (i, Ca?* independiente) en el in-
tersticio y en las células del tubulo. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar el sistema ONS-ON en el testiculo de ratas con OAE.
La OAE fue inducida por inmunizacién con antigenos
espermaticos y adyuvantes (grupo experimental, E); las ratas con-
trol (C) fueron inyectadas sélo con adyuvantes. El contenido de
ON, evaluado por el método colorimétrico de Griess, fue mayor
en el grupo E vs C (mediatDE pM/mg proteina C: 0.30+0.29, E:
0.9040.53, p<0.01). La actividad de la ONS fue evaluada mediante
la conversién de L-arginina [H®] a L-citrulina [H®] en presencia de
Ca?* para determinar la actividad total (T) y en ausencia de Ca?*
para determinar la de la ONSI. La actividad en ambas condicio-
nes fue mayor en el grupo E vs C y se revirti6 en presencia del
inhibidor L-NAME (mediatDE fmol/min/mg proteina, ONST: C:
0.47+0.36, E: 2.65+1.18 p<0.001, E+L-NAME (2mM): 0.59+0.28;
ONSi: C: 0.92+0.35, E: 1.98+1.00 p<0.05). Por Western blot ob-
servamos un aumento de la expresién de la ONSi en el grupo E
vs C. En conclusién, demostramos que en la OAE el aumento de
la produccion de ON se debe a una modulacién selectiva de la
actividad y de la expresion de la ONSi.
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263  (279) REGULACION DE LA PRODUCCION DE LACTATO
EN CELULAS DE SERTOLI POR CELULAS GERMINALES.
Scarcelli R.}; Galardo M.?; Pellizzari E.3; Meroni S.#; Cigorraga

S.5 Riera M.¢

Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas (CEDIE-
CONICET)* 2 3 456 <rocioalberti@hotmail.com>

Las células de Sertoli (CS), componente somatico del tubo
seminifero, son fundamentales para el mantenimiento del epite-
lio germinal. La adecuada produccion de lactato (L) por células
de Sertoli es sumamente importante ya que este metabolito de la
glucosa representa una fuente energética para espermatocitos y
esperméatides (CG). Se ha demostrado que en conjunto con FSH,
factores de crecimiento y citoquinas producidos localmente en el
testiculo regulan la produccién de L. El objetivo de este trabajo
fue determinar si las CG participan en la regulacion de la produc-
cién de L y asimismo si CG regulan sefiales de transduccion en
CS. Se utilizaron cultivos de CS provenientes de ratas de 20 dias
de edad que fueron co-cultivadas con CG (espermatocitos y
espermatides) provenientes de ratas de 28 dias de edad. Los re-
sultados se expresan como mediatDS (n=3). Distintas letras in-
dican diferencias estadisticamente significativas. Se demostré que
tanto la presencia de CG como de medio condicionado de CG
(MCCG) por 48 hs en cultivos de CS aumentan la produccion de L
(B: 7.4%1.2% CG: 28.24+2.7°; MCCG: 12.4+1.1° pg/ug ADN). Asimis-
mo, se observé que CG aumenta la incorporacion de glucosa (B:
812+98?%, CG: 2465+165"). Por otro lado, se demostré que CG eran
capaces de regular las vias de PI3K/PKB y de ERK1/2 en CS. Los
resultados indican que las CG regulan la produccién de L y el es-
tado de activacion de las vias de PI3K/PKB y ERK1/2 en CS.
264  (224) REGULACION POR LACTATO DE LA EXPRESION
GENICA EN CELULAS GERMINALES. Galardo M.%; Riera
M.2; Scarcelli R.3; Pellizzari E.4; Cigorraga S.5; Meroni S.®

Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas (CEDIE-
CONICET)* 2 3 45 ¢ <mngalardo@cedie.org.ar>

La espermatogénesis ocurre en un microambiente particular
en el que estan presentes numerosos productos de secrecion de
las células de Sertoli. Las células de Sertoli metabolizan activa-
mente la glucosa siendo la mayoria de este sustrato energético
convertido a lactato (L) y secretado al medio extracelular. Estu-
dios realizados in vivo e in vitro demostraron que L mantiene los
niveles de ATP y la vitalidad de las células germinales (CG). Por
otro lado, en células musculares de la linea L6 se demostr6 que
L regula la expresion de genes relacionados con su propio meta-
bolismo. La posibilidad que L pueda ejercer un efecto semejante
en CG no ha sido aun analizada. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la participacion de L en la regulacion de la expresiéon
génica en CG. Se utilizaron CG (espermatocitos meioticos y
espermatides tempranas) aisladas de testiculos de ratas de 28
dias de edad. Las mismas fueron cultivadas por 24 horas en au-
sencia o presencia de distintas concentraciones de L. Se anali-
zaron por Northern Blot los niveles de ARNm de genes relacio-
nados con el transporte de L a través de membranas (Transpor-
tadores de monocarboxilatos: MCT 1, 2 y 4) y con la oxidacién
de L a piruvato (Lactato deshidrogenasa: LDH A y C). Los resul-
tados se expresan como % del nivel basal (X+DS, *p<0.05, n=3).
Se observé que L aumenta los niveles de MCT 1 (L10mM:
210+20%; L20mM: 230+20*), de MCT 2 (L1OmM: 270+40%; L20mM:
180+20*) y de LDH C (L10mM: 172+20*; L20mM: 170+10*). No
se observé modificacion en los niveles de MCT 4 y de LDH A. Los
resultados indican que el lactato podria actuar como una molé-
cula sefial y regular la expresion de genes relacionados con su
propia oxidacion y transporte a través de la membrana en
espermatocitos meibticos y espermatides.

265 (725) EFECTO DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA SOBRE
LA FISIOLOGIA ESPERMATICA. Saez Lancellotti T.%; Boarell
P.2;, Espinola S.3; Cid Barria J.%; Césari A.5; Fornés M.®
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Laboratorio de Investigaciones Androldgicas de Mendoza
(LIAM), Instituto de Histologia y Embriologia de Mendoza
(IHEM), Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacio-
nal de Cuyo* 2?34 Instituto de Investigaciones Bioldgicas,
UNMAP?® ; Laboratorio de Investigaciones Androldgicas de
Mendoza (LIAM), Instituto de Histologia y Embriologia de
Mendoza (IHEM), Facultad de Ciencias Médicas, Univer-
sidad Nacional de Cuyo® <efsaez@yahoo.com>

La hipercolesterolemia representa un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, y en nuestros es-
tudios la encontramos asociada con una pobre calidad seminal
que podria desencadenar infertilidad masculina. Investigamos los
efectos de la ingesta de lipidos (saturados e insaturados) sobre
la fisiologia espermatica. En trabajos previos describimos el mo-
delo animal (conejos raza neocelandés bajo dietas experimenta-
les, suplementadas con 16% grasa vacuna o 14% aceite de oli-
va extra virgen de produccioén local). Anteriormente observamos
que conejos hipercolesterolémicos presentan alteraciones
seminales: reduccion significativa del volumen del eyaculado y
menor motilidad espermatica. A nivel celular, detectamos altos
niveles de colesterol en la regiéon acrosomal y baja resistencia a
un medio hipo-osmético. Ademas, se presenta un nimero eleva-
do de malformaciones que caracterizamos por microscopia elec-
trénica. Encontramos deficiencias en funciones espermaticas re-
guladas por la pérdida de colesterol de membrana, capacitacion
y reaccion acrosomal. La adicion de activadores de la proteina
kinasa A (db-cAMP e IBMX) al medio de cultivo restableci6 la
capacitacion espermatica, sustentando la hipétesis de dafio a ni-
vel de membrana. La suplementacion de la dieta con aceite de
oliva mejoré parametros como colesterolemia, volumen seminal
y concentracion celular. Ademas, disminuyé significativamente el
colesterol de membrana y aumenté la motilidad y el indice de
reaccion acrosomal. En conclusion, la hipercolesterolemia afecta
negativamente las caracteristicas seminales de conejos. La mo-
dificacién de los lipidos de membrana llevan a la alteracion de
funciones especificas del espermatozoide acopladas a la bicapa
lipidica: motilidad, capacitacion y reaccién acrosomal. El enrique-
cimiento de la dieta con aceite de oliva mejora los pardmetros
seminales afectados por la ingesta de grasas saturadas.

266  (581) IDENTIFICACION DE LINFOCITOS TH17 EN EL TES-
TICULO DE RATAS CON ORQUTIS AUTOINMUNE EXPE-
RIMENTAL (OAE). Jacobo P.}; Jarazo Dietrich S.?; Pérez
C.%; Theas M.%; Guazzone V.5; Lustig L.

Instituto de Investigaciones en Reproduccion. Facultad de
Medicina. UBA. 2 3 4 5 ¢ <patriciavjacobo@yahoo.com.ar>

La OAE es un cuadro de inflamacion cronica del testiculo ca-
racterizado por la presencia de un infiltrado intersticial linfo-
monocitario y un severo dafio de los tubulos seminiferos. Previa-
mente demostramos un aumento significativo en el nimero de
linfocitos efectores CD4+ Thl presentes en el testiculo durante
el desarrollo de la OAE. Dado que ha sido demostrada la impor-
tancia de los linfocitos Th17 en la patogenia de los procesos
inflamatorios autoinmunes, el objetivo de este trabajo fue estudiar
la existencia de dichas células en el testiculo de las ratas con
OAE. La OAE fue inducida por inmunizacion activa con antigenos
espermaticos y adyuvantes (grupo experimental, E). Las ratas del
grupo control (C) fueron inyectadas sélo con adyuvantes y las del
grupo normal (N) no recibieron ninglin tratamiento. Los animales
fueron sacrificados a los 50 (OAE focal) y 80 (OAE severa) dias
(d) posteriores a la primera inmunizacion. La expresion del factor
de transcripcion ROR-yt involucrado en la diferenciacion Th17 y
de la citoquina IL-17 fue analizada mediante Western blot en
homogenados de testiculo total (HTT) y en suspensiones de cé-
lulas intersticiales aisladas del testiculo (SCI). Mientras que en las
ratas con orquitis focal y severa se observo la expresion de ROR-
yte IL-17 en el HTT y en las SCI, dichas proteinas no se detecta-
ron en el testiculo de las ratas N y C (n: 5 ratas/grupo/tiempo).
Se identificaron linfocitos T IL-17+ en cortes de testiculo median-
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te técnicas inmunohistoquimicas. Dichas células se observaron
so6lo en ratas con OAE focal y severa distribuidas principalmente
en la region subalbuginea y alrededor de los tlbulos seminiferos
lesionados. Los resultados obtenidos demostraron por primera vez
la existencia de linfocitos Th17 en el testiculo de las ratas con OAE
sugiriendo una activa participacion de las mismas en la patogenia
del cuadro autoinmune.

267 (168) ALTERACIONES EN LA REGULACION DEL EJE

HIPOTALAMO-HIPOFISARIO EN RATONES MACHO
TRANSGENICOS QUE SOBREEXPRESAN LA HORMONA
GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA. Gonzalez B.t;
Di Giorgio N.% Ratner L.%; Poutanen M.% Huhtaniemi 1.5
Calandra R.%; Lux Lantos V.7; Rulli S.®

Instituto de Biologia y Medicina Experimental* 2 3 ; Departa-
mento de Fisiologia, Universidad de Turku, Finlandia* ;
London Imperial College, Londres, Reino Unido® ; Instituto de
Biologia y Medicina Experimental° 7 ¢ <gonzalez@dna.uba.ar>

Ratones macho transgénicos (TG) que sobreexpresan hCG
presentan hiperplasia/hipertrofia de las células de Leydig,
hiperandrogenismo e infertilidad. Previamente hemos demostra-
do que los niveles de FSH sérica en machos TG prepuberes y
adultos son menores comparados con los de la cepa salvaje (wt),
y no se modifican por el tratamiento con un antiandrégeno espe-
cifico (Gonzalez y col., SAIC 2007). El objetivo del presente es-
tudio fue evaluar en machos TG y wt (4 sem de edad) la regula-
cion del eje hipotadlamo-hipofisario, analizando el efecto de 2 sem
de castracion (Cx). Se evaluaron: a) los niveles séricos de FSH
(RIA), b) la expresion génica de FSHp, receptor de GnRH (Gnrhr)
y receptor de estrégenos a (ER&) en hipdfisis (PCR en tiempo
real), ¢) la concentracién y pulsatilidad de GnRH hipotalamico
(RIA). Los niveles séricos de FSH fueron: wt: 48.5+1.4, wt Cx:
77.5+£2*% TG: 5.4+0.4*, TG Cx: 7.4+0.4* ng/ml (* p<0.001 vs wt).
La expresion de FSHP en TG mostré niveles bajos con respecto
al wt (p<0.001), mientras que Cx aument6 los niveles en wt
(p<0.001), sin efecto en TG. La expresion de Gnrhr y ERa mos-
tr6 niveles menores de ambos transcriptos en TG (p<0.01) com-
parados con wt, sin observarse efectos por Cx. La concentraciéon
de GnRH en el hipotdlamo (ug/mg prot) fue mayor en el grupo
TG comparado con el wt (p<0.05), sin modificarse post-Cx. La
pulsatilidad de GnRH mostré una mayor frecuencia de pulsos en
el TG comparado con el wt, mientras que la Cx indujo un aumen-
to en wt y una disminucién en TG (p<0.05). Los resultados obte-
nidos indican que la hipersecrecion de hCG en ratones macho
produce una inhibicién persistente sobre la sintesis y secrecion
de FSH, a través de alteraciones a nivel de la hipdfisis e
hipotalamo, que no se modifican luego de la Cx. Dado que en este
modelo la sobreexpresion de hCG ocurre desde el estadio fetal,
este efecto podria deberse a una mayor exposicion a esteroides
del sistema neuroenddcrino durante etapas tempranas de la di-
ferenciacion sexual.

268  (83) ALTERACION DE LA CAPACIDAD OVULATORIA Y
EXPRESION DE GENES RELACIONADOS EN RATONES
HIPERSECRETORES DE LA HORMONA GONADO-
TROFINA CORIONICA HUMANA. Ratner L.%; Gonzalez B.2;
Poutanen M.%; Huhtaniemi 1.4, Calandra R.%; Rulli S.®

Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET,
Buenos Aires' ? ; Departamento de Fisiologia, Universidad
de Turku, Finlandia® ; London Imperial College, Londres,
Reino Unido?* ; Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal-CONICET, Buenos Aires® ¢ <ratner@dna.uba.ar>

La hipersecrecion de gonadotrofina coriénica humana (hCG)
en ratones transgénicos produce una alteracion en el ambiente
hormonal ovérico, que desencadena fallas en el proceso de ovu-
lacion y afecta la fertilidad. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la capacidad ovulatoria y la expresion de distintos facto-
res involucrados en este proceso, en hembras inmaduras que
sobreexpresan niveles moderados (hCGB+) y elevados de hCG
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(hCGap+), y en la cepa salvaje (wt), sometidas a un protocolo de
induccién de la ovulacién (7.5 Ul de PMSG i.p.; luego de 48 hs,
7.5 Ul hCG i.p.). El nimero de ovocitos ovulados, recolectados
de los oviductos 18 hs post-hCG fueron: wt= 21+3, hCG[3+= 24+5.
No se observaron ovocitos en oviductos de hCGap+. Se estudio
la expresion génica de los factores anfiregulina (areg), epiregulina
(ereg), betacelulina (bcn), ciclooxigenasa-2 (cox-2), receptor de
progesterona (PR) y estrégeno sulfotransferasa (sultl) en ovario,
por PCR en tiempo real. Se detecté un aumento significativo en
todos los genes estudiados en wt y hCGp+ sometidos a induc-
cion de la ovulacion 4 hs post-hCG (p< 0.05) respecto de los ni-
veles basales de expresion, mientras que en hCGaf+ no se ob-
servaron dichos cambios. Se corroboro6 la falta de expansion de
las células del cumulus en foliculos de hCGap+ 6 hs post-hCG
en comparacion con la correcta expansion vista en wt, analiza-
dos mediante histologia clasica y por visualizacién bajo lupa. En
conclusion: en ratones hCGp+, que producen niveles moderados
de hCG, la capacidad ovulatoria y la induccion de genes relacio-
nados con la ovulaciéon se mantuvieron comparables a los wt,
mientras que en hCGaf+, el mecanismo de la ovulacién resulté
significativamente afectado, indicando que niveles elevados de
hCG estarian produciendo una alteracién en la correcta expresion
de los factores involucrados en el proceso de sefializacion
intrafolicular, que conllevaria a la anovulacién.

269 (143) EFECTOS DE UNA DOSIS UNICA DE PROGES-
TERONAEN LA FASE PERIOVULATORIA SOBRE LA OVU-

LACION Y LA EVOLUCION DE LA FASE LUTEA EN EL

PRIMATE CEBUS (CEBUS APELLA) . Lahoz M.%; Porta M.2;
Manzur T.3; Farinati Z.4 Torres M.%; Castifieira K.%; Nagle C.”

Centro de Reproduccion Humana y Experimental - CEMIC*
234567 <cirhe@cemic.edu.ar>

Progesterona (P) fue el primer esteroide usado como anticon-

ceptivo. El mecanismo de la accién anticonceptiva y efectos en
funcién del momento de administracién no fueron analizados en
profundidad debido al reemplazo por progestagenos sintéticos. El
objetivo fue estudiar los efectos pro y contraceptivos de una do-
sis de P administrada en fase periovulatoria en monas Cebus. Con
foliculos de distintos diametros seguidos ecogréaficamente y se-
gun la distancia probable al pico de estradiol (E,), 18 monas con
ciclos regulares fueron tratadas 10 mg/ml de P i.m. o su vehicu-
lo: controles (n=4), dia -2 (n=2) , dia -1 (n=3), dia 0 (n=3) , dia
+1 (n=3) y dia +2 (n=3) con respecto al pico de E, y con foliculos
entre 4 y 9 mm respectivamente. Se determinaron E, y P por
ECLIA en muestras de sangre y se realizaron laparoscopias pre
y 48 hs post-inyeccion. P causé un incremento de 145+30 ng/ml
de P circulante 24 hs post tratamiento. En monas tratadas en dia
-2 pre pico de E,, P inhibio el pico estrogénico, los foliculos pre-
sentaron un aspecto quistico y hubo un acortamiento de la fase
litea. P administrada en dia -1 luteiniz6 los foliculos con desa-
rrollo lateo insuficiente. P en coincidencia o post-pico de E,, con
foliculos entre 7 y 9 mm, no inhibié la ovulacién y extendi6 la fase
lGtea. El area bajo la curva en las monas que recibieron P pre
pico de E2, fue significativamente menor: dia -2: 167+7; dia -1:
1531439 vs controles: 2202+48 ng/ml. P en coincidencia o post-
pico estrogénico increment6 la P circulante en fase litea: dia 0:
3006+103; dia +1: 2657+125; dia +2: 2543+108 ng/ml. Estos re-
sultados revelan un comportamiento dual de P: previo al pico
estrogénico inhibi6 la ovulacién, provocé luteinizacién folicular y
un desarrollo luteo insuficiente. Durante el pico de E, o cuando
la ruptura folicular esta en curso potencid la funcién del cuerpo
liteo. Se sugiere que, a menos que se pretendan efectos
anticonceptivos, P no debiera administrarse previa a la ruptura
folicular.
270  (361) DETECCION DE LAS PROTEINAS BCL-2 Y BAX EN
TEJIDO OVARICO HUMANO INFANTO-JUVENIL.
Albamonte M.%; Meilerman A.2; Albamonte M.3; Cameo P.%;
Zuccardi L.5; Maglio S.5; Vitullo A.”

Centro de Estudios Biomédicos, Biotecnoldgicos, Ambien-
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234 . Hospital de nifios Ricardo Gutiérrez® ¢ ; Centro de
Estudios Biomédicos, Biotecnoldgicos, Ambientales y Diag-
nosticos - CEBBAD - Universidad Maimonides”
<albamonte.itati@maimonides.edu>

En el ovario fetal, infanto-juvenil y adulto, el tejido germinal
esta sujeto a una eliminacién masiva constitutiva intraovarica
mediada por apoptosis, en la que desempefia un papel esencial
el balance de la expresién de los genes proapoptético BAX y
antiappoptoético BCL2. Estudios previos de nuestro laboratorio y
otros han mostrado la expresion sostenida de BAX a lo largo de
toda la ontogenia del ovario y en todos los estadios de la
foliculogénesis dando sustento a la eliminacion masiva, en tanto
que BCL2 se manifiesta particularmente en la etapa proliferativa
del ovario en desarrollo (8 a 16 semanas de gestacion), y en los
estadios mas avanzados de la foliculogénesis. Con el objeto de
profundizar el estudio de la expresion de estos genes en el ova-
rio infanto-juvenil, se analizé la deteccion molecular de las pro-
teinas BAX y BCL2. Se estudiaron 5 muestras de ovario juvenil
entre 11 y 15 afios de edad provenientes de pacientes interveni-
das con indicacién quirdrgica por proceso ginecolégico. Una frac-
cién de cada muestra quirdrgica se congel6 a -70 °C para extrac-
cion de proteinas y analisis por western blot (WT) en tanto que
otra se fij6 en paraformaldehido y procesé por histologia estandar
para deteccion de BAX y BCL2 por inmunohistoquimica (IHQ). El
analisis por WT permitié detectar tanto BAX como BCL-2 en to-
das las muestras. No obstante, si bien fue factible detectar por
IHQ la presencia de BAX en todos los estadios foliculares en to-
das las muestras, BCL2 fue s6lo detectable por IHQ en aquellas
muestras que presentaban estadios avanzados de la foliculogé-
nesis. Estos resultados corroboran la presencia de estas protei-
nas. BCL2 se asocia particularmente a los foliculos de mayor
desarrollo que intervienen en los procesos de reclutamiento y
seleccion. En consonancia con lo conocido para el ovario fetal y
el ovario adulto, el gen proapoptético BAX muestra una expresion
sostenida durante el desarrollo gonadal.

271  (451) FACTORES LUTEALES INVOLUCRADOS EN EL
ADELANTO DE LA LUTEOLISIS PRODUCIDO POR EL
HIPERTIROIDISMO EN LA RATA. Navas P.}; Hapon M.%

Jahn G.:2

Lab. de Reproduccién y Lactancia-IMBECU CONICET* 2 3
<pnavas@mendoza-conicet.gov.ar>

El hipertiroidismo experimental adelanta la lutedlisis, eviden-
ciada por la caida en P4 sérica en el dia 20 de gestacion (G20).
Previamente encontramos que la causa de este adelanto seria el
aumento de PGF2a (luteolitica) sérica y disminucién en PGE2
(luteotrofica) a nivel luteal en G21, acompafiado de un aumento
en la expresion de 20a hidroxiesteroide deshidrogenasa (20aHSD)
en G19. Para determinar los factores luteales involucrados en este
fenémeno, determinamos por RT-PCR la expresion relativa a S16
de 20aHSD, enzimas de la via de sintesis de P4: 3BHSD, protei-
na de regulacion aguda de la estereidogénesis (StaR) y citocromo
oxidasa (P450scc); factores relacionados con la regulacién de
20BHSD: 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), ciclo-oxigenasa
2 (COX-2) receptores de estrégenos (ER) a y B, de PRL (PRLR),
de PGF2a (PGF2a-R), en G19, G20 y G21. El hipertiroidismo se
indujo por inyeccién s.c. de T4 (0.25 mg/kg/dia), comenzando 8
dias antes de aparear las ratas. Se extrajeron los cuerpos luteos
(CLs) y sangre troncal en G19, G20 y G21. Las determinaciones
hormonales (PRL, P4, E2) se realizaron por RIA. La expresion de
204HSD aument6 (p<0,05) en G20 en ratas hiper mientras que
en los controles lo hizo en G21. No hubo cambios en la expre-
sién de las enzimas involucradas en la via de sintesis de P4.
Tampoco encontramos cambios en la expresion de factores
involucrados en la regulaciéon de 200HSD excepto PRL-R y ER(,
cuya expresion disminuyé en G20 (p<0,01) y G19 (p<0,05) res-
pectivamente mientras que en los controles la caida se produjo
en G21. P4y E2 séricos cayeron significativamente en G20 y G19
(p<0,01) respectivamente, mientras que PRL aumenté en G21
(p<0,05). El adelanto en la luteolisis y el parto observado en las
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ratas hiper seria causado por el adelanto en la caida en la ex-
presién luteal de PRLR y ERB y de E2 sérico, todos factores
luteotréficos, lo que produce un adelanto en la induccién de
20aHSD y en el catabolismo de P4.

272  (562) LA EXPOSICION PRENATAL/NEONATAL A

BISFENOL A (BPA) ALTERA EL DESARROLLO

FOLICULAR EN LA VIDA ADULTA. Santamaria C.; Porro
V.2; Jacob A.3; Bollati M.#; Kass L.5; Mufioz-de-toro M.°; Luque
E.”; Rodriguez H.®

Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodepen-
dientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas,
Universidad Nacional del Litoral* ; Unidad de Biologia Ce-
lular (UBC), Institut Pasteur de Montevideo (IPMont),? ; La-
boratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodepen-
dientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas,
Universidad Nacional del LitoraF ; Unidad de Biologia
Celular (UBC), Institut Pasteur de Montevideo (IPMont),*;
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodepen-
dientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologi-
cas, Universidad Nacional del Litoral® ¢ 7 8
<clarisa_santamaria@hotmail.com>

Previamente demostramos que el desarrollo folicular de la rata
es un proceso sensible a la accién de los perturbadores
endocrinos durante la etapa posnatal temprana. En el presente
trabajo evaluamos los efectos en la adultez de la exposicién pre-
natal y neonatal a dosis bajas de BPA. Ratas hembras Wistar
prefiadas fueron tratadas por via oral desde el dia 9 de gestacion
hasta el dia posnatal 21 (DPN21), con BPA 50 pg/kg.dia (BPA50),
BPA 0.5 pg/kg.dia (BPAO.5) o vehiculo (aceite de maiz). Se ob-
tuvieron los ovarios de las crias en DPN90 y se determinaron los
pesos de los mismos. En cortes seriados de todo el érgano y te-
flidos con picrosirius-hematoxilina se evalué la dinamica folicular:
namero de ovocitos totales, porcentaje de cada poblacion folicular,
presencia de foliculos multiovocitarios (MOFs) e incidencia de
cuerpos lateos. Un grupo de animales fue asignado para la eva-
luacién de la regularidad de los ciclos estrales y de parametros
de fertilidad. La metodologia de calculo del nimero de ovocitos
totales fue validada por citometria de flujo (CyAn ADP, DAKO)
empleando el software Summit 4.3. El patron de ciclos estrales
no fue modificado por ninguno de los tratamientos mientras que
ambas dosis de BPA provocaron una disminucion del peso de los
ovarios (control: 50.1+3.5, BPA50: 40.2+3.3 y BPAO.5: 39.4+1.5¢).
En BPAO.5 observamos una menor poblacién de foliculos activa-
dos (control: 2.2+0.4, BPA50: 1.4+0.1 y BPA0.5:1.0+0.1 fol/mm2),
debido a un menor porcentaje de foliculos primarios, evidencian-
do un efecto inhibitorio sobre el reclutamiento inicial. En BPA50
detectamos un incremento en el nimero de reabsorciones (con-
trol: 0,2 + 0,1; BPA50: 1,1 + 0,3). Los resultados demuestran que
la exposicién perinatal a dosis de BPA definidas como seguras
por los organismos de control altera el desarrollo folicular en la
vida adulta y la sobrevida de los embriones implantados.

273 (623) NORADRENALINA EN GANGLIO MESENTERICO

SUPERIOR Y OVARIO MODULA LA LIBERACION DE

GNRH, P4 Y LA EXPRESION DE LAS ENZIMAS 3 B-HSD Y
200-HSD. Daneri C.}; Mohn C.2; Bronzi D.3; Rastrilla A.#; Sosa
Z.5°

Universidad Nacional de San Luis* ; CEFyBO-CONICET/UBA?;
Universidad Nacional de San Luis®*® <bedanti@hotmail.com>

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es un
decapéptido que juega un rol endocrino en la regulacién de los
procesos reproductivos en el ovario. Dos formas de receptor de
GnRH, se expresan en diferentes compartimientos ovaricos y
estan regulados por sus propios ligandos, hormonas esteroideas
y gonadotropina, es un regulador autocrino y paracrino en el ova-
rio. El Objetivo fue evaluar: a) si noradrenalina (NA) en ganglio
mesentérico superior (GMS) y ovario(O) influyen en el contenido
de GnRH en el compartimento ovarico. b) la liberacion de P, y la
expresion de sus enzimas 33-HSD y 20a-HSD vy c) la posible re-
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lacion entre GnRH y la liberacion de P,. Se utiliza un sistema ex-
vivo GMS-PNO-O e incubaciones de ovario solo. Para ambas
incubaciones se utiliza una cubeta disefiada para tal fin, en bafio
metabolico a 37° con solucion Krebs Ringer pH 7,4 y se adiciona
NA (10°M) en el compartimento ganglionar y en incubaciones de
ovario solo. Se extraen muestras a los 60 y 120 min. Las deter-
minaciones se realizaron por RIA para P, y GnRH y la expresion
de las enzimas por RT PCR. Un p<0, 05 es de significado esta-
distico. Cuando se adicion6 NA en el GMS aumenté GnRH (60
min; p<0.01 y 120 min p<0.001) y 20a-HSD y disminuy6 P,
(p<0.001) y 3B-HSD en ovario. En las incubaciones de ovario dis-
minuy6 GnRH (p<0.001), aumento la P, (p<0.05) y la expresion
de3B-HSD (* p<0.01) mientras 20-AHSD- no mostré cambios con
respecto al control. Con lo que se concluye que el sistema ner-
vioso periférico desde el GMS a través del PNO regula la pre-
sencia de GnRH y el efecto antigonadotréfico de GnRH en ova-
rio, participando en la regulaciéon de las enzimas de sintesis y
degradacion de P,

274  (732) EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DEL RECEPTOR
DE HORMONAS TIROIDEAS EN HIPOTALAMO MEDIO
BASAL AL FINAL LA GESTACION Y EL POSPARTO TEM-
PRANO DE LA RATA. Pennacchio G.%; Hapon M.?; Navas
P.3; Carrefio N.% Jahn G.5; Valdez S.°

IMBECU* ; IMBECU, ICB UNCuyo? ; IMBECU® # 5 ;
IMBECU; ICB UNCuyo® <gpennacchio@Iab.cricyt.edu.ar>

Los desordenes tiroideos son muy frecuentes en la mujer en

edad reproductiva, aumentando el riesgo de infertilidad, parto pre-
maturo y falla en la lactancia. En la rata el hipertiroidismo experi-
mental bloquea la eyeccion lactea y altera la secrecién de PRL.
Las hormonas tiroideas a través de sus receptores (RT) podrian
afectar la regulacion de PRL a nivel hipotalamico. Se desconoce
el patrén de expresion de los RT a nivel hipotalamico en la ges-
tacion normal. Se determinara la expresion en hipotdlamo me-
dio basal (HMB) al final de la de las isoformas del RT a y B ges-
tacion y el posparto temprano y su correlacion con la secrecion
de PRL y expresion de tirosina hidroxilasa (TOH, enzima limitante
de la sintesis de dopamina, principal inhibidor de la secrecién de
PRL) en ratas normales e hipertiroideas. Ratas Wistar fueron tra-
tadas con T,0.25 mg/kg/dia s.c. (HiperT) o con vehiculo (Co),
desde 8 dias antes de poner a prefiar a las ratas hasta el sacrifi-
cio en los dias 19, 20, 21 de gestacion (G19, G20y G21) y 2 de
lactancia (L2) a las 12 hs. Se determind la expresion de los RT y
de TOH relativa a a-tubulina en HMB por Western blot y las con-
centraciones de PRL, TSH, T,y T, por RIA. Se detectaron am-
bas isoformas increment6 con el avance de la del RT en HMB.
La expresion de RTa y RTR gestacion en ratas Co (RTa: G21
0,71+0,09 vs G19 0,39+0,07 p<0.001; RTR: G21 1,29+0,06 vs G19
0,56+0,05 p<0.001) y cayé en el posparto (RT&: L2 0,30+0,05
p<0.001 vs G21; RTP L2 0,46 + 0,08 p<0.01 vs G21). El HiperT
no afecto estos cambios. La expresion de TOH disminuy6 en G21
en las Co (G21 0,71+0,08 vs G19 1,22+0,07 p<0.01). El HiperT
adelanté la caida de TOH a G20 (HiperT: 0,59+0,04 vs Co:
0,99+0,08 p<0.001) y aumenté PRL sérica en G21 (Co 11,2+1,7
vs HiperT 22,4+3,4, p<0,001). Al final de la gestacion la caida de
TOH en HMB se acompafa con aumento de los RT que caen en
el posparto. El hiperT adelanta la caida de TOH y el aumento de
PRL sérica sin afectar la expresién de los RT.
275 (765) OCITOCINA (OT) PARTICIPA EN LA ACCION
ESTIMULADORA DE MIFEPRISTONE Y NALOXONA SO-
BRE LA SECRECION DE PROLACTINA (PRL) EN LA PRE-
NEZ TARDIA. Villegas Gabutti C.%; Jahn G.2; Soaje M.3

IMBECU* 2 3 <cvillegas@lab.cricyt.edu.ar>

Introduccion: La liberacion de PRL inducida por mifepristone
(Mp, antagonista de P,) y naloxona (NAL, antagonista opioide)
al final de la prefiez involucra otro mecanismo ademas del dopa-
minérgico. En la prefiez tardia, P, y opioides modulan las
neuronas ocitocinérgicas hipotalamicas y OT ha sido propuesta
como factor liberador de PRL. Hipétesis: OT mediaria la accién
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estimuladora de Mp y NAL sobre PRL al final de la prefiez. Ob-
jetivos: a) determinar OT sérica por RIA luego de la administra-
cion de NAL, b) medir la expresién del receptor de OT en
hip6fisis anterior (HA), c) evaluar si la administracion icv de OT
induce secrecion de PRL en ratas tratadas con Mp Metodologia:
a diferentes grupos de ratas prefiadas (dia 19) se les adminis-
tré Mp (5 mg/kg, sc, 8.00 h) o aceite y de acuerdo al objetivo se
trataron con: a) NAL (2 mg/kg,ip,17.30 h) o salina (SAL); se
obtuvo sangre troncal 10, 20 y 30 min después para determinar
OT sérica, b) SAL, (ip,17.30 h); 30 min después se obtuvieron
las AH para medir por RT-PCR la expresion relativa a B-actina
del receptor OT (R-OT), ¢) OT (1 ug/5 ul, icv, 17.30 h); se obtu-
vo sangre troncal a los 20, 40, 60 min para medir PRL sérica.
Resultados: NAL administrada a las 17.30 h aument6 PRL sérica
30 min después del tratamiento con Mp, a) OT sérica aumento
10 min después de la administracion de NAL en los grupos tra-
tados con V (basal: 6.8 = 2,0 pg/ml n:7 vs 10 min: 16.0 + 2.6
pg/ml n:7,p<0.05 y Mp (basal: 5.9 + 0.8 pg/ml n:7 vs 10 min: 15.5
+ 3.4 pg/ml n:7, p<0.01); no hubo cambios a los 20 min, b) Se
obtuvo una mayor expresion del receptor OT en HA en anima-
les tratados con Mp (V: 0.50 £ 0.09 n:7 vs Mp: 0.81 + 0.05 n:7
p<0.02). c) OT icv no modifico los niveles de PRL sérica en ani-
males tratados con V y/é6 Mp. Conclusiones: El aumento de OT
sérica inducido por bloqueo del tono opioide con NAL y la ma-
yor expresion del R-OT en HA inducida por tratamiento con Mp
sugieren la participacion de OT como factor liberador de PRL en
la prefiez tardia.
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276  (117) MECANISMO DE RESPUESTA A DANO EN EL ADN
EN AUSENCIA DE UN CORRECTO PROCESO DE
TRANSLESION. Belluscio L.%; Soria G.2; Speroni J.3;

Gottifredi V.#

Laboratorio de Ciclo Celular y Estabilidad Genémica, Fun-
dacién Instituto Leloir* 2 3“4 <lbelluscio@yahoo.com.ar>

La irradiacion Ultravioleta es un tipo de estrés genotéxico que
genera aductos entre bases adyacentes. Los mismos represen-
tan un obstaculo para la replicacion del ADN, debido a que las
polimerasas replicativas normales no son capaces de polimerizar
a través de estas estructuras. Existe un familia de Polimerasas,
entre las cuales se encuentra Polg, que son capaces de sinteti-
zar a través de este tipo de dafio, permitiendo asi, el avance de
la horquilla de replicacién. A este mecanismo se lo denomina sin-
tesis por translesion (TLS). En estrecha relacién con esto, célu-
las con defectos en la expresion de Pol¢ muestran un aumento
en la sensibilidad celular a luz UV, presumiblemente como con-
secuencia de la acumulacion de horquillas de replicacion atasca-
das. Nuestro objetivo es el de establecer las bases moleculares
de la respuesta a estrés por irradiacion UVC (UV de onda corta)
en ausencia de Polg. Nuestros datos iniciales indican que en au-
sencia de dicha polimerasa se observa una activacion incre-men-
tada y sostenida de la proteina Fancd2, un adaptador del com-
plejo de Fanconi, con conocidas funciones en la via del chequeo
de dafio a ADN vy la activacion del proceso de recombinacion
homologa. Las implicaciones de nuestras observaciones en lo que
respecta a la eleccion celular de los mecanismos de procesamien-
to de horquillas de replicacion seran discutidos durante la presen-
tacion.
277  (145) PARTICIPACION DE NF-kB Y P38 MAPK EN LA IN-
HIBICION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA CARDIA-
CA POR 15-DEOXY-A12,14 PGJ2. Hovsepian E.}; Penas
F.z, Goren N.®

Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botanicos (CEFYBO-
CONICET)* 2 3 <eugehovsepian@yahoo.com.ar>

La endotoxemia o shock séptico producido por lipopolisacarido
(LPS) genera hipotension y disfuncién multiorganica provocando
importantes dafios cardiacos. Se ha propuesto que la respuesta
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inflamatoria seria modulada por 15dPGJ2 (15d) a través de vias
alternativas ademas de PPARY. Por lo cual nos hemos propuesto
analizar la participacion de NF-kB y p38 MAPK, junto a PPARYy,
en los efectos ejercidos por 15d en miocardiocitos neonatales
estimulados con LPS. Para ello, se cultivaron células cardiacas
de ratones CF-1 neonatos y se estimularon con LPS 10ug/ml o
pre-incubaron con 15d 2iM. En trabajos anteriores hemos demos-
trado que 15d inhibe la expresion de o6xido nitrico sintasa 2 (NOS-
2) y metaloproteasa 9 (MMP-9) en nuestro modelo. También,
inhibi6 la liberacion de oxido nitrico (NO) en un 82+2% (p<0,01)
que fue revertida por el antagonista de PPARy, GW9662 10iM.
Ademas, mediante zimografia observamos que 15d disminuye la
actividad de MMP-9 (Control (C): 0,2+0,02; LPS: 1,1+0,03;
LPS+15d: 0,3+0,02; D.O./mm?, p<0,01). A fin de estudiar vias al-
ternativas a PPARy, NF-kB y p38 MAPK fueron analizadas me-
diante Western blot y observamos que 15d inhibe la translocacion
nuclear de la subunidad p65 de NF-kB en un 80+2% (p<0,01)
respecto a LPS. Igualmente, extractos citosélicos de células pre-
incubadas con 15d presentaron un retardo de 66+2% (p<0,01) en
la fosforilacién de p38 MAPK comparado con LPS. Ademas, va-
loramos el efecto de inhibidores de NF-kB: MG132 (MG) 20uM y
de p38 MAPK: SB203580 (SB) 10iM sobre la liberacion de NO.
El tratamiento con SB y 15d previo al estimulo de LPS, inhibio
aun mas la liberacion de NO (C: 10+0,9; LPS: 58+4,7; LPS+SB:
40+3,5; LPS+SB+15d: 22+1,8; NO iM, p<0,01). Como era de es-
perar, el tratamiento con MG y 15d previo a LPS mantuvo los ni-
veles de NO tan bajos como con MG solo (LPS+MG: 13+0,8;
LPS+MG+15d: 15+1,0; NO pM, p<0,01). Estos resultados sugie-
ren que 15d regula la respuesta inflamatoria a través de PPARy
y de las vias de NF-kB y p38 MAPK.

278  (154) CDM INHIBE LA TRANSCRIPCION DE VEGF Y LA
SINTESIS DE IL-6 SIN AFECTAR LAS VIAS DE NF- kB Y

MAPK Bueno C.}; Barquero A.2; Maier M.3; Alché L.4

Laboratorio de Virologia, Facultad de Ciencias exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires' 2 ; UMYMFOR
(CONICET-UBA) y Departamento de Quimica Organica,
Facultad de Ciencias exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires® ; Laboratorio de Virologia, Facultad de Cien-
cias exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires*
<cbueno@qb.fcen.uba.ar>

El 1-cinamoil-3,11-dihidroximeliacarpina (CDM) es un antiviral
obtenido a partir de las hojas del arbol Melia azedarach L., que
modula la produccién de citoquinas inducida por LPS, como la
Interleuquina 6 (IL-6), sin afectar la translocacién del factor nuclear
kappaB (NF-kB). En consecuencia, nos preguntamos si CDM po-
dria estar ejerciendo un efecto sobre el NF-kB a nivel de su union
al ADN, o si presenta como blanco otras vias de sefializacion
involucradas en la sintesis de citoquinas. Dado que la IL-6 esti-
mula la secrecion del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), resulta probable que también sea capaz de afectar la
expresion de este potente agente angiogénico. Células J774A.1
(linea celular de macréfagos murinos), NHC (linea celular de con-
juntiva humana), y HCLE (linea celular de cérnea humana), se
transfectaron con un plasmido reportero de NF-kB - luciferasa o
de VEGF- luciferasa, con el fin de investigar si CDM modula la
transcripcion de ambos genes. Por otro lado, se estudio el efecto
de CDM sobre la activacion de p38 MAPK mediante western blot.
Los resultados obtenidos mostraron que el CDM no inhibié la
interaccion del NF-kB con el ADN en las células transfectadas y
estimuladas con TNF-alpha o LPS, ni inhibié la fosforilacion de
p38. Por otra parte, en las células J774A.1 y HCLE transfectadas
con el plasmido reportero de VEGF-luc estimuladas con LPS o in-
fectadas con HSV-1 y tratadas con CDM, se observé una disminu-
cion de la transcripcion de VEGF. En conclusion, CDM modula la
produccién de citoquinas actuando sobre una via de sefializacién
intracelular diferente a NF-kB y p38 MAPK. Ademas, CDM inhibe
la transcripcion de VEGF frente a estimulos virales y no virales,
comportandose como un potencial agente antiangiogénico.
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279  (259) NRF2 REGULA LA EXPRESION DE HO-1 DISPARA-
DA POR VGPCR. Sapochnik D.}; Martin M.2; Marinissen M.3;

Tanos T.4; Coso O.°

LFBM IFIByNE CONICET* ; Universidad Auténoma de Ma-
drid? 3 ; LFBM IFIByNE CONICET* 5
<dsapochnik@fbmc.fcen.uba.ar>

La Hemooxigenasa 1 (HO-1) es una enzima inducible altamen-

te expresada en lesiones causadas por el Herpesvirus asociado
al Sarcoma de Kaposi. Unos de los genes clave involucrado en
el desarrollo de las lesiones es un receptor acoplado a proteina
G oncogénico (VGPCR). vVGPCR induce la expresioén de HO-1, la
cual contribuye a la tumorigénesis y a la expresion de VEGF.
Recientemente hemos caracterizado que vVGPCR induce la expre-
si6n de HO-1 y la transformacion de las células infectadas a tra-
vés de la subunidad Galfal2,13 de las proteinas G heterotri-
méricas y de RhoA. En el promotor de HO-1 hay sitios ARE que
responden al factor de transcripcion Nrf2. Nos enfocamos en el
rol de Nrf2 en la via disparada por vGPCR. Nos propusimos iden-
tificar los elementos respondedores a VGPCR en el promotor de
HO-1 y los caminos de sefializacion involucrados mediante en-
sayos de genes reporteros. Mediante inmunofluorescencia vimos
el efecto que tienen vVGPCR, G13, RhoA y diferentes quinasas en
la localizacion de Nrf2. vVGPCR aumenta la expresion de
Luciferasa fusionado a un promotor que responde a Gal4 cuando
es co-transfectado con Gal4-Nrf2TAD (Ctrl 115RLU; vGPCR
28714RLU). Observamos también que VGPCR dispara la expre-
sion de Luciferasa cuando éste esta regulado por un promotor que
contiene 3 sitios ARE (Ctrl 524 + 71RLU, vGPCR 795 + 117RLU,
Nrf2 11270 + 8273RLU y VGPCR-Nrf2 17409 + 4096 RLU). Ade-
mas, vimos que el efecto de vVGPCR disminuye al deletar la re-
gién comprendida entre -4,9 y -3,8Kb (1979 RLU; 838 RLU) y
entre -1,4 y -0,3Kb (836 RLU; 431 RLU). Respecto a la localiza-
cion de Nrf2, vGPCR produce su traslocacion al nucleo. Nuestros
estudios demuestran que VGPCR induce la expresiéon de HO-1 a
través de G13, RhoA y Nrf2. Ademas, el mecanismo a través del
cual actia VGPCR involucra la traslocacion de Nrf2 al nucleo.
Estos resultados abren el rango de potenciales blancos
moleculares en el tratamiento terapéutico de tumores inducidos
por vVGPCR o con alta actividad de HO-1.
280 (268) ACTIVACION DE STAT5 POR LA HORMONA DE
CRECIMIENTO DURANTE LA ETAPA DE CRECIMIENTO
EN RATONES. Martinez C.}; Miquet J.%; Gonzalez L.3; Turyn
D.% Sotelo A.®

IQUIFIB (UBA-CONICET)* 2345
<carolinasmartinez@gmail.com>

La hormona de crecimiento (GH) es el principal regulador del
crecimiento corporal postnatal. Ejerce su efecto de manera direc-
ta e indirecta a través del factor de crecimiento simil insulina de
tipo | (IGF-1). El higado, el principal 6rgano blanco de la GH, es
un regulador enddcrino de los niveles circulantes de IGF-1. STAT5
es un factor de transcripcién que por estimulo hormonal trasloca
a nucleo donde activa diversos genes, entre otros, el de IGF-I. El
receptor de glucocorticoides (GR) regula la expresion de IGF-I
coactivando a STATS5. A su vez, el factor nuclear de hepatocitos-
la (HNF-1a) modula la expresion del GR. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el grado de activacion de STAT5 por GH du-
rante la etapa de crecimiento en ratones en ambos sexos, ya que
tanto el crecimiento como la respuesta a GH presentan dimorfis-
mo sexual. Ratones Swiss hembra y macho de distintas edades
recibieron 1 pg/g de peso corporal de GH, luego de 30 minutos
fueron sacrificados y se obtuvo la fraccién nuclear hepatica. Se
determind la activacion de STAT5a/b y la expresion de los
moduladores GR y HNF-1a en higado por inmuno-blotting. La
hormona de crecimiento induce la fosforilacion de STAT5a/b en
el residuo de activacion (Tyr694/699). Esta resulta baja en rato-
nes de una semana de edad (20% del valor del adulto; n=6, p
<0,001), pero a las dos semanas y media los valores son seme-



134

jantes a los del adulto. El contenido hepatico nuclear del GR y
del HNF-1a no varia por el estimulo exdégeno ni por el sexo pero
si con la edad; los niveles son mucho menores en el ratén de una
semana y menores en ratones de dos semanas y media de edad
con respecto al adulto (15% y 50% respectivamente para GR, y
10% y 60% para HNF-1a; n=6, p <0,05 para ambas proteinas).
Este perfil de activacion y expresion de mediadores intracelulares
coincide con que el efecto de la GH sobre el crecimiento corpo-
ral comienza a manifestarse recién a partir del destete en rato-
nes (a las tres semanas).
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CIONADO NOVEDOSO. Losino N.%; Boffi J.2; Luzzani C.3;
Louis Tisserand M.% Fernandez D.5; Scassa M.”; Miriuka S.8;
Barafiao L.°; Guberman A.°

Facultald de Ciencias Exactas y Naturales' ; Departamento
de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Natu-
rales, Universidad de Buenos Aires?3*°* ; Laboratorio de Bio-
logia del desarrollo Celular, FLENF 7 ¢ ; Departamento de
Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Natura-
les, Universidad de Buenos Aires® <nlosino@qb.fcen.uba.ar>

Las células madre presentan un gran potencial para la medi-
cina regenerativa, pero para su aplicacion clinica aun hay que
superar multiples obstaculos, entre los que se encuentran su
amplificacion eficiente en estado indiferenciado y su diferencia-
cion dirigida hacia el linaje deseado. Nuestros objetivos son es-
tudiar el cultivo de diferentes lineas de células madre embrionarias
murinas (MESC) en un medio condicionado (MC) novedoso que
permite su propagacion manteniendo sus propiedades esencia-
les, la identificacion de los factores presentes en el mismo res-
ponsables