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RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES
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Introduccion y Objetivos: Los trastornos mitocondriales son un
grupo frecuente de trastornos neurogenéticos de dificil diagnéstico
en la practica asistencial en el que los avances de la genética han
impactado su caracterizacion, clasificacion y diagnéstico. Estos
avances incluyen nuevas metodologias de secuenciacion genémica
que permiten obtener vastos volimenes de informacién a un menor
costo. Nuestro objetivo fue evaluar la utilidad de una plataforma
genomica en el diagndstico molecular de las Encefalomiopatias
mitocondriales (EM). Materiales y Métodos: Se analizo la secuencia
completa del genoma mitocondrial (ADNmt) de 2 pacientes con EM
mediante la utilizacién de Long range PCR y pirosecuenciacion
masiva en sistema GS-FLX 454. Procesamiento bioinformatico
que incluyé herramientas gsMapper, Tablet, SIFT, MITOMAP vy
PHYLOTREE. Resultados: Se obtuvieron 227.469 fragmentos de
aproximadamente 330 bases cada uno, equivalentes a 75.000.000
de nucledtidos, que permitieron identificar 2 mutaciones patogénicas
diagndsticas en el ADNmt: 3243A>G y 8344A>G. Se reconocieron 9
variantes heteroplasmicas fisiolégicas en ambos ADNmt. Se identifi-
caron 74 polimorfismos que permitieron caracterizar los haplogrupos
a alta resolucién de ambos ADNmt. Se validaron técnicamente
los hallazgos mediante secuenciacion por electroforesis capilar.
Conclusiones: A través del presente estudio pudimos mostrar la
utilidad cierta de esta plataforma gendmica en el diagndstico preciso
de los trastornos mitocondriales y vislumbrar la posibilidad de un
diagndstico molecular y exhaustivo de la patologia neurogenética
en nuestro pais con recursos humanos y tecnolégicos locales.
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La comprension de los mecanismos no-candnicos de activa-
cion plaquetaria representa un desafio para la identificacién de
nuevos blancos terapéuticos en los desérdenes hemorragicos,
trombéticos y el cancer. Recientemente reportamos que Galec-
tina-1 (Gal-1), proteina que se une a residuos B-galactésidos,
promueve la activacién plaquetaria. En este trabajo, investigamos
los mecanismos moleculares involucrados en este proceso y la
relevancia fisioldgica de Gal-1 endégena en la hemostasia. Me-
diante estudios de espectrometria de masa y utilizando plaquetas
de pacientes con tromboastenia de Glanzmann se identificé a
la integrina allbB3 como el receptor funcional de Gal-1 en pla-
quetas. La unién de Gal-1 a allbp3 gatilld la fosforilaciéon de la
subunidad B3 de la integrina, la activacion de Syk, PLCy2, PI3K,
MAPKs, la movilizacién de Ca2+ intracelular y la generacion de
tromboxano. Ademas de la forma soluble, la Gal-1 inmovilizada
promovié la activacion plaquetaria a través de la sefalizacion de
Src, PI3K, PLC y PKC. Los ratones deficientes en Gal-1 (Lgals1-/-)
presentaron tiempos de sangria prolongados comparado con los
ratones WT, no asociados a un recuento anormal de plaquetas.
Si bien las plaquetas Lgals1-/- respondieron de manera normal a
la estimulacién con ADP, PAR-4 o &cido araquiddnico, se obser-
vé una disminucién en la liberacion de ATP ante la estimulaciéon
con colageno. La disminucioén tanto en la adhesion al fibrinégeno
como en la retraccion del codgulo de las plaquetas Lgals1-/-, no
asociada a un defecto en la expresion de la integrina allbp3, indicé
que la Gal-1 seria un mediador de la sefalizacién ‘outside-in’ a
través de esta integrina. Este estudio proporciona evidencias de un
mecanismo no-canonico de activacion plaquetaria y regulacion de
la hemostasia in vivo basado en la interaccion galectina-integrina.
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En carcinomas mamarios murinos C4-HD y en células huma-
nas T47D hemos observado que el acetato de medroxiprogeste-
rona (MPA) induce la activacion del receptor de estrégenos alfa
(REa) y su asociaciéon nuclear con el receptor de progesterona
(RP). El bloqueo del REa. inhibe la proliferacion celular mediada
por el progestageno. Postulamos que dicha interaccion a nivel
gendémico seria fundamental para desarrollar respuestas pro-
liferativas mediadas por MPA. Nuestro objetivo fue estudiar in
vivo la accion del antiestrégeno puro ICI 182.780 (ICl) sobre el
crecimiento de tumores C4-HD estimulados con MPA, los me-
canismos moleculares involucrados en la interaccion de ambos
receptores en células humanas y evaluar dicha interaccién en
15 muestras de cancer de mama humano. ICI (5mg/semana)
indujo la regresion completa de tumores C4-HD creciendo con
MPA. A las 48 hs de tratamiento, observamos una disminucién
en marcadores de proliferacion: indice mitético, Ki67, Ciclina D1
(CCND1) y MYC (p<0.001). Ademads, se observé un aumento
de apoptosis (p<0.001) asociado a una disminucién en BCL/XL
y aumento en BAX y AIF. Se estudio la interaccion entre REa. y
RP en promotores de dos genes regulados por MPA, CCND1 y
MYC, en células T47D. MPA (10nM) indujo la expresion temprana



64

de CCND1 y MYC (PCR cuantitativa; p<0.001). El bloqueo del
REa por ICI o siRNA, inhibié la transcripcién de ambos genes
por MPA (p<0.001). En ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChIP) se corrobord la unién de RP y REa a los mismos
sitios en los promotores de CCND1 y MYC inducido por MPA. El
tratamiento con ICI no afectd la union de RP a ambas secuencias
regulatorias pero si inhibié la unién del REa.. Confirmamos la colo-
calizacion nuclear entre REa y RP por microscopia confocal en 4
muestras de cancer de mama humano. Los resultados demuestran
que la presencia del REa, interactuando con el RP, en promotores
de CCND1 y MYC es fundamental para la transcripcion génica y
la proliferacién celular inducida por MPA.
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ZEB1 interviene en diferenciacién mesodérmica y EMT en
cancer. Es regulado a distintos niveles y la expresion de isofor-
mas fosforiladas podria representar un mecanismo novel. Nuestro
objetivo fue identificar los sitios de fosforilacion en ZEB1 y su rol
fisiolédgico. ZEB1 hipoPO4 se une y reprime mas a genes blanco
(EMSAs y genes reporteros). Identificamos fosfositios en domi-
nio ZD2 por mutagénesis sitio-dirigida (S/T por A). ZD2 nativa
(wt) y el set de mutantes mzZD2-2A/B/C redujeron igualmente la
actividad luciferasa de promotores (E-cadherina, ZEB1); el set
mZD2-1A/B indujo mayor represion ya que se comportarian como
mejores “represores” (respecto a wtZD2) al poseer fosfositios si-
lenciados e inducir una unién mas fuerte a los promotores y mayor
efecto transcripcional. EMSAs concordaron con estos resultados.
Sefales involucradas: la inhibicion de PKC (CalC) (revertida por
PMA/IONO), PI3K (LY294002) y MEK/ERK (PD98059) aumentd
la union de ZEB1 a promotores. En transfecciones PMA/IONO e
IGF-1 revirtieron el efecto represor de wtZD2 y de mZD2-2, pero
no el de mzZD2-1. PD98059 aumentd la represion del promotor
de E-cadherina inducida por wtZD2 y mZD2-2; consistentemente,
mZD2-1 no respondieron a este inhibidor sugiriendo que MEK/
ERK activadas por IGF-1 regularian el rol biolégico de ZEB1.
Inmunoprecipitacion con anti-fosfo-(Thr)MAPK revelé que ZEB1
es fosforilado por MAPK en T867 del set mzD2-1 (PD98059
disminuy¢ esta sefal). El uso de clones GFP-ZEB1 y microspia
confocal mostré que la fosforilacion por MEK/ERK inducida por
IGF-1 cambié ZEB1 del nucleo al citosol, mientras que PMA/
IONO dio una sefal citosdlica débil. En sintesis, ZEB1 es regu-
lada por fosforilacion via IGF-1/MEK-ERK (modifica localizacion
nuclear) y de otras vias como PKC. TGFb regula la actividad
transcripcional de ZEB1 oponiéndose a IGF-1. Estos resultados
sugeririan que ZEB1 seria el sitio de convergencia de sefales
de signo opuesto para la regulacioén fina del programa EMT para
la invasion tumoral.

005. (505) EFECTO PROLIFERATIVO DE LA TRANSFERRI-
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La transferrina (Tf) es la principal glicoproteina transportadora
de hierro en plasma. En el sistema nervioso central (SNC), la Tf
tiene efectos distintivos promoviendo la maduracion de células del
linaje oligodendroglial. Estudios previos demostraron que la Tf tie-
ne un efecto dual sobre las células progenitoras neurales (CPNs)
de ratas adultas derivadas de la zona subventricular (ZSV); promo-
viendo su proliferacion y acelerando la maduracién de precursores
oligodendrogliales. Decidimos evaluar los efectos proliferativos
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de la transferrina sobre cultivos primarios de la ZSV de ratas
neonatales. Nuestra hipétesis supone que en estos cultivos la Tf
aumenta proporcion de precursores oligodendrogiales proliferan-
tes durante estadios inmaduros. Utilizamos cultivos primarios de
la ZSV de ratas de dos a cuatro dias de edad para expandir las
CPNs bajo la forma de agregados celulares esféricos llamados
neuroesferas (NE). El tratamiento con apoTf produjo un aumento
significativo en el tamafio de las NE respecto de cultivos control,
que se correlacioné con un incremento en la tasa proliferativa de
las células que conforman las NE. Este efecto proliferante de la
Tf fue confirmado utilizando una linea celular de oligodendroci-
tos inmaduros N20.1. El agregado de apoTf al medio de cultivo,
asi como la sobreexpresion de Tf produjeron un aumento en la
proliferacion de esta linea celular. Demostramos que tanto los
cultivos primarios como la linea celular N20.1 expresan recepto-
res funcionales para Tf, que son capaces de incorporar la Tf del
medio de cultivo. En este trabajo demostramos que la Tf tiene
un efecto proliferante en cultivos primarios de CPN de la ZSV de
ratas neonatales y sobre la linea celular oligodendroglial N20.1.
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El macrolido FK506 se une a proteinas intracelulares llamadas
inmunofilinas (IMMs). Algunas IMMs como FKBP52 forman com-
plejos con las chaperonas de receptores esteroidales. FKBP52
es muy abundante en el sistema nervioso, pero su funcién es
desconocida. Previamente reportamos que FK506 induce la
diferenciacion de células estirpe neuronal. Aqui investigamos si
FKBP52 es responsable del efecto neurotréfico. FK506 diferencid
tanto a células N2a (neuroblastoma) como a células hipocampales
embrionarias. El fenotipo neuronal se acompafnd de la induccion
de Blll-tubulina, Map2 y Tau1, asi como de las chaperonas Hsp90,
Hsp70, p23 y FKBP52. Curiosamente, Hsp90, p23 y FKBP52
forman un anillo perinuclear que se redistribuyé al citoplasma y
los terminales axonales con FK506. Las areas perinucleares que
ocupaban adquirieron alta actividad transcripcional. Al sobreexpre-
sar FKBP52, las neuritas fueron ~50% mas largas que en células
control, y su knock-down inhibié la diferenciacién y la formacion
de estructuras perinucleares. Para evaluar la neurorregeneracion,
se seccionaron mecanicamente los axones. Las chaperonas se
concentraron en areas perinucleares tal como se ve las células
indiferenciadas, y con FK506 regeneraron sus axones (positivos
para sinpasina-1), sugiriendo que estas neuronas recapitularon
el fenémeno de diferenciacion durante la neurorregeneracion. En
linea con ello, observamos transdiferenciacion de células gliales
(GFAP+) en neuronas (blll-tubulina+), hipétesis basada en que
ambos tipos celulares comparten un precursor comun (nestina+).
La sobreexpresion de FKBP52 en astrocitos los transformé en
células radiales sin necesidad de agregar FK506, mientras que
FK506 acelerd el proceso. El knock-down de FKBP52 inhibi6 la
transdiferenciacion mediada por FK506. Proponemos que FKBP52
modula la expresiéon génica durante la neurodiferenciacion y la
neurorregeneracion, siendo su ligando FK506 un candidato tera-
péutico para casos de dafios nerviosos.
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Las Galectinas (Gals) conforman una familia de lectinas de
mamiferos, las cuales han emergido como reguladores claves
de la respuesta inmune. Hemos demostrado previamente que ga-
lectina-8 (Gal-8), del subgrupo tandem-repeat, ejerce dos efectos
definidos sobre células T CD4 naive: por un lado induce coesti-
mulacion antigeno-especifica y por otro, proliferacién antigeno-
independiente. Notablemente, estas sefales estimuladoras sobre
células T naive no han sido descriptas para ninguna otra galectina
hasta el momento. Por lo tanto, en el presente trabajo nos propu-
simos investigar si Gal-1 y Gal-3, dos miembros prominentes de la
familia de Gals, comparten los efectos estimuladores ejercidos por
Gal-8 sobre células T naive. Encontramos que Gal-1 coestimuld
la respuesta T antigeno-especifica de forma similar a Gal-8, en
el modelo murino transgénico DO11.10 TCROVA. Observamos
que las actividades de Lck, PKC, PI3K, p38, ERK y CD45 PTPa-
sa estaban involucradas en la sefalizacion intracelular inducida
tanto por Gal-1 como Gal-8. En contraste, Gal-3 no coestimuld
la respuesta T antigeno-especifica y, mas aun, antagonizé las
sefales de Gal-1 y Gal-8. En cuanto a la proliferacion antigeno-
independiente, observamos que tanto Gal-1 como Gal-3 fueron
incapaces de inducir este efecto, sin embargo, cuando fusionamos
covalentemente dos moléculas de Gal-1, la proteina quimérica
resultante promovié efectivamente la proliferacion. Este resultado
indica que Gal-1 podria inducir la proliferacién y a su vez, remarca
el requisito de la estructura de tandem-repeat. Notablemente, una
dosis unica de Gal-1 o Gal-8 recombinante administrada junto con
una dosis subdptima de antigeno a ratones DO11.10, coestimuld
respuestas débiles in vivo. En conjunto, estos resultados apoyan
la participacion de las Gals en el inicio de la respuesta inmune
y permiten postular a estas lectinas como potenciadores de res-
puestas antigénicas subdptimas, representando asi potenciales
adyuvantes para vacunas.
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Pese a los avances en el tratamiento del cancer de mama
(CM), aun existen muchos pacientes que no se encuentran be-
neficiados con terapias especificas y efectivas. Tal es el caso de
aquellos que presentan cancer de mama triple negativo (CMTN).
Este fenotipo representa el 15% de los tumores de CM, se caracte-
riza por expresar EGFR, y esta asociado a mayor progresién y mal
prondstico pese a su tratamiento con quimioterapia convencional.
El sistema inmune (SI) juega un rol importante en el control del
cancer. Dentro de la inmunidad innata, las células natural killer
(NK) son reconocidas por ejercer funciones antitumorales. En este
estudio realizamos la caracterizacion fenotipica y funcional de NK
en pacientes con CM. Mediante un agrupamiento jerarquico no
supervisado de receptores (Rc) activadores e inhibitorios estudia-
dos por citometria de flujo, se revel6 un fenotipo alterado en los
NK del sitio tumoral (p<0,05) y no en los del estroma mamario no
neoplasico o en sagre periférica. Identificamos factores inmuno-
supresores secretados por células tumorales, tanto en lineas in
vitro, como en las muestras de los pacientes ex vivo, tales como
el TGF-B. Los NK de sangre periférica de pacientes tuvieron la
misma capacidad litica mediada por anticuerpo que los donantes
sanos (p>0,05). En cocultivos in vitro con células tumorales, pudi-
mos modular los Rc de NK de donantes sanos y emular a los del
tumor. Estos NK presentaron menor capacidad efectora -menor
respuesta de degranulacién- frente a diversos blancos tumorales
(p<0,05). Sin embargo, fue posible revertir esta disfuncion y
generar una respuesta efectora con el uso del anticuerpo Cetuxi-
mab (anti-EGFR) y citoquinas estimulatorias IL-2 e IL-15 frente a
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células de CMTN (p<0,01). Estos resultados abren la posibilidad
de ensayar una combinacién de Cetuximab con moduladores de
la respuesta inmune como un abordaje terapéutico atractivo para
aumentar la eficacia clinica del Cetuximab en CMTN.
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La retinopatia diabética (RD) es una de las principales causas
de ceguera. Uno de los mecanismos etiopatogénicos clave de
la enfermedad es la isquemia. Actualmente no se dispone de
estrategias terapéuticas eficaces para evitar la progresion de la
RD. Se ha demostrado la efectividad de la induccién de toleran-
cia isquémica para reducir el dafo isquémico retiniano agudo.
El primer objetivo de este trabajo fue evaluar las alteraciones
morfoldgicas de la via visual diabética y el segundo objetivo fue
evaluar el efecto de la induccién de tolerancia isquémica como
estrategia frente a las alteraciones morfolégicas de la via visual
diabética. La diabetes experimental se indujo en ratas Wistar
macho adultas mediante una uUnica inyeccion de estreptozotocina
(60 mg/kg). El grupo control fue inyectado con vehiculo. Se evalué
la via retino-colicular y las alteraciones morfologicas en la region
proximal y distal del nervio éptico (NO). En un grupo de anima-
les, luego de tres dias de confirmada la hiperglucemia (>350mg/
dl), se inici6 la aplicacién de pulsos semanales de isquemia (por
aumento de la presion intraocular a 120 mmHg por 5 min) en un
0jo, y un tratamiento simulado en el ojo contralateral.Luego de 6
semanas de induccion de diabetes, se observd un déficit marcado
en el transporte anterégrado (evaluado a través de la inyeccién
intravitrea de toxina colérica) y alteraciones axo-gliales (aumento
en la reactividad glial, disminucién significativa en el nimero de
axones (p<0.01) y alteraciones en la compactacion de la mielina
de las fibras de mayor calibre) exclusivamente en la porcién distal
del NO. La aplicacion de pulsos semanales de isquemia retiniana
previno estas alteraciones. Estos resultados demuestran que las
alteraciones axo-gliales observadas en la porcién distal del NO
podrian constituir el primer cambio estructural en la via visual
diabética. Ademas, la induccién de tolerancia isquémica podria
ser una estrategia terapéutica para la RD.
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En la depuracion hepatica de farmacos intervienen sistemas
enzimaticos de biotransformacion (CYP450, UGT, GST) y pro-
teinas de excrecion (P-gp, MRP2) regulados coordinadamente,
siendo PXR un mediador clave. La modificaciéon de la funcién
de estos sistemas por el antichagasico BZL podria afectar la
biodisponibilidad y accién terapéutica de drogas coadministradas,
incluso la del propio BZL, transportado parcialmente por P-gp. El
objetivo fue evaluar el efecto de BZL sobre la expresion y actividad
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de enzimas de biotransformacion y transportadores apicales y la
mediacion de PXR en la linea celular humana HepG2, que retiene
propiedades de los hepatocitos. Las células fueron expuestas a
BZL (2; 20 y 200uM, 48h). Se determiné el contenido proteico de
CYP3A, UGT1A, GST (alfa, mu y pi), P-gp y MRP2 por inmuno-
cuantificacién. Se observé induccién a 200uM en P-gp (+60%),
MRP2 (+75%) y GSTpi (+75%) (p<0,05; n=3). Se detecté ademas
un aumento significativo en la actividad de GST, P-gp y MRP2
por conjugacion, acumulacién y eflujo de un sustrato modelo
respectivamente (p<0,05; n=3). La induccién tiene correlato en el
ARNm (por Real Time PCR, p<0,05, n=5-7) para P-gp (+232%),
MRP2 (+137%) y GSTpi (+78%) sugiriendo un mecanismo trans-
cripcional. Para evaluar el rol de PXR, se disminuyo su expresion
mediante un ARN de interferencia (células PXR-), modelo en el
cual se logra una disminucion del 75% en la expresion del re-
ceptor nuclear respecto a su expresiéon en células transfectadas
con un siRNA control no silenciante (células PXR+). Se observo
prevencion de la induccién de GSTpi, P-gp y MRP2 por BZL en
las células PXR-, confirmandose la mediacion de este receptor
nuclear y asocidndose por primera vez al BZL como activador
del mismo. Los resultados indican que el tratamiento con BZL
podria desencadenar interacciones droga-droga que demandarian
especial atencion en el disefio de las estrategias terapéuticas.

011. (229) PARTICIPACION DE MOLECULAS LIPIiDICAS EN
EL PROCESO DE IMPLANTACION: EFECTO DEL ACIDO
LISOFOSFATIDICO SOBRE LAS PROSTAGLANDINAS.
ROL DE LOS ENDOCANNABINOIDES.

Sordelli M."; Beltrame J.%; Cella M.3; Franchi A.*; Ribeiro M.5
Laboratorio de Fisiologia y Farmacologia de la Repro-
duccion, CEFYBO (CONICET-Fac. de Medicina, UBA)' 2
%, Laboratorio de Fisiopatologia de la Prefiez y el Parto,
CEFYBO (CONICET-Fac. de Medicina, UBA)?°
micaelasordelli@yahoo.com.ar

El 4cido lisofosfatidico (LPA), un lipido biolégicamente activo,
modula algunas funciones reproductivas. Ratones knock out para
LPAS, uno de los receptores de LPA, presentan aberraciones en el
proceso de implantacion. La expresiéon de LPA3 esta disminuida en
el endometrio de mujeres con fallas implantatorias multiples. Entre
las moléculas que median la invasion del embrién se encuentran
las prostaglandinas (PGs) y los endocannabinoides (ECB). Las
ciclooxigenasas (COX-1y 2) y la PGE2 promueven la vascula-
rizacién y la decidualizacién, mientras que niveles elevados de
ECB correlacionan con fallas implantatorias. Nuestro objetivo fue
investigar el efecto del LPA sobre el proceso de implantacion y
estudiar si modula la produccion de moléculas lipidicas relevantes
en este proceso, como las PGs y los ECB. Para ello, en primer
lugar, el utero proveniente de hembras Wistar en dia 5 de prefiez
se incubé con LPA (10, 20 y 50 uM) por 3, 6 y 12 hs. Bajo las
condiciones de nuestro bioterio la implantaciéon ocurre en el dia
5 de prefiez. La incubacién por 6 hs con LPA 50 uM aumenté la
expresion (p<0.01) y la actividad de la FAAH (p<0.05), la principal
enzima que regula el metabolismo de los ECB. Este efecto esta
mediado por los receptores LPAS3. Por otro lado, el LPA, también
a través de los receptores LPA3, incrementd la expresion de la
COX-2 (p<0.01) y la produccion de PGE2 (p<0.001). Observamos
que en el efecto del LPA sobre la PGE2 y la COX-2 participan
los receptores de ECB. Por Ultimo, estudiamos el rol del LPA
en el proceso de implantacién en un modelo in vivo. Para ello,
administramos un antagonista selectivo del LPA3 (DGPP: 0,08
mg/kg, intra-uterino) en el dia 5 de prefiez. La administracién de
DGPP provocé aberraciones en el espaciamiento de los embrio-
nes, reabsorcién embrionaria y una disminucién en el peso de las
unidades fetoplacentarias (p<0,001). Estos resultados sugieren
que el LPA seria un potente mediador lipidico que favorece la
implantacion del embrion.

PREMIO MARIA CRISTINA CAMILION DE HURTADO

012. (439) MASA VENTRICULAR IZQUIERDA Y RIGIDEZ AR-

TERIAL EN JOVENES PREHIPERTENSOS
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Broda D.'; Salazar G.2; Massarutti C.3; Nomberto Gémez
V.4 Pinilla O.5; Ennis 1.%; Escudero E.”

Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP"234567

oapinilla@gmail.com

El término pre-hipertension (PH) fue introducido por el JNC
VIl y fue definida como presiones sistélica de 120 a 139 mmHg
y diastdlica de 80 a 89 mmHg. Los fundamentos para generar
esta nueva categoria surgieron a partir de observaciones epide-
mioldgicas en poblaciones adultas que indicaron mayor riesgo
cardiovascular con presiones superiores a 110 mmHg. El presente
estudio fue disenado para analizar la prevalencia de PH y el im-
pacto sobre la masa ventricular izquierda (MVI) y la rigidez arterial
en 778 alumnos de la Facultad de Ciencias Médicas con edades
entre 18 y 24 afos (62% mujeres) sin evidencias de cardiopatia.
Se registrd la presion arterial (PA) de acuerdo al JNC VIl y se
realizé ecocardiograma para obtener datos de estructura, funcion
ventricular izquierda y rigidez arterial en todos los casos. 326/778
(41.9%) de los alumnos fueron PH, siendo mayor la prevalencia
en los hombres (63% vs 28%-p<0.01). El indice de MVI, obtenido
de dividir la MVI por altura elevada a 2.7, fue mayor en los PH,
respecto a los normotensos (N) (N: 28.4+0.3 g/m2.7; PH: 30.6+0.4
9/m2.7-p<0.01-). La relacion entre velocidad diastdlica del anillo
mitral temprana (E) y tardia (A) como expresion de funcion dias-
télica fue menor en PH (N: 2.18+0.03; PH: 2.08+0.04-p< 0.05),
mientras que los parametros de evaluacion de la funcién sistdlica
no mostraron diferencias. La relacién entre la presién de pulso y el
indice de volumen latido utilizado para evaluar la rigidez arterial re-
sulté mayor en los PH (N:1.14+0.01 mmHg/cm3/m2; PH:1.28+0.02
mmHg/cm3/m2-p< 0.01). Estos resultados permiten concluir que
la PH presenta una elevada prevalencia en la poblacién joven
estudiada y que su presencia se asocia con aumento de la MVI,
probable compromiso de la relajacion y mayor rigidez arterial.
Considerando que estas alteraciones se asocian con aumento del
riesgo cardiovascular, surge la importancia de identificar a este
grupo de individuos a edad temprana para establecer conductas
preventivas precoses.

013. (496) SOBRE EXPRESION DEL INTERCAMBIADOR NA-
CA (NCX) Y APOPTOSIS: DOS ALTERACIONES PRECO-
CES EN LA EVOLUCION DE LA HIPERTROFIAHACIA LA
INSUFICIENCIA CARDIACA (IC).

Rodriguez J.'; Velez Rueda J.%; Becerra R.3; Palomeque
J.% Rinaldi G.%; Mundina-Weilenmann C.8; Vittone L.7; Salas
M.8; Mattiazzi A.°

Centro de Investigaciones Cardiovasculares'?3456789
jesicasr@yahoo.com.ar

La IC cursa con alteraciones en el calcio intracelular (Ca) y las
proteinas que lo manejan. Dos caracteristicas comunes a distintos
modelos de IC son la disminucion de SERCA o bomba de Ca del
reticulo sarcoplasmico (SR) y el aumento del NCX, que normal-
mente extruye Ca del miocito. Ambas contribuirian a disminuir
la contractilidad en la IC. Se desconoce la secuencia temporal y
las causas que determinan estas alteraciones. Estudiamos el Ca
y diferentes proteinas que lo regulan en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) [6 a 27 meses (m)] y sus controles normotensos
(CN), a fin de detectar la aparicion de alteraciones en la evolucion
de las SHR hacia la IC. Resultados: A. Las SHR presentan IC a los
21-27m; B. A los 6 y 9m hay un mayor transitorio de Ca (TCa) y
contenido de Ca del RS no asociado a mayor acortamiento celular,
evidenciando menor respuesta al Ca de las proteinas contractiles.
C. Los 15m marcan un punto de inflexién en la evolucién a la IC:
Se detecta sobre expresion del NCX (66.7+16.3% respecto a CN,
P<0.05) asociada a mayor velocidad de caida del TCa por cafei-
na (t1/2: 1.37+0.19 y 2.78+0.28 s, SHR vs CN, P<0.05), reflejo
funcional de dicha sobre expresién. Este aumento, que implica
una pérdida de Ca de la célula, se asocia a menor amplitud del
TCa respecto a los 9m y a ausencia de sobrecarga de Ca del
RS. La apoptosis, presente desde los 6m, se hace altamente
significativa a los 15m (relacién entre la proteina proapotética Bax
y antiapoptética Bcl2 respecto a CN: 0.81+£0.17 vs 0.21+0.01).
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D. La expresion de SERCA disminuye significativamente un
53.4+4.4% respecto a CN a partir de los 21m. Conclusiones: 1.
La sobre expresion del NCX ocurre tempranamente sin signos de
IC. Esto podria deberse al aumento de Ca producto de la menor
respuesta de las proteinas al mismo. 2. La disminucién de SER-
CA se asocia a IC manifiesta. 3. Otras alteraciones precoces en
la evolucion hacia la IC, como la apoptosis, podrian contribuir al
advenimiento de la misma.

014. (502) LA ACTIVACION DEL RECEPTOR DE MINERALO-
CORTICOIDE (RM) ES CLAVE PARA EL DESARROLLO
DE LA SEGUNDA FASE DE FUERZA (SFF) POST-ESTI-
RAMIENTO DEL MIOCARDIO

Diaz R.'; Caldiz C.2; Nolly M.3; Chiappe De Cingolani G.%;
Ennis 1.5; Cingolani H.%; Pérez N.”

Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP?234567

gisel_laplata @yahoo.com.ar

El estiramiento miocardico aumenta la fuerza en 2 fases, una
rapida inicial y una lenta o SFF. El aumento de especies reactivas
del oxigeno (EROs) por activacién de receptores AT1 de angio-
tensina Il (All), ETA de endotelina (ET) y la transactivacion (TSA)
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (RFCE) es clave
en el desarrollo de la SFF. Dado que se ha sugerido que el AT1
activa al RM y que éste transactiva al RFCE, quisimos probar si
el RM participa en el desarrollo de la SFF en rata. Medimos EROs
por quimioluminiscencia en tiritas de ventriculo y SFF en musculos
papilares. All 1nM aumenté EROs (51+3% del basal,n=8), efecto
que fue cancelado bloqueando RM [eplerenona (Ep) 6+8%,n=4],
AT1 (losartan,n=5), ETA (BQ123,n=5) o RFCE (AG1478,n=5),
por inhibicién de NADPHoxidasa (apocinina,n=7) y por bloqueo
de EROs mitocondriales (rotenona,n=3), pero no por bloqueo
de receptores de glucocorticoides (RU486, 40+2%,n=5). Un au-
mento similar de EROs por ET-1 1nM (83+9% del basal,n=13)
fue cancelado por las mismas intervenciones excepto losartan
confirmando que ETA esta después de AT1. Un aumento equi-
valente de EROs por aldosterona 10nmol/L (ALD, 65+9% del
basal,n=5) fue cancelado por Ep (4+5%, n=4) y AG1478 (n=6),
pero no por RU-486 (57+6%,n=6) o inhibicién de sintesis proteica
(cicloheximida,71+9%,n=9), sugiriendo efectos no gendémicos
de RM. ALD aumentd la fosforilacion de las kinasas ERK1/2 y
pP90RSK (167+12 y 156+18% del control,n=8) y del intercambiador
Na+/H+ (NHE1, 148+15% del control,n=5) efectos que se cance-
laron con Ep (n=6, 6 y 4) o inhibiendo TSA del RFCE (n=4). Por
ultimo, la SFF (119+4% de la fase rapida,n=7) fue cancelada por
Ep (98+2%,n=5), AG1478 (n=6) o eliminando EROs (MPG,n=5),
pero no por RU-486 (22+3%,n=5) o cicloheximida (19+3%,n=5).
Los resultados muestran por primera vez que la activacion de RM
es clave para la activacién EROs-sensible de ERK1/2-p90RSK,
lo cual conduce al aumento de la actividad del NHE1 y el conse-
cuente desarrollo de la SFF.

ONCOLOGIA 1
015. (9) LA TRANSFERENCIA DEL GEN IFN-B TIENE UN
FUERTE EFECTO ANTITUMORAL POTENCIADO POR
EL EFECTO BYSTANDER.
Rossi U."; Villaverde M.?; Gil Cardeza M.3; Glikin G.4;
Finocchiaro L.°
Unidad de Transferencia Genética, Area de Investigacion,
Instituto de Oncologia Angel Roffo?234%
uchiursis @ hotmail.com

Se denomina efecto bystander al fenémeno que extiende la
citotoxicidad provocada por una terapia a las células del entorno
que no fueron alcanzadas por dicha terapia. La lipofeccién con
el gen IFN-B en células derivadas de melanoma canino (Ak, Bk,
Ch) produce un fuerte efecto citotoxico (p<0.001). Teniendo en
cuenta las bajas eficiencias de lipofeccidn resulta evidente que
la muerte celular inducida por el gen clFN-B no se restringe a
las células que lo expresan. Para comprobar la existencia de
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efecto bystander en nuestro sistema, se realizaron cultivos bi- y
tri-dimensionales de diferentes diluciones de células lipofectadas
con clFN-B en cantidades crecientes de células lipofectadas con
B-galactosidasa (B-gal), y se determiné si el efecto observado
sobre la proliferacion celular resultd ser igual o menor al efecto
esperado por dilucién. Por otro lado, se evalto la capacidad
del medio condicionado (MC) obtenido 24 h post-lipofeccion de
causar citotoxicidad en células no lipofectadas. La viabilidad
celular se determind utilizando el método de la fosfatasa acida.
En Ak y Ch se observaron valores menores a los esperados en
todas las diluciones, tanto en cultivos bi- como tri-dimensionales
(p<0.05); aun cuando se diluy6 al 10% se conservé un gran
efecto citotéxico (p<0.001). En Bk el efecto de la dilucién resultd
bastante similar a lo esperado. En las tres lineas evaluadas el
MC resulté altamente citotdxico (p<0.001). El factor citotoxico
presente en el MC demostré ser termo-labil ya que al pre-
calentar el MC por 30 m a 72°C se perdié por completo el efecto
citotoxico. Estos resultados mostraron un gran efecto bystander
en las tres lineas estudiadas. Este efecto fue probablemente
producido por la liberacion al medio de cIFN-B y quizas otros
factores. Este efecto constituye una condicion sine qua non para
la propuesta de la lipofeccion del gen cIFN-B como una posible
terapia génica, dado que in vivo no es posible llegar al 100 %
de las células tumorales.

016. (182) FACTORES LIMITANTES EN LA INDUCCI@N DE
MUERTE CELULAR POR TERAPIA FOTODINAMICA
CON ALA EN CULTIVOS BI Y TRIDIMENSIONALES DE
CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE PULMON.

Teijo J."; Diez B.?; Meiss R.%; Batlle A.%; Fukuda H.®
Centro de Investigacion sobre Porfirias y Porfirinas, CO-
NICET, Dto de Qca. Bioldgica, FCEN, UBA'?2*5; Instituto
de Estudios Oncoldgicos, Academia Nacional de Medicina®
julieta_Teijo @yahoo.com.ar

Las propiedades fotoactivas de las porfirinas al ser irradiadas
con luz de longitud de onda adecuada, y la alta selectividad de
las células malignas en el metabolismo de las mismas a partir
del acido 5-aminolevulico (ALA), conforman la base de la terapia
fotodinamica (TFD) la cual genera especies reactivas de oxigeno
(ROS) que inducen la muerte celular. El cultivo en esferoides
multicelulares (EMCs) simula las condiciones de microtumores
independientemente de la vasculatura, cuyo rol en la erradicacion
de tumores por TFD es controversial. El objetivo del trabajo fue
establecer los factores involucrados en la mayor resistencia a la
muerte celular por TFD en esferoides (DL50:10 min) de la linea
A549 de adenocarcinoma de pulmén humano respecto del cultivo
en monocapa (DL50 7 min). Sembrando 5x104 cél/ml sobre agar
3%-RPMI (1:1) se obtienen esferoides compactos de 100-700 pm
luego de 7 dias. Los EMCs se incubaron 3h con ALA 1mM y se
irradiaron en un banco de 2 tubos fluorescentes. La sintesis de
porfirinas no varié significativamente entre la monocapa (0,109+0,1
pg/cel) y los EMCs (0,09+0,1 pg/cel) y su distribucién en los dis-
tintos planos del esferoide es uniforme, segun se evidencié por
microscopia confocal. Mediante cortes histologicos se analizo el
grado de penetracion de la luz en el interior de los EMCs obser-
vandose células apoptéticas y necréticas en las zonas internas
de manera dosis luminica dependiente (confirmado con Annexina
V-FITC/ioduro de propidio) y vacuolas de secrecion positivas para
mucopolisacdridos indicativas de diferenciacién, consistente con
la naturaleza de adenocarcinoma de la linea; que se pierde lue-
go de irradiar 10 y 20 min. La produccion de oxigeno singulete,
agente fundamental para el inicio del dafo fotoquimico, es mucho
menor en los EMCs (5,5+2,7%) que en la monocapa (83,5+1,9%),
indicando que la disponibilidad de oxigeno en el interior del es-
feroide seria el factor que limita la efectividad de la TFD en una
configuracion tridimensional.

017. (255) IDENTIFICACION DE UNA POBLACION STEM/
PROGENITORA EN EL MODELO TUMORAL MAMARIO
MURINO LM38-LP

Campodonico P.'; Farias E.2; Berardi D.% Diaz Bessone 1.4
Urtreger A.5; Bal De Kier Joffé E.; Todaro L.”
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Los retinoides son esenciales en la regulacién del crecimiento
y diferenciacion celular. El arbol mamario esta formado por dos
tipos celulares principales: células luminales (LEP) y células
mioepiteliales (MEP). Ademas, existen células stem que gene-
ralmente son insensibles a los tratamientos clasicos. Contamos
con una linea celular tumoral (LM38-LP) que presenta similitudes
con los tumores humanos triple negativo y posee componentes
LEP y MEP. El objetivo de este trabajo es determinar la presen-
cia de una subpoblacion de células stem en la linea LM38-LP.
Pudimos determinar la presencia de algunos marcadores de
células stem/progenitora en las células LM38-LP: alta actividad
ALDH1, CD133+, CD24. El tratamiento con retinoides disminuyé
parcialmente el porcentaje de este tipo celular (FACS andlisis).
La linea LM38-LP demostré capacidad para formar mamosferas
(incubacion en suspension con medio selectivo para células stem),
las cuales modificaron su morfologia frente al tratamiento con reti-
noides. Al disgregar las mamosferas y realizar una dilucion clonal,
observamos que a partir de una unica célula se pudo regenerar
la linea celular mixta LM38-LP, confirmando la existencia de una
poblacion de células stem. Por otro lado, se inocularon suspen-
siones monocelular de 100 células provenientes de mamosferas,
en el fat pad mamario de ratones BALB/c y observamos que las
mismas fueron capaces de formar un tumor con caracteristicas
histolégicas similares al formado por células LM38-LP. Estos re-
sultados sugieren que la linea celular tumoral LM38-LP presenta
una sub-poblacion de células stem heterogéneas frente al trata-
miento con retinoides. Estos resultados en conjunto con el hecho
de que la linea presente células LEP y MEP sugieren que la linea
LM38-LP es un modelo sumamente interesante para el estudio y
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
018. (275) EL SILENCIAMIENTO FARMACOLOGICO DE LAS
ISOFORMAS o, Y 5 DE LA PROTEINA QUINASA C (PKC)
POTENCIAN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO EJERCI-
DO POR RETINOIDES (ATRA) EN EL ADENOCARCINOMA
MAMARIO MURINO LM38-LP.
Berardi D."; Campodénico P.2; Diaz Bessone M.3; Flumian
C.4 Bal De Kier Joffé E.5; Urtreger A.%; Todaro L.”
Instituto de Oncologia Angel Roffo, Area de Investigacion’
234567
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Los retinoides ejercen algunos de sus efectos sobre la dife-
renciacion celular y la reversién del fenotipo maligno a través de
interacciones con disitntas isoformas de PKC. Utilizamos como
modelo la linea celular mamaria murina LM38-LP compuesta por
células luminales (LEP) y mioepiteliales (MEP). En este trabajo
nos propusimos analizar: 1) el efecto del tratamiento con ATRA
en combinacién con inhibidores de PKC sobre el crecimiento in
vitro de la linea LM38-LP 2) la modulacién del patrén de expre-
sion de los receptores retinoides (RARs) por inhibicion de PKCs
y la modulacién de la expresiéon de las isoformas o y 6 de PKC
por el tratamiento retinoide. Las monocapas fueron tratadas por
96hs con inhibidores de PKC: G66976 5uM (inhibidor de PKCa.)
o Rottlerina 1uM (Inhibidor de PKCS3) y en presencia de ATRA
(1uM), observandose una disminucién de la tasa de duplica-
cion celular respecto del control (N° de celx105: Control 22+1.1;
G66976 3.6+0.6; Rottlerina 9+0.1; ATRA 11+0.1; ATRA/G66976
2.3+0.03; ATRA/Rotllerina 6.7+1.3). Siendo la combinacion ATRA/
G66976 la mas efectiva, cuya significancia se dio a partir de las
72 hs. El tratamiento retinoide en células LM38-LP aumenta sélo
los niveles de RARB2. Por RT-PCR determinamos que la inhibi-
cion de PKCa o " incrementa los niveles de RAR+ y RAR3 (este
ultimo involucrado en proliferacién). La inhibicion de PKC+ o *
combinada con ATRA genera un patron de receptores retinoides
compatible con la disminucién de la proliferacion y diferencia-
cion (aumento de RAR22 y disminucion de RAR3)). En la linea
LM38-LP el tratamiento por ATRA (24 hs) induce el aumento de
la expresion de PKCS y la disminucion de PKCa (Western blot).

MEDICINA - Volumen 71 - (Supl. 1ll), 2011

En su conjunto estos resultados sugieren que el tratamiento re-
tinoide potencia el efecto citostatico cuando ambas isoformas de
PKC estan inhibidas, no sélo porque conduce a una disminucion
del crecimiento sino porque este efecto estd acompanado de la
modulacion negativa de RARy,.

019. (282) LA PERMEABILIZACION DE LA MEMBRANA
LISOSOMAL ES UN EVENTO TEMPRANO EN EL EFEC-
TO FOTOTOXICO DE UNA FTALOCIANINA DE ZN(II)
CATIONICA

Marino J.'; Garcia Vior M.2; Furmento V.3; Awruch J.%
Roguin L.5

IQUIFIB, FFyB, UBA'3%; Departamento de Quimica Orga-
nica, FFyB, UBA?*

julietamarino @ yahoo.com.ar

Previamente demostramos que la ftalocianina de Zn(ll) cationi-
ca Pc13 es un fotosensibilizador que se localiza preferencialmente
en lisosomas e induce la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) que llevan a la muerte de células tumorales. En
el presente trabajo evaluamos los mecanismos involucrados en
la accién fototéxica de Pc13. En primer lugar, observamos que
luego de irradiar las células KB (carcinoma orofaringeo) se pro-
duce una permeabilizacién temprana de la membrana lisosomal
y un incremento de 3.0 + 0.1 veces (p<0.001) en la liberacion de
catepsina D al citosol (tiempo 0 post-irradiacion, p.i.). Después de
1 h detectamos una disminucion del potencial de membrana mito-
condrial, y a las 3 h p.i. evidenciamos la liberacion de citocromo-c
al citosol (1.82 + 0.02 veces, p<0.0003) y un aumento en la acti-
vidad de caspasa-3 (3.2 + 0.3 veces, p<0.001). Estos hallazgos
indican la activacion de una via apoptética mitocondrial. También
demostramos que tanto la permeabilizacién lisosomal como mi-
tocondrial fueron revertidas mediante el empleo de antioxidantes
(Trolox 5 mM y &cido ascérbico 10 mM). Asimismo, la incubacion
de las células con un inhibidor de catepsina D (pepstatina A 40
pM) produjo una disminucion del 48 + 4% del efecto fototoxico de
Pc13, sugiriendo que las proteasas lisosomales estan involucradas
en este proceso. Cuando evaluamos la participacion de la via
extrinseca, no observamos cambios significativos en los niveles
de expresion de los receptores de muerte Fas y DR5 y de sus res-
pectivos ligados FasL y TRAIL. En conclusion, nuestros resultados
permiten proponer la secuencia temporal de eventos responsables
del efecto fototdoxico de la Pc13. En este sentido, demostramos
que la produccion de ROS produce la pérdida temprana de la
permeabilidad lisosomal, la liberacion de proteasas al citosol, la
posterior disminucién del potencial de membrana mitocondrial y
la activacion de la caspasa efectora-3.

020. (295) REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIO-
NAL DE RECEPTORES NUCLEARES POR PROTEINAS
DEL GRUPO MAGE-A.

Laiseca J."; Mazaira G.2; Galigniana M.%; Monte M.*
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Departamento
de Quimica Biolégica, FCEN, UBA'234

julieta_laiseca @yahoo.com.ar

Las proteinas de la familia Mage-A poseen expresion especi-
fica tumoral y alta homologia de secuencia. Esta caracteristica ha
hecho que se las considerara proteinas con funciones redundan-
tes. Sin embargo, los estudios indican que la expresion de distintos
genes Mage-A regulan la proliferacion y la sobrevida de las células
tumorales por diferentes mecanismos. La Dexametasona es un
glucocorticoide que se utiliza en combinacion con el paclitaxel en
el tratamiento de tumores de préstata que no responden a terapia
hormonal. El Receptor de Glucocorticoides (GR) cumple un papel
fundamental como inhibidor de la proliferacion celular en el cancer
de prdstata; su activacion por glucocorticoides induce el arresto
celular. Por otro lado, el Receptor de Andrégenos (AR) media el
crecimiento estimulado por hormonas y contribuye al crecimiento
del cancer de préstata. Ha sido reportado que Mage-A11 interac-
tua con AR y que aumenta su actividad transcripcional (Wilson
EM. et al. 2009). Nosotros hemos observado que Mage-A6 inhibe
la actividad transcripcional de GR inducida por Dexametasona.
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Si bien hemos detectado la interaccién de Mage-A6 con las des-
acetilasas de histona (HDACs) 1 y 3, no observamos lo mismo
para HDACB6, una HDAC involucrada en la translocacion de GR
al nucleo. La expresién de Mage-A6 tampoco afecto la dinamica
de traslocacion de GR; esto indicaria que los efectos de Mage-A6
sobre la actividad de GR se encontrarian a nivel nuclear. Ademas,
al comparar los resultados a los obtenidos utilizando AR, obser-
vamos que Mage-A6 no afecta por si sola la actividad transcrip-
cional de AR. Sin embargo, la expresién de Mage-A6 es capaz
de potenciar el efecto activador de Mage-A11 sobre AR. Esto no
se observa utilizando otros miembros del grupo, como Mage-A4.
Nuestros resultados indican que la expresion de Mage-A6 podria
modular selectivamente la actividad de dos receptores nucleares
relacionados y de esta forma podria contribuir al desarrollo del
cancer de prostata.

021. (338) GALECTINA-1 PROMUEVE EL CRECIMIENTO Y
METASTASIS DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR
HUMANO (HCC) E INHIBE SU ADHESION AL ENDOTELIO
Manzi M."; Croci D.2; Bacigalupo M.3; Espelt M. Elola M.5;
Wolfenstein De Todel C.%; Rabinovich G.”; Troncoso M.8
IQUIFIB (UBA-Conicet), Departamento de Quimica Biolo-
gica, FFyB, UBA'34568; IByME, Conicet?”
manzimalena @ hotmail.com

Galectina-1 (Gal-1) es una proteina con afinidad por B-galac-
tésidos. En algunos tumores, como en el HCC, y en las células
endoteliales asociadas al tumor, la sobre-expresiéon de Gal-1 se
asocia con parametros de agresividad, diseminacion y angiogénesis
tumoral. Previamente demostramos que Gal-1 favorece la adhesion
de células de HCC, HepG2, a la matriz extracelular. Para estudiar
si el nivel de expresiéon de Gal-1 modula la tasa de crecimiento de
células de HCC, se utilizaron células HepG2 y HepG2-G2 (sobre-
expresan Gal-1 en forma estable). Al cabo de 96 h, se observé un
mayor numero de células HepG2-G2 viables (225+30% p<0.05,
MTS) respecto al control (100%). Experimentos in vivo demostraron
que células HepG2-G2 inyectadas en ratones nude, promovieron
el crecimiento tumoral respecto de ratones inoculados con células
HepG2 (0.61+0.06 y 0.18+0.08 cm3, p<0.01, respectivamente, 18
d), asi como también el numero de metastasis en nédulos dre-
nantes al tumor (14+1 y 2+1, p<0.001, 8 semanas). Para evaluar
la participacion de Gal-1 en la relacion entre las células de HCC
y el endotelio, se utilizaron las células endoteliales sinusoidales,
SK-HEP-1, derivadas de un adenocarcinoma hepatico humano. Se
observé una elevada expresion intracelular de Gal-1 en las células
SK-HEP-1, como también una alta secrecién al medio extracelular,
mientras que no se detectd su presencia en las células BAEC
(células endoteliales normales de aorta bovina) (Western blot).
Mediante microscopia de fluorescencia se observé que la sobre-
expresion de Gal-1, disminuye la adhesion de las células HepG2
a monocapas de células SK-HEP-1 (24+9%). Nuestros resultados,
tanto in vitro como in vivo, confirman que el incremento del nivel
de expresion de Gal-1 en las células del HCC, promueve el cre-
cimiento tumoral y metastasis. Ademas, el endotelio asociado al
tumor hepatico presenta altos niveles de Gal-1. Finalmente, Gal-1
disminuiria la adhesion al endotelio, sugiriendo que participa en la
invasion del HCC.

582. (260) EL PERFIL HORMONAL DE RATAS HIPOTIROIDEAS
AUMENTA LA APOPTOSIS Y DISMINUYE EL DESARRO-
LLO TUMORAL MAMARIO INDUCIDO POR DMBA
Lépez Fontana C.1; Maselli M.2; Sasso C.3; Santiano
F.4; Semino S.5; Zubiria M.6; Cuello Carrién F.7; Jahn
G.8; Caré6n R.9.

Laboratorio de Hormonas y Biologia del Cancer, IMBECU,
CONICET CCT-Mendozal 2 3 4 5 9; IMBICE, CICPBA-
CONICET La Plata6; Laboratorio de Oncologia, IMBECU,
CONICET CCT Mendoza7; Laboratorio de Reproduccion y
Lactancia, IMBECU, CONICET- CCT Mendoza8
clopezfontana @ mendoza-conicet.gob.ar

El cancer mamario se caracteriza por el control hormonal de
su crecimiento. Ademas, existe controversia sobre la relacion
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entre el hipotiroidismo y el desarrollo tumoral. Por ello estudiamos
la influencia del perfil hormonal inducido por el hipotiroidismo so-
bre la carcinogénesis mamaria. Ratas hembras Sprague-Dawley
fueron tratadas p.o. con una dosis de DMBA (15mg/rata) a los 55
dias de edad y divididas en dos grupos: eutiroideas (EUT, n=24)
e hipotiroideas (HIPO, 0.01% PTU en el agua de beber, n=27).
Los animales fueron pesados semanalmente y controlados hasta
la aparicion de tumores palpables. Se determind la latencia, la in-
cidencia y la progresion tumoral. Se tomaron muestras de sangre
troncal y una porcion de glandula mamaria normal y de tumor para
determinar las concentraciones plasmaticas de hormonas por RIA
y realizar el estudio histopatolégico e inmunohistoquimico. El
analisis estadistico se realiz6 por la prueba t de Student y por Chi
cuadrado. Las HIPO mostraron una disminucién del crecimiento
corporal, una curva de peso mas baja y niveles reducidos de
GH (p<0.0001). La latencia de aparicién de tumores fue mayor
(p<0.0001) y la incidencia y velocidad de crecimiento tumoral
fue menor (p<0.05) en las HIPO que en las EUT. En ambos
grupos los tumores fueron mayoritariamente de tipo ductal, con
mas componente infiltrante y menor respuesta inflamatoria local
en las HIPO. No se observaron diferencias significativas en el
indice mitdtico ni en la expresion de PCNA, mientras que el indice
apoptotico fue mayor (p<0.05) en las HIPO. Los niveles séricos
de prolactina fueron similares en ambos grupos y los de leptina,
estradiol e insulina fueron menores (p<0.05) en las ratas HIPO
comparadas con las EUT, aun cuando la masa grasa corporal
fue similar en ambos grupos. En conclusion, el menor desarrollo
tumoral mamario observado en las ratas HIPO podria deberse a
un aumento en la apoptosis explicado por niveles séricos bajos
de leptina, estradiol e insulina.

023. (419) ESTUDIOS TEF{ATOGENICOS Y FOTOTERAPEUTI-
COS DE NANOPARTICULAS DE POLIANILINA (NP-PANI)
EN MODELOS IN VIVO

Yslas E.'; Ibarra L.2; Tarrés L.3; Molina M.4; Rivarola C.5;
Barbero C.5; Rivarola V.7; Bertuzzi M.®

Dpto Biologia Molecular, Dpto Quimica, Universidad Na-
cional de Rio Cuarto'2345678

inesilla.yslas @ gmail.com

Introduccion: La terapia Fototérmica (TFT) se basa en el uso
de nanomateriales que al ser irradiados con luz del infrarrojo
cercano absorben la radiacion y la liberan como calor provocando
regresion tumoral. Es importante determinar si los nanomateria-
les pueden ser una amenaza para el ambiente y la salud. Por
esto es necesario dilucidar la interacciéon de nanoobjetos con
sistemas bioldgicos para poder ser aplicados en TFT. Objeti-
vos: -Evaluar el efecto teratogénico de Np-Pani en embriones
de Rhinella arenarum. - Evaluar los efectos de Np-Pani sobre
la funcionalidad hepatica y renal en ratones Balb/c sanos y el
efecto fototérmico en ratones portadores de tumor. Materiales y
Métodos: Para el test de teratogénesis se utilizaron embriones
(2-4 blastomeros) expuestos 96 h a polivinilpirrolidona (PVP) y
a Np-Pani dispersadas en PVP, determinandose el numero, tipo
de malformaciones y muertes. En sangre de ratones Balb/c con
Np-Pani administrada por via endovenosa se determiné GPT,
creatinina y urea. En ratones portadores de tumor se adminis-
tré Np-Pani por via intratumoral, luego se irradié y se evalué
la regresién del tumor en el tiempo (10 dias). Resultados: Los
estudios en embriones mostraron efectos teratogénicos en am-
bos grupos tratados (PVP y Np-Pani). Las concentraciones no
téxicas y teratogénicas determinadas a través del Probit fueron
para PVP: NOEC 208,36 mg/L, CT50 290,37 mg/L y CT99 404,65
mg/L. Mientras que para Np-Pani NOEC 219 mg/L, CT50 286
mg/L y CT99 374 mg/L. En ratones no se observaron efectos
adversos de Np-Pani ni de PVP en la funcionalidad hepatica y
renal. Los estudios fototerapéuticos mostraron regresion total en
un 60 % de los tumores tratados. Conclusion: Los valores de
NOEC, CT50 y CT99 son similares para PVP y Np-Pani indicando
que los efectos teratogénicos serian debido a PVP. En ratones,
Np no afectd la funcionalidad hepatica y renal registrandose una
importante accion terapéutica con regresion tumoral total en 3
de los 5 animales tratados.
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024. (595) LA FOSFORILACION DE LA PROTEINA C-SRC
MEDIA LA MIGRACION DE LAS CELULAS MAMARIAS
HUMANAS MDA MB-231 INDUCIDA POR HISTAMINA
Mohamad N.'; Porretti J.?; Girardi M.%; Guitérrez A.*; Cricco
G.% Martin G.®

Laboratorio de Radioisétopos, FFyB, UBA'23456
mohamadnora @ gmail.com

En trabajos previos demostramos que bajas concentraciones
de histamina (HA) (< 1 uM) estimulan la capacidad migratoria e
invasiva en la linea celular humana de carcinoma mamario MDA
MB-231, mientras que concentraciones > 10 uM las inhiben.
Esta accion diferencial estd mediada por los diferentes niveles
de peréxido de hidrégeno (H202) generados en el sistema. La
activacion por fosforilacién de c-Src es crucial en la migracion y la
metdstasis. La c-Src activada fosforila sustratos involucrados en
la adhesién celular, entre ellos la beta-catenina que transloca al
nucleo y regula la expresion de genes del proceso de transicion
epitelial-mesenquimatica. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar el papel de la proteina c-Src en la respuesta migratoria
inducida por HA en las células MDA MB-231. Se emple¢ el inhi-
bidor especifico de c-Src PP2 en una concentracion (1 uM) que
no afecto la proliferacion celular. Utilizando camaras de migracion
e insertos con poros recubiertos o no con matrigel®, se determind
que el PP2 bloqueé el efecto estimulatorio de bajas dosis de HA
sobre la migracion e invasion. Por western blot se observd un
aumento de la fosforilacién de la proteina c-Src (p < 0.05 vs con-
trol) con dosis bajas de HA y de H202 exdgeno (0,5 uM) y una
disminucion (p < 0. 05 vs control) con altas concentraciones de HA
y de H202 (5 uM). El tratamiento con catalasa revirtié los efectos
de las distintas dosis de HA. Por inmunocitoquimica se evalué6 la
expresion de Beta catenina. Hubo un aumento de la expresion
nuclear y perinuclear con HA 0.5 uM (p < 0.05 vs control), mien-
tras que en el tratamiento combinado de PP2 con HA 0.5 uM se
observd una expresion citoplasmatica y nuclear de beta catenina
similar a la de los controles. Nuestros resultados sefialan que la
histamina modula la capacidad migratoria e invasiva de las células
MDA MB-231 a través de una via de sefalizacion poco estudiada
para los GPCR que incluye la fosforilacién de la c-Src por H202.
025. (606) ROL DE COACTIVADORES DE RECEPTORES NU-
CLEARES EN EL DESARROLLO TUMORAL
Panelo L."; Alvarado C.%; Fernandez Larrosa P.3; Ruiz
Grecco M.% Burlando S.5; Alvarez C.%; Sambresqui A.7;
Costas M.8; Rubio M.®
Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari’ 234
56789

labapoptosis @lanari.fmed.uba.ar

Nuestro grupo estudia el rol de la familia de Coactivadores de
Receptores Nucleares en el desarrollo tumoral y su interaccion
con otras moléculas involucradas en el desarrollo maligno. De-
mostramos previamente que la sobreexpresion de RAC3, uno de
los miembros de esta familia, tiene un rol clave en el desarrollo
tumoral por accién nuclear: contribuyendo a la proliferacién celular
y la inhibicién de la apoptosis regulando la actividad del factor de
transcripcion NF-kB, que es activado por citoquinas inflamatorias
y sefales de estrés, ademdas de una accidn citoplasmatica: re-
gulando la actividad de quinasas. Con el objeto de determinar si
altos niveles de RAC3 son acompafiados de una mayor actividad
NF-kB en tumores de colon y recto, se analizaron muestras de
biopsias obtenidas en nuestro instituto, en cuanto a nivel y loca-
lizacién subcelular de RAC3 y el componente Rel-A del dimero
NF-kB por inmunohistoquimica. Segun nuestras observaciones,
RAC3 se expresa en altos niveles en 6 muestras tumorales de
pacientes analizados respecto de las muestras no tumorales,
donde es practicamente indetectable. La localizacién fue predo-
minantemente citoplasmatica. En cuanto a Rel-A, solo se observa
un leve aumento en sus niveles en las muestras tumorales, siendo
citoplasmatico en todos los casos. Asimismo, cuando se estudia-
ron los niveles del ARN mensajero de los coactivadores SRC2
y RAC3 en muestras de tejido adiposo de mama, observamos
niveles aumentados de los mismos que correlacionan con lesiones
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neoplasicas. Estos resultados sugieren que los altos niveles de
expresién de coactivadores estarian asociados al desarrollo de
distintos tipos de cancer, tanto hormona dependientes como inde-
pendientes, contribuyendo al desarrollo tumoral por mecanismos
probablemente independientes de la actividad NF-kB.

026. (613) INDUCCION DIFERENCIAL DELA PROTEINA KU80
EN RESPUESTA A LA IRRADIACION GAMMA EN CELU-
LAS DE CANCER COLORECTAL RADIORESISTENTES
Cerda M."; Batalla M.?; Notcovich C.3; Molinari B.%; Duran
H.5; Policastro L.®

Comision Nacional de Energia Atomica, CONICET' 234
5, UNSAM®

belen_cerda @yahoo.com

La generacion de rupturas doble cadena (DSBs) es la principal
causa del efecto letal de la radiacion ionizante. La capacidad de
reparacion del ADN esta asociada directamente con la radiore-
sistancia intrinseca (RI) en las células tumorales. La proteina
kinasa dependiente de ADN (DNA-PK) es uno de los principales
complejos asociados a la reparacién de DSBs. La DNA-PK esta
formada por un componente catalitico y una proteina heterodimé-
rica llamada Ku, compuesta por dos polipéptidos estrechamente
asociados denominados ku70 y ku80. Ku se une a las DSBs y
recluta a la subunidad catalitica. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los niveles de ku70 y ku80 por PCR en tiempo real y por
western blot en células de céancer colorectal con diferencias en
su RI. En primer lugar, hemos caracterizado la Rl de lineas de
cancer colo-rectal: HT-29, Caco2, T84 y LoVo mediante curvas de
sobrevida y mediante su capacidad de reparacion de las DSBs.
El ajuste de las curvas al modelo lineal cuadratico mostraron un
aumento significativo del valor de o en LoVo respecto de HT-29,
Caco-2 y T-84 (p < 0.05). La capacidad de reparacion del dafo
al ADN se realizé mediante la determinacién inmunohistoquimi-
ca de la fosforilacién de la histona H2AX. El ensayo se realizd
a 0,5y 6 h post-irradiacion (2Gy) como medida de dafio inicial
y reparado del ADN. HT-29 mostré un aumento significativo del
numero de células con menos focos a las 6 horas respecto de las
otras lineas celulares (p<0.05). En conclusion HT-29 es la linea
mas radioresistente y LoVo es la mas radiosensible. Finalmente,
hemos comparado la expresion de Ku70 y Ku80 en HT-29 y LoVo
y su induccién (2Gy) a 2, 4, 8 y 10 horas. Ku80, pero no Ku70
fue significativamente inducida en la linea radioresistente HT-29
pero no en LoVo. En futuros experimentos evaluaremos si la ex-
presion de Ku80 podria ser un parametro util para la prediccion
de la radiosensibilidad asi como también un blanco sensible para
la radiosensibilizaciéon del cancer colorectal.

027. (614) CARACTERIZACION DEL PROCESO DE EXCLU-
SION DE AMPC MEDIADO POR MRPS EN MODELOS DE
CARCINOMAS DUCTALES PANCREATICOS HUMANOS
Carozzo A."; Diez F.%; Copsel S.3; Bianciotti L.#; Shayo C.5;
Fernandez N.%; Davio C.”

Laboratorio de Farmacologia de Receptores, Cdtedra de
Quimica Medicinal, FFYB, UBA'2¢7; Laboratorio de Pa-
tologia y Farmacologia Molecular, IBYME, CONICET?®;
Catedras de Fisiopatologia, FFYB, UBA*

acarozzo @ffyb.uba.ar

Diversos reportes indican que el AMPc esta implicado en
procesos de proliferacion y diferenciacion de células normales y
malignas. Dado que el cancer de pancreas representa uno de los
tipos de cancer con mayor tasa de mortalidad y a fin de establecer
un posible blanco terapéutico nos planteamos estudiar el meca-
nismo de exclusion del AMPc en células ductales de carcinoma
pancreatico (HPAF, PANC1, BxPC3) y el papel de las proteinas
de resistencia a multidrogas (MRPs) en este proceso. El nivel de
AMPc intracelular resulta del balance entre su produccién, degra-
dacion y exclusion. Cinéticas de produccion de AMPc a Forskolina
33 mM, mostraron un incremento significativo en los niveles de
AMPc extracelular. En ensayos concentracion-respuesta a dicho
agente se observé un incremento concentracion-dependiente en
los niveles intra y extracelulares de AMPc y una exclusion signi-
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ficativamente mayor en el sistema mas indiferenciado (PANC1).
El tratamiento con probenecid 1 mM (inhibidor de MRPs) llevé a
una disminucion en el proceso de exclusiéon del 80%, sugiriendo
la implicancia de MRPs en dicho proceso. EI MRP4 es el miembro
de la familia de MRPs que presenta mayor afinidad por el AMPc.
Asi, evaluamos mediante Western blot la expresion de MRP4,
observando una mayor expresion en las células mas indiferen-
ciadas y malignas. Asimismo, el tratamiento con agentes que
incrementan los niveles de AMPc, inducen una disminucién en los
niveles de MRP4. Andlisis in silico del promotor del gen de MRP4
muestran varias secuencias que podrian ser reguladas directa o
indirectamente por AMPc (sitios CRE y SRE) sugiriendo un po-
sible mecanismo de regulacién que dependeria de la maquinaria
celular. Estos resultados muestran la existencia de mecanismos
de exclusion de AMPc en células ductales de carcinoma pancrea-
tico y sugieren una correlacién entre el grado de malignidad y la
regulacion de los niveles de AMPc y MRP4.

028. (650) ESTRATEGIA DE DESARROLLO DE UNA BIBLIO-
TECA DE ANTICUERPOS DE DOMINIO UNICO DE LLAMA
(VHH) PARA LA IDENTIFICACION DE MARCADORES DE
MELANOMA METASTASICO HUMANO.

Lacreu M."; Mac Keon S.2; Mordoh J.3; Urrutia M.*
Fundacion Instituto Leloir' 234

laulacreu @ gmail.com

Una vez que el melanoma metastatiza a distancia, el pro-
nostico es sombrio. Aun no se han desarrollado Ac monoclo-
nales contra melanoma. Las llamas poseen, ademas de las
Igs convencionales, Acs que carecen de cadena liviana, cuyo
sitio de combinacion al Ag consta sélo de la regién variable de
la cadena pesada (VHH), poseyendo una estrategia de union
al Ag diferente a la de los Acs convencionales. Con el fin de
construir una biblioteca de VHHs contra Ag de superficie de
células de melanoma humano, se inmunizaron llamas con lineas
de melanoma humano metastatico (LMHM). Mediante RT-PCR
para el transportador de membrana ABCB5, se obtuvieron 3
LMHM positivas (de 9 estudiadas) cuyos extractos de membrana
fueron usados como inmundégenos. Luego de la inmunizacion se
observé que las respuestas séricas contra células enteras no
permeabilizadas aumentaba a medida que avanzaba la inmuni-
zacion (1er, 2da y 3er inmunizaciéon) obteniéndose un titulo final
mayor a 1/1000. Se aislaron células mononucleares de sangre
periférica, y mediante RT-PCR con primers especificos se am-
plifico el pool de VHHs para construir la biblioteca. También en
dos de las 3 lineas utilizadas se estudié mediante citometria de
flujo la presencia en membrana plasmatica de los marcadores
CD63 (tetraspanina) que sera utilizada para la seleccion y de los
marcadores de células stem CD133 (prominina) y CD271 (nerve
grow factor receptor). Las 2 LMHM fueron positivas para CD63
(89%, 79%) y CD271 (96%, 98%) y negativas para CD133 (4%,
3%). CD271 confirmo ser Ag de membrana mediante epifluores-
cencia. Los resultados mencionados nos permiten concluir que
las llamas han desarrollado respuesta contra Ag de membrana,
probablemente en forma nativa. Por otro lado, la presencia en
membrana plasmatica de CD271 en dos LMHM utilizadas como
inmundgeno, abre la posibilidad de obtener moléculas terapéu-
ticas dirigidas contra este Ag.

029. (704) REGULACIC')N DIFERENCIAL DE PROLIFERACION
Y MIGRACION DE CELULAS DE MELANOMA POR
MODULACION DE LOS NIVELES DE PEROXIDO DE
HIDROGENO

Bracalente C.'; Notcovich C.2; Ibafez 1.%; Policastro L.%
Duran H.?

Comision Nacional de Energia Atomica, GAIANN, De-
partamento de Micro y Nanotecnologia’?“; CONICET?;
Universidad de San Martin®

candybraca @gmail.com

El melanoma maligno es un tipo de cancer de piel que deriva
de la transformacion de melanocitos. El estudio de los mecanis-
mos de dicha transformacion es relevante, dado que es un tipo

71

de tumor refractario a la mayoria de los tratamientos de quimio-
radioterapia. Antecedentes bibliograficos y de nuestro grupo de
trabajo demuestran la presencia de altos niveles de especies
reactivas del oxigeno (ROS) en células tumorales y su participa-
cion como mediadoras de procesos asociados a la transformacion
celular, tales como proliferacion, invasion y metastasis. Por lo
tanto, se evalud el efecto de la disminucién de los niveles de
perodxido de hidrégeno (H202) por sobreexpresion de la enzima
antioxidante catalasa, sobre la proliferacion celular y capacidad
de migracion. Con este objetivo, células de melanoma (A375)
fueron transfectadas de forma estable con el plasmido pcDNAS3,
conteniendo el cDNA de la catalasa humana, utilizandose como
control, la transfeccion con el plasmido vacio. Se obtuvieron tres
clones A7, G10 y C10 con mayor expresion y actividad de cata-
lasa respecto del control (p<0.05), evaluadas por western blot y
por un ensayo espectrofotométrico, respectivamente. Asimismo,
para determinar la proliferacion celular, se realiz6 el ensayo de
MTT, obteniéndose en los tres clones una tasa de proliferacion
significativamente menor al control (p<0.05). Por otro lado, la
capacidad de migracién celular fue evaluada por el ensayo de
wound healing; observandose que: mientras el clon G10 desa-
rrollaba una mayor capacidad de migracién respecto del control
(p<0.05); el clon A7 presentdé un resultado opuesto, lo que podria
explicarse por diferentes niveles endégenos de H202 entre clo-
nes. En conclusion, si bien el aumento de los niveles de catalasa
inhibe la proliferacion, en este trabajo demostramos que dicho
aumento regula la migracion, tanto positiva como negativamente,
evidenciando que el H202 participaria en la regulaciéon de ambos
procesos por vias independientes.

REPRODUCCION 1
030. (434) LA REACCION ACROSOMICA INDUCIDA POR
FIBRONECTINA ES MEDIADA POR EL SISTEMA AMPC/
PKA EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS
Perez Espinosa B.'; Morales P.%; Diaz E.®
Universidad de Antofagasta, Facultad Cs de la Salud, Dpto
Biomédico, Lab. Biologia de la Reproduccion’??
boris.perez @uantof.cl

Resultados preliminares demostraron que la fibronectina, una
proteina de la matriz extracelular presente en el cumulo oéforo
del ovocito, induce la reaccion acrosémica en espermatozoides
humanos y que su efecto es mediado por el proteasoma. Es sabi-
do que las integrinas (receptores transmembrana de las proteinas
de las matriz extracelular) activan diversas sefiales intracelulares
como por ejemplo el sistema AMPc/PKA, entre otras. El objetivo
de este trabajo es determinar si fibronectina es capaz de inducir
la reaccién acrosémica y la actividad del proteosoma a través
de la via AMPc/PKA. Para ello, alicuotas de espermatozoides
moviles, seleccionados por Percoll, fueron capacitados durante
18 hr. En los ultimos 45 minutos los espermatozoides fueron
incubados con 100pM H89 (inhibidor de PKA), 50nM KT5720
(inhibidor de PKA) o solvente. Luego, se evalué: 1) el porcentaje
de espermatozoides reaccionados usando PSA-FITC y Hoechst
33258; 2) la actividad tipo quimotripsina del proteasoma con un
sustrato fluorogénico; 3) el grado de fosforilacién en tirosina de
proteinas totales y del proteosoma; 4) el efecto de fibronectina
sobre el nivel de AMPc de los espermatozoides; 5) el nivel de
actividad de PKA. Para evaluar la participacion de SACY (adenilil
ciclasa soluble), en los ultimos 40 minutos los espermatozoides
fueron cambiados de medio Tyroides tradicional a un Medio
Tyroide S/ HCO3-. En una alicuota se evalué el porcentaje de
espermatozoides reaccionados usando PSA-FITC y Hoechst
33258; en otra alicuota, se determind por Western-blot el grado
de fosforilacién de proteinas en residuos tirosina y proteinas
sustratos de PKA. Los resultados indican que Fn es capaz de
inducir RA via AMPc y PKA y que en ausencia de HCOS3-, el
efecto observado se revierte parcialmente. Estos efectos se apre-
cian de igual forma en el patron de fosforilaciéon de proteinas a
nivel de residuos tirosina y proteinas sustrato de PKA. Fondecyt
11070051 y 1080028
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031. (447) EFECTO DE LA EXPOSICION AMBIENTAL A PLA-
GUICIDAS EN LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DE ARGI-
NASA Y ORNITINA DECARBOXILASA DE PLACENTA
HUMANA
Lombardo P."; Rivero Osimani V.2; Chiapella G.%; Magnarelli
G.4 Guinazu N.5
Facultad de Ciencias del Ambiente de la Salud, Universidad
Nacional del COMAHUE'?; Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional del Comahue, IDEPA-CONICET?34
paol_87 @hotmail.com

Arginasa (ARG) y ornitina decarboxilasa (ODC) son enzi-
mas que participan en la formacion de poliaminas, factores que
intervienen en el crecimiento y la diferenciacién celular en la
placenta. Considerando que la sintesis de poliaminas es afectada
en respuesta a toxicos, el objetivo de este trabajo fue analizar
si la exposicion ambiental a OP impacta en la actividad de las
enzimas ARG y ODC en este érgano. Previo consentimiento
informado, se colectaron vellosidades de placentas a término
(n=36), de cesareas electivas, de pacientes seleccionadas en
base a criterios de inclusién/exclusion: residentes urbanas -ZU- y
rurales -ZR en periodos de aplicacién intensiva de OP (PA) y en
receso (PR). La exposicién a OP se evalué mediante el estudio
de la actividad del biomarcador de referencia carboxilesterasa,
hallandose disminucién en ZR en PA respecto de ZU (p <0,05).
Los resultados demostraron que en las placentas de ZR se
modificé significativamente (p <0,05) la actividad de las enzima
ARG en PA (60,84 + 25,85 mg urea’/h x mg prot) respecto de PR
(15,50 + 6,78 mg urea’/h x mg prot) y de ZU (23,25 + 6,61 mg
urea’h x mg prot). La actividad de ODC se incrementé significa-
tivamente (p <0,05) en ZR en AP (0,166 + 0,071 nmol CO2/h x
mg prot) respecto de PR (0,015 + 0,010 nmol CO2/h x mg prot)
y de ZU (0,029 + 0,012 nmol CO2/h x mg prot). Adicionalmente
se analizé por western blot la expresion de ARG isoformas |y I,
y ODC observandose un incremento significativo en la expresién
de la ARG Il y ODC en ZR en AP. Estos resultados indican que
la actividad y expresién de enzimas involucradas en la biosintesis
de PA en placenta se incrementaron en la exposicion ambiental
a OP, efecto posiblemente asociado a una respuesta reparadora
para mantener la homeostasis tisular. Agradecimientos: beca
alumno UNCo-FaCiAS y posgrado FONCyT. Subsidios FONCyT,
UNCo y CONICET. Médicas Marcela Curioni y Silvia Santa Cruz.
032. (462) BLOQUEO DEL RECEPTOR AT2 DE ANGIOTENSINA
11'Y SURELACION CON LA ANGIOGENESIS PLACENTA-
RIA'Y FETAL EN RATAS NORMO E HIPERTENSAS.
Biaggio V."; Lopez Aguilera F.2; Seltzer A2
Universidad Nacional de Cuyo, IHEM, CONICET' 23
vbiaggio @ gmail.com

Introduccion: Hay multiples factores que participan en el fené-
meno de anti-angiogénesis en la preeclampsia, algunos actuan
en concierto con las vias de sefalizacién de los (VEGF-R) y de
los receptores de Angiotensina Il (AT1-R y AT2-R). Se observé
también una activacion aberrante de las vias de sefializacion de
los AT1-R por formacion de heterodimeros y autoanticuerpos.
Por otra parte, VEGF promueve el desarrollo de la placenta y
del feto al incrementar la vasculogénesis. Objetivo: Analizar la
presencia de formas oligoméricas de los AT1-R y AT2-R, y la
expresion de VEGF y su receptor FLk-1 en la placenta de ratas
normo e hipertensas. Se aplicaron técnicas de Western Blot, IHQ
y microscopia confocal (mc) a tejidos obtenidos de ratas prefiadas
(-P) de las cepas WKY y SHR tratadas con el AT2-RB: PD123319
(bomba mini-osmética/dosis: 1.0 mg/Kg/dia) (WKY-PD y SHR-
PD) y controles tratadas con salina (WKY-P+SF y SHR-P+SF) y
sacrificadas E18. Resultados: En las ratas SHR-P observamos
mayor expresion de formas oligo y diméricas (p<0.01) de los
receptores: AT1-R y de formas diméricas del AT2-R (p<0.001).
El tratamiento con PD123319 no modificé la PA de las SHR-P
pero aumenté significativamente (p<0.001) la presencia de moné-
meros del AT1-R y disminuy6 la expresion de las formas de alto
peso molecular del AT2-R. En los animales SHR-P vemos una
atenuacion de las marcas VEGF+ (IHQ), Flk-1+ y AT2+(mc) en
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los vasos de la decidua. El tratamiento con el AT2-RB exacerba y
extiende la inmunotincién hacia los vasos de la zona fetal en los
WKY-PD mientras que en los SHR-PD no aumenta. Conclusion:
La respuesta del sistema VEGF/FIk-1 al bloqueo del receptor AT2
fue diferente en las placentas de las ratas normo e hipertensas.
En este sistema postulamos una regulacién de los AT1-R por
los AT2-R (crosstalk) en las ratas WKY-P que se pierde en las
SHR-P posiblemente por alteraciones de los receptores de VEGF.
033. (521) CARACTERIZACIQN DEL SISTEMA ENDOCAN-
NABINOIDE EN LA PRENEZ MURINA Y EN UN MODELO
DE PARTO PRETERMINO INDUCIDO POR LIPOPOLI-
SACARIDO.

Bariani M.'; Dominguez Rubio A.%; Vercelli C.3; Cella M.%;
Franchi A.5; Aisemberg J.®

CEFYBOIZ3456

vickiba_86 @ hotmail.com

Uno de los problemas mas importantes en la perinatologia
actual es la prematuridad, siendo la causa principal de morbi-
mortalidad perinatal. Las infecciones son responsables de un
tercio de los partos prematuros, estando implicadas las vias proin-
flamatorias. Los endocannabinoides (EC) son mediadores lipidicos
que actuan a través de receptores CB siendo la anandamida
(AEA) uno de los EC mas abundantes. Su efecto bioldgico termina
cuando es degradada por la FAAH, una hidrolasa de amidas de
acidos grasos. Se vio que los niveles de AEA aumentan en suero
durante el parto en la mujer, sugiriendo su participaciéon durante
el parto normal. En el presente trabajo demostramos la presencia
de ambos receptores de EC (CB1 y CB2, por western blot) y de-
terminamos la actividad (por radioconversion) de las enzimas de
sintesis y degradacién de AEA en el Utero de ratén en la prefiez
tardia. Observamos un aumento de la actividad de sintesis de AEA
(p<0,01: dia 18 vs. dia 19 o dia del parto) antes del parto, sin
encontrarse cambios en su degradacion. Desarrollamos un modelo
murino de parto pretérmino administrando dos dosis de lipopolisa-
carido (LPS, 10 pg/ratén) a ratones hembra de la cepa BALB/c en
el dia 15 de gestacion. La endotoxina induce el parto prematuro
10 h después de la ultima inyeccion. Se determiné en Uteros de
hembras de dia 15 (control) y con parto pretérmino la expresion
del ARNm de la FAAH (por PCR) y la actividad enzimatica de la
misma (por radioconversién). Observamos una disminucién en la
expresion uterina del ARNm de FAAH en las hembras con parto
pretérmino luego de 3 h de la ultima dosis de LPS (p<0.001: dia
15 vs. dia 15+LPS) que no se mantiene a las 5 h; momento en
el cual tampoco observamos cambios en la actividad enzimatica.
Este trabajo muestra la presencia del sistema endocannabinoide
en el utero de raton al final de la prefiez, la modulacién de la
sintesis de AEA vy alteraciones en la degradacion de este EC en
el parto prematuro inducido por infeccién.

034. (539) LA HIPERANDROGENIZACION PRENATAL PRODU-
CE ALTERACIONES EN LA FUNCIONALIDAD OVARICA
DURANTE LA ETAPA PUBERAL

Amalfi S.'; Velez L.2; Heber F.3; Ferreira S.4 Pignataro
0O.5; Motta A.®

CEFYBO, UBA, CONICET'234¢; IBYME®
sabri_amalfi@hotmail.com

Una de las hipdtesis sobre la etiologia del Sindrome del Ovario
Poliquistico es que un exceso de androgenos intrauterino induciria
reprogramacion fetal, sin embargo se desconoce el alcance de la
misma. Objetivo: establecer alteraciones ovaricas inducidas por el
hiperandrogenismo prenatal (HA). Ratas prefiadas Sprague-Dawley
se inyectaron entre los dias 16 a 19 de gestacion con 2 (T2) 6
5 mg (T5) de testosterona ¢ aceite (control: C), N=10 animales/
determinacion y por grupo. Las crias hembras se pesaron a los
21y 60 dias de edad (sacrificio) y se midié la distancia uro-genital
(como parametro de masculinizacién). Por extendido vaginal se
determiné el estadio del ciclo sexual. Resultados: El estudio de
la morfologia ovarica por tincién con hematoxilina-eosina mostré
que HA aumenté el nimero de foliculos primarios por ovario, in-
dujo luteinizacion anémala y quistes foliculares. A los 21 dias de
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edad, los animales T2 y T5 tenian menor peso que los controles
(C: 40+2 g, T2: 34+3g, T5: 20+1 g) pero a los 60 dias no habia
diferencia y la distancia uro-genital de T2 y T5 era mayor (1,7+0,2
y 1,9+0,1, respectivamente) que C (1,2+0,1 mm). La concentracién
de progesterona en suero evaluada por radioinmnoensayo (RIA)
era mayor en T2 (149+50) y T5 (135+18) que en C (68+7 ng/ml
suero) y la de estradiol (por RIA) era menor en T2 (0,05+0,02) y
T5 (0,06+0,01) que en C (0,37+0,01 ng/ml suero). Testosterona en
suero (por RIA), no vario entre los tres grupos. Los animales T5
no presentaron apertura vaginal y no ciclaban. El 20% de T2 tenia
ciclos sexuales regulares vs 30% de C. La prostaglandina E ovarica
de T2 (3,4+0,9) no era significativamente distinta a la C (3,5+1,09)
pero era mayor en T5 (7,9+1,6 pg/mg proteina). Concluimos que
HA genera un ambiente desfavorable para el desarrollo fetal que
se traduce en un menor peso en los primeros dias post-nacimiento.
En la pubertad, la esteroidogénesis ovarica se ve alterada y se
establece un estado pro-inflamatorio ovarico en T5.

035. (602) DOSIS DIARIAS DE LEPTINA EJERCEN UN EFECTO
PROTECTOR SOBRE LA ATRESIA FOLICULAR DE LA
RATA

Bilbao M.'; Di Yorio M.?; Faletti A.3

CEFYBO, CONICET, Facultad de Medicina, UBA'?3
guillerminabilbao @ hotmail.com

La leptina, proteina codificada por el gen de obesidad, es
capaz de modular la funcion ovarica. En estudios previos encon-
tramos que el tratamiento diario con bajas dosis de leptina induce
el proceso ovulatorio aumentando los niveles de progesterona (P4)
sérica en la rata. Dado que en el ovario la cadena de transporte
de electrones asociada a la esteroidogénesis es la principal via
de produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS), el obje-
tivo de este trabajo fue determinar el efecto de este tratamiento
sobre las principales enzimas responsables de la sintesis de P4,
la atresia folicular mediante la determinacién del estado oxidativo
y el grado de apoptosis tisular. Para ello, ratas inmaduras estimu-
ladas con gonadotrofinas (eCG/hCG) fueron tratadas por 12 dias
con vehiculo (C) y leptina (L, 3 pg/dia). Se determiné en ovario: i)
expresion proteica de P450scc, 3BHSD y caspasa-3 por Western
blot, ii) contenido total de glutation (GSH), actividad enzimatica
de superdxido dismutasa y catalasas, e indice de peroxidacion
lipidica, por espectrofotometria; iii) capacidad de respuesta del
tejido a ROS por espectrofluorometria; y iv) presencia de ROS en
el tejido por microscopia confocal. Las ratas tratadas con leptina
exhibian menor expresién de caspasa-3 activa (C: 684+63; L:
425+51; p<0.001), mayor expresion de 3BHSD (43.6%, p<0.05)
sin cambios en P450scc. Asimismo, se observd disminucion del
contenido de GSH total (20%, p<0.05) sin afectar las actividades
enzimaticas antioxidantes ni modificar el nivel de peroxidacion
lipidica; de la capacidad de respuesta a ROS al aumentar 216%
(p<0.001) la presencia de estas especies después de una induc-
cioén con H202; y de la cantidad absoluta de ROS (94.6%, p<0.01)
en el tejido. Estos resultados sugieren que bajas dosis diarias de
leptina ejercen un efecto protector sobre el ovario por disminuir el
estrés oxidativo y el grado de apoptosis, lo que lleva a una menor
atresia folicular durante el proceso ovulatorio.

036. (672) MQDULACION DE LA EXPRESION DE GNRH EN EL
HIPOTALAMO DE LAGOSTOMUS MAXIMUS (VIZCACHA
DE LAS LLANURAS) POR OXIDO NITRICO

Inserra P."; Di Giorgio N.?; Saucedo L.3; Leopardo N.%
Lux-lantos V.5; Vitullo A.%; Dorfman V.7

Centro de Estudios Biomédicos Biotecnoldgicos Ambien-
tales y Diagndstico (CEBBAD), Universidad Maimdnides'’
346 7 /ByMEzs

vdorfman08 @yahoo.com

La sintesis y secreciéon de la Hormona Liberadora de Gona-
dotrofinas (GnRH) es regulada por ¢éxido nitrico (NO). Esta se
secreta en forma pulsatil desde la pubertad hasta la menopausia
exceptuando la prefiez. La vizcacha presenta poliovulacion, neo-
oogénesis a edad adulta y pseudo-ovulacion durante la gestacion.
El objetivo fue estudiar la modulacién de la sintesis y secrecion
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de GnRH en este roedor. Se utilizaron hipotalamos de vizcachas
adultas prefiadas ovulando (PO) y sin ovular (PNO), no prefadas
ovulando (NPO) y sin ovular (NPNO) y machos (M) (n=5 por
grupo). Se determind la concentraciéon de GnRH por RIA y se
observo significativamente (s., p<0,05) mayor concentraciéon en
HA (hipotédlamo anterior) que en HMB (hipotalamo medio basal)
de My no prefiadas (M=5 veces, NPNO=3 veces y NPO=98%) y
mayor concentraciéon en HMB que en HA de prefiadas (PO=177%,
PNO=20%). La concentracion en HMB fue 108% mayor en PO
que en PNO, mientras que en HA fue 7 veces menor en NPO
que en NPNO. Mediante inmunohistoquimica se localiz6 GnRH
en soma y varicosidades de neuronas del Area Predptica del
Hipotalamo (APQ), en citoplasmas del Nucleo Supradptico (NSO)
y en varicosidades de la Eminencia Media (EM). Con microsco-
pia confocal se determiné la expresion de NO Sintasa neuronal
(nNOS) en neuronas adyacentes a las que expresan GnRH en
APO, y NO Sintasa endotelial (€NOS) en células que rodean los
axones inmunorreactivos para GnRH en ME. Por Western-Blot se
determind disminucion s. de la expresion de nNOS en HA y de
eNOS en HMB durante la ovulacion (nNOS= 144% NPO vs NPNO
y 102% PO vs PNO; eNOS= 10 veces NPO vs NPNO y 8 veces
PO vs PNO). La diferencia de expresion de GnRH en HA e HMB
durante la prefiez indicaria la actividad del eje HHG durante la
gestacion. La presencia de NOS en neuronas adyacentes a las
inmunorreactivas para GnRH, asi como su disminucién durante la
ovulacion sugiere la influencia del NO sobre la sintesis y secrecién
de GnRH aun durante la gestacion. (PIP-CONICET 0225/2011).
037. (43) EFECTO DE AGONISTAS DE RECEPTORES AC-
TIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISOMALES
(PPARS) EN LA PLACENTA A TERMINO DE RATAS

SANAS Y DIABETICAS.
Capobianco E.'; Kurtz M.2; Fornes D.3; Perrone C.4 Jawer-
baum A.°

CEFYBO, CONICET, Facultad de Medicina, UBA'2345
evacapobianco @yahoo.com.ar

En la diabetes materna, el feto y la placenta se desarrollan en
un ambiente intrauterino proinflamatorio. Dada la capacidad regu-
latoria de agonistas de PPARs sobre el entorno proinflamatorio, el
OBJETIVO fue estudiar el efecto de agonistas de PPARs sobre la
lipoperoxidacion y produccion de 6xido nitrico (NO) en placenta de
ratas sanas y diabéticas a término en forma género-dependiente.
Se explantaron placentas de ratas sanas (C) y diabéticas (D) por
administracion de estreptozotocina que fueron A) alimentadas
desde el dia 0,5 de gestacion con dieta estandar suplementada o
no con 6% de aceite de oliva (AO: contiene 75% de acido oleico)
0 6% de aceite de cartamo (AC: contiene 75% de acido linoleico)
y B) inyectadas en forma intrafetal con 15deoxyA12,14PGJ2 (PGJ
1 pM), agonista de PPARYy en los 3 ultimos dias de prefiez. Se
dosd la glucemia, trigliceridemia y colesterolemia en suero mater-
no y fetal. En la placenta se determinaron los niveles de nitratos/
nitritos (N/N), metabolitos estables del NO (reaccion de Griess)
y los lipoperéxidos, mediante reaccioén con el acido tiobarbiturico
(TBARS). Los tratamientos efectuados no modificaron los niveles
de glucemia, trigliceridemia y colesterolemia, elevados en suero
D materno y fetal (p<0.05). Los niveles de TBARS, elevados en
placentas de fetos hembra (36% p<0,05) y macho (59% p<0,01)
D, se redujeron con dieta materna AC (33% p<0,05), y no me-
diante dieta AO. El tratamiento fetal con PGJ redujo TBARS solo
en placentas de fetos hembra (49% p<0.05). Los niveles de N/N,
incrementados en placenta de fetos hembra (31% p<0,05) y macho
(43% p<0,05) D, se redujeron con ambos tratamientos dietarios
(30% p<0,05). El tratamiento fetal con PGJ redujo N/N solo en
placentas de fetos hembra (20% p<0.05). CONCLUSIONES: Los
tratamientos con agonistas de PPARs mejoran parametros proin-
flamatorios en placentas de ambos sexos cuando el tratamiento
es materno, mientras que solo en placentas de fetos hembra,
cuando el tratamiento es fetal.

038. (37) FAS LIGANDO SOLUBLE COMO MEDIADOR DE LA
APOPTOSIS DE LAS CELULAS GERMINALES EN UN
MODELO DE INFLAMACION TESTICULAR
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Jacobo P.'; Fass M.2; Lustig L.%; Theas M.*

Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de
Medicina, UBA'234

ciruba14 @yahoo.com.ar

La orquitis autoinmune experimental (OAE) es un cuadro de
inflamacién croénica del testiculo caracterizado por la presencia
de un infiltrado intersticial linfomonocitario y apoptosis de las
células germinales (CG). Demostramos previamente la expresion
del receptor de muerte Fas en las CG apoptéticas y un aumento
del numero de linfocitos que expresan FasL en la membrana
(FasLm). Nuestra hipotesis es que el FasLm podria liberarse en
su forma soluble (FasLs), atravesar la barrera hemato-testicular
(BHT) y unirse al Fas de las CG induciendo apoptosis. La OAE
fue inducida por inmunizacion con antigenos espermaticos y adyu-
vantes. Las ratas del grupo control (C) fueron inyectadas solo con
adyuvantes y las del grupo normal (N) no recibieron tratamiento.
Los animales fueron sacrificados a los 50 (OAE focal) y 80 (OAE
severa, s) dias de la primera inmunizacion. Por citometria de flujo
detectamos en la OAE un aumento del porcentaje de macréfagos
testiculares que expresan FasLm. El contenido testicular de FasLs
(Western blot) evaluado en el fluido testicular fue mayor sélo en
las ratas con OAEs (media+ESM, N:0,85+0.04, C:1.00+0.00,
OAE:1,59+0.28, p<0.05 vs N y C). Para evaluar la permeabilidad
de la BHT al FasLs, inyectamos por via subalbuginea un FasLs
unido al Strep-tag® y analizamos su localizacion por inmunofluo-
rescencia, con un anticuerpo anti-Strep-tag®. En ratas con OAE,
el FasLs-Strep-tag®, se localizé en la luz de los tubulos semini-
feros (TS), por dentro de la BHT (identificada por claudina 11).
Mediante experimentos in vitro empleando un anticuerpo agonista
(Ac-Fas) observamos que la activacion del Fas indujo apoptosis
de las CG [mediatLC %CG-TUNEL+: medio solo: 25,46+(0.82-
0.79), Ac-Fas(5pug/ml): 46.77+(1.05-1.05) n=8000-11000 células/
grupo, p<0.001, Chi2 test]. Los resultados demuestran que el
FasLs, posiblemente liberado por los linfomonocitos intersticiales,
es capaz de atravesar la BHT e inducir apoptosis de las CG a
través de su interaccion con el receptor Fas.

039. (173) VIAS DE SENALIZACION DIFERENCIALMENTE
ACTIVADAS POR LEPTINA EN EL EJE HIPOTALAMO-
ADENOHIPOFISIS DE LA RATA

Di Yorio M."; Bilbao M.2; Artillo-guida R.3; Faletti A.*
CEFYBO, CONICET, Facultad de Medicina, UBA?234
paula_diyorio@yahoo.com.ar

La leptina (L) es capaz de ejercer efectos opuestos sobre
el proceso ovulatorio dependiendo de los niveles circulantes de
esta proteina y en parte de los caminos de sefalizacién activa-
dos a nivel ovarico. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
estudiar distintas proteinas de sefalizacion en el eje hipotalamo
(H)- adenohipdfisis(A) de ratas sometidas a distintos niveles de
L. Ratas inmaduras estimuladas con eCG/hCG fueron expuestas
a: 1) Tratamiento agudo (TA): con vehiculo o 5 dosis de L (5 ug
c/u) durante el proceso ovulatorio; y 2) Tratamiento diario (TD):
con vehiculo o 3 pg de L a partir del destete durante 12 dias; ya
que estos tratamientos causan inhibicién e induccion de la ovu-
lacion, respectivamente. Después de 1 h de la ultima inyeccion
de L se determind: i) la expresién proteica de ERK1/2 (proteina
quinasa de activacion mitogénica 1/2), STAT3 (transductores de
sefial y activadores del camino de transcripcion tipo 3) y JAK2
(tirosina quinasa de la familia Janus tipo 2) total (1) y fosforilada
(p), y de su principal regulador SOCS3 (supresor del camino de
sefalizacion de las citoquinas tipo 3) por Western blot; y ii) la
expresion del ARNm de SOCSS3 por RT-PCR. En ratas sometidas
al TA y comparadas con animales controles, encontramos en H
disminucion de p-ERK1/2 (17%, p<0.05) y aumento de t-ERK1/2
(17%, p<0.05), sin cambios en p-JAK2, t-JAK2 ni SOCS3. En A
observamos disminucion de p-STAT3 (27%, p<0.05) y p-ERK1/2
(26%, p<0.05) y aumento de t-STAT3 (35%, p<0.01) y SOCS3
(22%, p<0.05), sin alteracion en JAK2, t-ERK1/2 ni en ARNm de
SOCS3. En cambio, en ratas sometidas al TD encontramos en H
aumento de p-ERK1/2 (59%, p<0.01) y t-JAK2 (59%, p<0.0001) y
disminucion de p-JAK2 (19%, p<0.05), sin alteracion en t-ERK1/2,
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ni SOCS3. En A no observamos cambios. Estos resultados nos
indican que distintos niveles de L circulantes, que causan respues-
tas opuestas sobre la funcion ovarica, regulan en forma diferencial
distintas vias de sefalizacion en el eje H-A.

040. (180) PARTICIPACION DE LA PIRUVATO DESHIDROGE-
NASA KINASA (PDK) EN LA REGULACION HORMONAL
DE LA PRODUCCION DE LACTATO EN CELULAS DE
SERTOLI

Artagaveytia S."; Regueira M.2; Galardo M.3; Pellizzari E.4;
Meroni S.5; Cigorraga S.5; Riera M.”

CEDIE, CONICET'234567

friera @cedie.org.ar

Una de las funciones importantes de las células de Sertoli (CS)
es la produccion de lactato (L). Este metabolito de la glucdlisis
es utilizado como fuente de energia por las células germinales.
Un aspecto aun no explorado con respecto a la regulacion de la
produccion de L por CS es aquel que involucra la disponibilidad del
piruvato para ser convertido a L. El complejo de la piruvato deshi-
drogenasa (PDC), que cataliza la conversiéon de piruvato a Acetil-
CoA, regula en forma indirecta la disponibilidad del cetoacido. La
actividad del PDC esté regulada por su estado de fosforilacion. La
piruvato deshidrogenasa kinasa (PDK) lo inactiva por fosforilacion.
Se han identificado cuatro isoformas de PDK (PDK1 a PDK4) de
expresion variable en distintos tejidos. Nuestros objetivos fueron:
a) caracterizar la expresion de las isoformas de PDK en CS y b)
evaluar si en la estimulacién por FSH de la produccion de L esta
involucrada la regulacion de la actividad del PDC. Se utilizaron
cultivos de CS provenientes de ratas de 20 dias de edad. Se ob-
servé por RT-PCR que las cuatro isoformas de PDK se expresan
en CS. Ademads, se analiz6 la produccién de L en respuesta a
FSH (100ng/ml) en ausencia o presencia de dicloroacetato (DCA,
10mM), inhibidor general de PDKs. Se observé que DCA inhibe
parcialmente el estimulo de FSH (B: 8.4+0.7a; FSH: 13.8+0.2b;
FSH+DCA: 11.1+£0.4c; mediazDS, n=3; diferentes letras indican
diferencias significativas p<0.05). Por otro lado, se analizé la
expresion por RQ-PCR de PDKS3, isoforma de alta expresion
testicular, observandose que FSH incrementa su expresion. En
su conjunto, los resultados sugieren que en CS se expresan las
cuatro isoformas de PDK y que la estimulacién por FSH de la
produccién de L involucra, al menos en parte, la regulacion de la
actividad del PDC a través del aumento en la expresion de PDK3.
(P1P2008 N2806; PICT2007 N°1004)

041. (296) TGF-BETA1 EN PRESENCIA DE PROGESTERONA
ESTIMULA LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE
LEYDIG
Gonzalez C.'; Calandra R.?; Gonzalez-calvar S.3
Centro de Estudios Biomédicos, Biotecnoldgicos, Ambien-
tales y Diagndstico (CEBBAD), Universidad Maimdnides';
IBYME?; IBYME, Facultad de Medicina, UBA?
gonzalez.candela @ maimonides.edu

El factor de crecimiento transformante beta1 (TGF-B1) participa
en la homeostasis celular. En trabajos previos describimos que la
administracion “in vivo” de esta citoquina junto con progesterona
(P4) a ratones de 3 semanas de edad conduce a un aumento
en el volumen de las células de Leydig (Gonzalez y col., J.Rep.
Dev. 2010). El objetivo del presente trabajo fue estudiar los me-
canismos de sefializacion involucrados en la accién de TGF-1 en
presencia o ausencia de P4 y analizar si TGF-$1 puede ejercer
un efecto proliferativo sobre las células de Leydig. Se utilizé la
linea celular comercial no tumoral proveniente de ratones inma-
duros TM3. Las células fueron cultivadas en Medio DME-Ham
F12 (1:1) suplementado con 5% de suero de caballo y 2,5% de
suero fetal de ternero. Luego de ser sincronizadas, las células
fueron incubadas con TGF-B1 (1ng/ml) durante 5,10,15, 30 y 60
min y se analiz6 la expresion génica de p15 por Real-time-PCR,
factor que bloquea el ciclo celular por inhibicion de CDK4/6. La
expresion de p15 fue maxima a los 30 min de incubacion. La
incubacién en presencia de U0126 (inhibidor de erk 1/2; 10 uM)
SB 203580 (inhibidor de p38; 40 uM) y SP 600125 (inhibidor
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de JNK; 20 pM) con TFG-B1 indicé que tanto erk 1/2 como p38
estan involucradas en este efecto (p<0,05). En presencia de P4,
TGF-B1 indujo la expresion de erg-1 y de PCNA a los 5 min de
incubacién. Mediante el ensayo de proliferaciéon con MTT se pudo
establecer que TGF-B1 en presencia de P4 (1 pM) conduce a un
efecto proliferativo (incremento de 150% en TGF-B1 + P4 respecto
de basal, TGF-B1 o P4 individualmente, p<0,05). En este efecto el
receptor tipo | ALK-5 no estaria involucrado dado que en presencia
de su inhibidor especifico SB431542 (1,3 10-6 uM) se mantiene el
efecto proliferativo de TGF-1 y P4 (p<0,05). Conclusion: TGF-p1
puede ser el responsable de la hiperplasia observada en algunas
patologias dado que en presencia de P4 puede conducir a una
proliferacion de las células de Leydig.

042. (141) MELATONINA EN EL TESTiCpLO HUMANO: SU
INFLUENCIA SOBRE LA POBLACION LOCAL DE MA-
CROFAGOS

Rossi S.'; Matzkin M.%; Terradas C.3; Ponzio R.% Puigdo-
menech E.5; Levalle O.%; Calandra R.7; Frungieri M.8
IBYME'”; IBYME, Céatedra de Bioquimica, Facultad de Me-
dicina, UBA?®; Division de Endocrinologia, Hospital Durand,
Facultad de Medicina, UBA®®; Centro de Investigaciones
en Reproduccion, Facultad de Medicina, UBA*; Instituto
Médico PREFER, Facultad de Medicina, UBA®
soledadrossi3 @ hotmail.com

Melatonina (Mel), presenta efectos anti-proliferativos en li-
neas celulares de mama, ovario, coriocarcinoma, préstata, colon,
melanoma y neuroblastoma. Recientemente, hemos descripto la
presencia de Mel en el testiculo del hamster, y su rol inhibitorio
sobre la produccion de testosterona. El objetivo del presente tra-
bajo ha sido investigar la presencia de Mel en el testiculo huma-
no, y su influencia sobre la proliferacion de los macréfagos (MAC)
gonadales. Se emplearon biopsias testiculares de pacientes que
presentan Hipoespermatogénesis y Arresto Germinal. La con-
centracion testicular de Mel, determinada a través de un ensayo
de ELISA (pg / g de tejido: 19.317 + 2.008, n=7), correlaciond
negativamente con la expresion del antigeno de proliferacion
celular (PCNA, Western blot y densitometria) (r =0.847, P<0.05),
y con el nimero de MAC totales (r =0.877, P<0.05), intersticiales
(r =0.838, P<0.05), intra-tubulares (r =0.860, P<0.05), y aquellos
localizados en la pared tubular (r =0.797, P<0.05). El nimero
de MAC fue determinado por inmunohistoquimica utilizando un
anticuerpo especifico para CD68 (marcador de MAC) y un mi-
croscopio equipado con un ocular graduado. Mediante la técnica
de microdiseccion por captura laser y amplificacién por RT-PCR,
se detectod la expresion de TNFa y de su receptor TNF-R1 en
MAC del testiculo humano. La concentracién testicular de Mel
mostrdé una correlacién negativa con los niveles de expresion
de esta citoquina (r =0.810, P<0.05). Por otra parte, se utiliz¢ la
linea celular THP-1 (macréfagos humanos diferenciados a partir
de monocitos por estimulo con forbol-miristato-acetato). Su incu-
bacion en presencia de Mel, produjo una inhibicion significativa
en la expresion de PCNA y TNFa determinadas por Western blot
y PCR en tiempo real. En resumen, se detecté la presencia de
Mel en el testiculo humano patoldgico, su rol anti-proliferativo
sobre la poblacion local de MAC, y su efecto inhibitorio sobre la
expresion de TNFa en estas células inmunes.

043. (10) ONTOGENIA DE LA EXPRESION DE LOS RECEP-
TORES DE ESTROGENOS ALFA Y BETA, ENZIMA
AROMATASA Y RECEPTOR DE ANDROGENOS EN EL
TESTICULO DE LA VIZCACHA (LAGOSTOMUS MAXI-
MUs)

Gonzalez C."; Muscarsel Isla M.2; Leopardo N.3; Willis M.4;
Vitullo A.®

Centro de Estudios Biomédicos, Biotecnoldgicos, Ambienta-
les y Diagndstico (CEBBAD), Universidad Maimdnides’?34%
gonzalez.candela @ maimonides.edu

En mamiferos los andrégenos y estrégenos regulan la funcién
testicular a lo largo del desarrollo. Los andrégenos han sido muy
estudiados dado su rol en la regulacion de la espermatogénesis
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y fertilidad. Poco se conoce sobre el efecto de los estréogenos.
Su accién es mediada por receptores especificos alfa (REa)
y beta (REB) y se postula que modularian la proliferacion ce-
lular. El objetivo de este trabajo fue estudiar la localizacién y
expresion del receptor de andrégenos (RA), REa y B y de la
enzima sintetizadora de estrégenos (aromatasa, ARO) mediante
inmunohistoquimica y Real Time PCR y establecer una posible
relacién con la proliferacion de células germinales (CG) mediante
el analisis inmunohistoquimico de marcadores de proliferacion
(PCNA) y de CG (VASA) en testiculos fetales (F), perinatales
(P), prepuberales (PP) y adultos (A) de la vizcacha, Lagostomus
maximus. La expresion de PCNA en CG se mantuvo elevada
hasta el periodo prepuberal mientras que el numero de CG
positivas para VASA fue significativamente mayor en testiculos
Ay PP (F: 67,9+8,8, P: 69,5+3,1, PP: 93,2+4,4, A: 96,3+7,5,
p<0,05). El REa se localizé en CG y células de Sertoli (CS) en
testiculos F, P y PP, y en células de Leydig (CL) de animales
A. La expresion del REa fue significativamente mayor en testi-
culos F y P respecto de PP y A (F: 0,2+0,11, P: 0,2,+0,06, PP:
0,5+0,02, A: 0,06+0,02, p<0,05). EI REp se localizé en CL y
su expresion fue mayor en testiculos P respecto de F, PP y A
(p<0,05). ARO se localizo en CL y su expresién fue mayor en
testiculos F y P (p<0,05). RA se detectd en las CL durante toda
la ontogenia y en testiculos PP y A también se localizé en CS.
Estos resultados sugeririan que los estrégenos producidos por
ARO podrian actuar via REa estimulando la proliferacién de CG
desde el periodo F hasta el PP. Asi, la ausencia del REa de las
CG en A podria estar relacionada con la aparicion del RA en
CS para favorecer el proceso espermatogénico en el testiculo
de Lagostomus maximus.

044. (405) ACTIVIDAD DIFERENCIAL DEL PROTEASOMA EN
SEGMENTOS DE EPITELIO SEMINIFERO DE RATON
Zapata Carmona H.'; Morales Retamal P.2; Diaz Lois E.3;
Jara Gonzalez M.*

Laboratorio de Biologia de la Reproduccién, Departamento
Biomédico, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad de
Antofagasta'234

hectorzapata.c@gmail.com

Durante la espermatogénesis de mamiferos existen trans-
formaciones celulares que implican, entre otras, degradacién
de proteinas. Parte de esta degradacion es mediada por el
sistema ubiquitina proteasoma (SUP) la que se detecta en todos
los estados del ciclo del epitelio seminifero (ECES). Dado que
cada ECES agrupa células en diferentes estadios funcionales,
nuestra hipotesis plantea que existiria distinta actividad del
proteasoma en los diferentes ECES Para esto, obtuvimos por
transiluminacion segmentos de tubulos seminiferos de ratones
sexualmente maduros, que agrupan los ECES IX - XI (PZ); XII
- 11 (WS); Il - V (SS); y VI -VIII (DZ). Dichos segmentos fueron
homogenizados y en el extracto proteico se evalud, usando
sustratos fluorogénicos, las tres actividades enzimaticas del
proteasoma. Los ensayos se realizaron en presencia y ausencia
de un inhibidor especifico (epoxomicina). Ademas, se detectd
por Western blots (Wb), la presencia de las subunidades es-
tructurales y cataliticas del proteasoma y la presencia de pro-
teinas poliubiquitinadas en los diferentes ECES. Los resultados
muestran que las 3 actividades enzimaticas del proteasoma son
diferentes en los segmentos analizados y que la epoxomicina
disminuye considerablemente estas actividades. Los analisis
de Wb indican que no existen diferencias en la expresiéon de
las subunidades estructurales o subunidades con actividad ca-
talitica del proteasoma en los diferentes ECES. Igualmente, no
se encontraron diferencias en los patrones electroforéticos de
proteinas poliubiquitinadas. Para indagar en los mecanismos de
regulacion, realizamos ensayos de inmunoprecipitacion en con-
diciones no reductoras y Wb utilizando anticuerpos contra pro-
teinas fosforiladas. Los resultados muestran diferencias en los
patrones de bandas fosforiladas en los segmentos analizados.
Los resultados sugieren que el proteasoma estaria diferencial-
mente regulado por fosforilaciéon en los ECES. Financiamiento
Fondecyt 1080028 y CODEI 2010.
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MODELOS ANIMALES 1
045. (249) PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA CAR
BACILLUS EN COLONIAS DE RATAS DE LA REPUBLICA
ARGENTINA.
Carriquiriborde M.'; Cagliada P.2; Laborde J.3; Milocco S.%
Ayala M.5; Carbone C.¢
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP'23456
mcarriq @fcv.unlp.edu.ar

La rata (Rattus norvergicus), al igual que el ratén (Mus muscu-
lus), son las especies mas comunmente usadas como animales de
experimentacién en las investigaciones biomédicas, en las prue-
bas de diagnostico y de control de calidad. Su biologia y fisiologia
se han estudiado en profundidad por lo que se han descubierto
una cantidad importante de enfermedades inaparentes produci-
das por virus y bacterias que interfieren en las investigaciones.
El bacilo asociado al epitelio ciliar respiratorio (CAR bacillus) es
un microorganismo, no clasificado, Gram negativo, mévil, que no
forma esporos y que originalmente fue reconocido como causante
de neumonia en ratas. Su nombre se debe a que esta bacteria
coloniza las cilias del epitelio del tracto respiratorio superior. La
primera descripcion fue hecha por Zwieten en 1980, en una co-
lonia de ratas del Instituto de Investigaciones Gerontoldgicas en
Rijswijk, Holanda. En los roedores infectados produce traqueitis,
bronquitis y bronconeumonia. En cortes histoldgicos de animales
infectados y tefiidos con sales de plata se puede visualizar la
morfologia del CAR bacillus y su ubicacién entre las cilias. En el
presente estudio se controlaron 342 sueros de ratas de institu-
ciones estatales y privadas en un periodo de 3 afos (2008-2010)
por el método serolégico de inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Los resultados que se obtuvieron fueron del 20,83 %, 23,16 % y
21,36 % respectivamente para cada afo, cuyo promedio trianual
es de 21,64%. Por los resultados obtenidos, se puede concluir
que esta bacteria se encuentra en las colonias de ratas de Ar-
gentina. En este sentido y dado que este patdgeno interfiere en
los resultados finales de pruebas diagndsticas y de investigacion,
debe asegurarse que las colonias de ratas esten libres de este
microorganismo para evitar falsas conclusiones.

046. (147) DESARROLLO DE MODELOS MURINOS PARA
ESTUDIAR EL PAPEL DE LOS ANTICUERPOS HOMOTIPI-
COS Y HETEROTIPICOS EN LA FIEBRE HEMORRAGICA
DEL DENGUE

Mauri A."; Diaz L.?; Batallé J.3; Acosta P.%; Polack F.5;
Talarico L.°

Fundacion Infanti'234¢; Vanderbilt Vaccine Center, Medical
Center North, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee,
USA®

amauri@infant.org.ar

El virus dengue (DENV) produce la enfermedad transmitida
por artrépodos con mayor prevalencia en humanos. Actualmente
no se dispone de una terapia antiviral ni vacunas contra DENV.
El 90% de los casos de la fiebre hemorragica del dengue (FHD)
sucede en infecciones secundarias heterélogas, mientras que el
10% afecta a nifios lactantes durante infecciones primarias. La
hipotesis mas aceptada para explicar el mecanismo de la FHD
propone que en presencia de concentraciones sub-neutralizantes
de anticuerpos (ac) anti-DENV se forman complejos virus-ac que
facilitan la entrada viral a células fagociticas. En nifios lactantes,
el aumento de replicacion viral se produciria con la disminucion
de los ac maternos. El objetivo de este trabajo es establecer
modelos murinos de FHD con el fin de estudiar mecanismos me-
diados por complejos inmunes responsables de la enfermedad.
La estrategia utilizada consté de una transferencia pasiva de
sueros anti-DENV-1, anti-DENV-2 o control a ratones C57BL/6
de 14 y 60 dias de vida por via intraperitoneal (IP). A las 24 hs
post-inoculacién se realizé la infecciéon con DENV-2 con 104-106
UFP IP. A los 0, 3 y 7 dias post-infeccion se extrajo sangre, se
determinaron los parametros bioquimicos y se detecté la cantidad
de virus por RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR) y la cantidad de
ac por ensayo de ELISA. Se analizaron los cortes histolégicos
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de bazo, higado y rifidn, y se estudio la presencia de DENV-2 en
esos mismos 6rganos por gRT-PCR. Todos los procedimientos
fueron aprobados por el Comité de Cuidado de Animales de la
Universidad de Vanderbilt y realizados de acuerdo a las normas
éticas internacionales para el uso de animales de laboratorio. Los
modelos murinos de FHD desarrollados manifiestan sintomas de
la enfermedad observados en humanos: trombocitopenia, tran-
saminitis y hemorragias internas. Este trabajo permitira estudiar
los mecanismos de la patogénesis de la FHD y contribuira al
desarrollo de vacunas y tratamientos contra la enfermedad.

047. (266) ESTUDIO DE LA INTERFERENCIA CAUSADA POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN RATONES DE LA
CEPA BALB/C-CANN.CG-FOXN1NU TRANSPLANTADA
CON LA LINEA TUMORAL HUMANA A549.

Ayala M."; Cagliada M.2; Milocco S.% Carriquiriborde M.
Gentil F.5; Laborde J.%; Maschi F.7; Principi G.8; Carbone C.°
Cétedra de Animales de Laboratorio, FCV, UNLP?23456789
mayala @fcv.unlp.edu.ar

Entre las cepas de ratones inmunodeficientes disponibles en
Argentina se encuentra la BALB/c-CAnN.Cg-Foxn1nu Se utiliza
como modelo animal para el transplante de tumores humanos. Es-
tos ratones se producen bajo estrictas barreras sanitarias y deben
estar libres de sus patégenos especificos; uno de ellos, oportunista
y de los mas frecuentes es Pseudomonas aeruginosa que afecta
oido medio, produce abscesos y lesiones purulentas en diferentes
6rganos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la interferencia
que causa Pseudomonas aeruginosa en ratones BALB/c-CAnN.
Cg-Foxn1nu transplantados con la linea tumoral humana A549.
Cuarenta ratones hembras BALB/c-CAnN.Cg-Foxninu de 4 a 6
semanas se dividieron en cuatro grupos (G) de 10 animales cada
uno: G1, transplantados con la linea tumoral A549; G2, inoculados
con Pseudomonas aeruginosa; G3 transplantados con la linea
tumoral e inoculados con Pseudomonas aeruginosa y G4 control.
Siete de los 10 animales del G1 presentaron crecimiento tumoral,
los ratones del G2 no mostraron signos clinicos; los animales del
G3 no demostraron signoldgia clinica y el desarrollo tumoral se
comporto como en el G1; a la necropsia se aislé Pseudomonas
aeruginosa en los animales del G2 y G3; el G4 no presentd
lesiones y no se aislo el microorganismo. Se concluyd que las
infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa no son fata-
les en ratones BALB/c-CAnN.Cg-Foxninu y que esta bacteria no
interfiere en el desarrollo del tumor.

048. (245) UTILI;ACI()N DEL RATON BALB/C EN LA CARAC-
TERIZACION PATOGENICA DE CEPAS DE TRITRICHO-
MONAS FOETUS

Doumecq L.'; Monteavaro C.2; Cacciato C.%; Echevarria
H.4 Soto P.°

Laboratorio de Microbiologia Clinica y Experimental, SAMP,
FCV, UNCPBA'2345

ldoumecq @vet.unicen.edu.ar

La Tritrichomonosis genital bovina es una enfermedad vené-
rea producida por Tritrichomonas foetus (T. foetus) que provoca
muerte embrionaria o abortos. En las hembras el periodo de
infeccién depende de la respuesta inmune del huésped y de la
patogenicidad de la cepa, tales como la capacidad de citoadhe-
rencia y produccion de enzimas extracelulares. Existen trabajos
experimentales para determinar la patogenicidad de la cepa, sin
embargo aun no esta esclarecido cuales son los parametros mas
adecuados. El objetivo del presente trabajo fue comparar dos
parametros de patogenicidad en aislamientos de T. foetus. A 18
cepas de T .foetus aisladas de raspajes prepuciales subcultivadas
en medio Diamond (TYM) se les realizaron dos pruebas. A) Pro-
duccién de abscesos subcutaneo: se utilizaron 3 ratones BALB/c
de 6 a 8 semanas de edad por cepa. Se inoculé por via subcu-
tanea en la region del dorso 0.5 ml de T. foetus lavadas con una
concentraciéon de 1 x 106 T. foetus/mL y se verificé la presencia/
ausencia de absceso por palpacion en la zona de inoculacion. Los
animales positivos fueron sacrificados a los 5 dias y los negativos
a los 10 dias pos inoculacion. El contenido del absceso se observo
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microscopicamente y se sembré en medio TYM y agar sangre.
B) Infeccion y persistencia vaginal: cada cepa se inocul6 por via
intravaginal, previa sincronizacion del estro, a 5 ratones BALB/c
de 6 a 8 semanas de edad con 2 dosis (con intervalo de 24 h) de
10 pL (9 x 105 T.foetus). Cada 7 dias se realizé citologia exfolia-
tiva vaginal para determinar la persistencia del protozoario por 5
semanas. De las 18 cepas analizadas 10 presentaron formacion
de absceso subcutaneo. En cuanto a la infeccion intravaginal 17
cepas presentaron infeccién persistente (2 cepas con alto porcen-
taje, de animales infectados). Como conclusion la mayoria de las
cepas con produccion de absceso presentaron baja persistencia
de infeccion intravaginal y viceversa. Estos resultados son parte
de un proyecto de caracterizacion.

049. (264) ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE ANTICUERPOS
CONTRA EL VIRUS DIMINUTO DEL RATON EN COLO-
NIAS DE RATONES DE LA REPUBLICA ARGENTINA.
Laborde J.'; Carriquiriborde M.?; Cagliada P.3; Milocco S.4;
Ayala M.5; Cid De La Paz V.5 Galosi C.7; Carbone C.®
Catedra de Animales de Laboratorio, FCV, UNLP'; Catedra
de Animales de Laboratorio y Bioterio, FCV, UNLP?34%8;
Catedra de Virologia, FCV, UNLP, Comision de Investiga-
ciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires®”
juanmartinlaborde @ gmail.com

La presencia de agentes infecciosos en animales de laboratorio
es un serio problema en las investigaciones biomédicas. Algunos
microorganismos patégenos pueden inducir signos clinicos o cau-
sar infecciones subclinicas y modificar parametros fisiolégicos con
alteraciones en los resultados experimentales. El Virus Diminuto
del Raton (MMV) pertenece a la Familia Parvoviridae y es de alta
prevalencia en colonias de ratones y un contaminante de tumores
trasplantables. EIl MMV requiere de células en division para repli-
carse. La misma se produce en érganos como el pancreas, intes-
tino delgado, 6rganos linfoides, higado y rifiones. El virus se libera
y transmite a través de las heces y la orina. Los animales sanos
se infectan al ponerse en contacto con el animal enfermo o heces
y orina provenientes del mismo. El virus ingresa por via oronasal
para luego diseminarse. La signologia clinica se manifiesta
diferente en animales inmunocompetentes y en inmunodeficientes.
En general los primeros no manifiestan la enfermedad clinica
a menos que estén sometidos a un estrés, mientras que en
los segundos es mas frecuente observar alteraciones en su
comportamiento y en su anatomofisiologia. También puede reducir
la tasa de crecimiento tumoral directamente o impedir su desarrollo
(oncolisis), interfiere con la selecciéon de nuevos trasplantes y
provoca una reduccion quimica de los tumores. En el presente
estudio se controlaron 616 sueros de ratones provenientes de
instituciones estatales y privadas en un periodo de 4 afios (2007-
2010) por el método serolégico de inmunofluorescencia indirecta
(IF1). Los resultados que se obtuvieron fueron del 15,38 %, 22,84
%, 17,78 % y 29,89 respectivamente para cada afio y un prome-
dio general de 21,92 %. Se concluyé que la prevalencia de este
virus en colonias convencionales de nuestro pais responderia a
que no se han establecido suficientes unidades de produccién y
experimentacion que cuenten con una infraestructura eficiente y
un manejo adecuado.

050. (648) AUCYTAL - ASOCIACION URUGUAYA DE CIENCIA
Y TECNOLOGIA DE ANIMALES DE LABORATORIO.
Arévalo A.'; Moller R.2; Saldana J.3; Urbanavicius J.*; Fran-
cescoli G.5; Schlapp G.®

Instituto Pasteur de Montevideo'; AUCYyTAL?345¢
aparevalo @pasteur.edu.uy

La Asociacion Uruguaya de Ciencia y Tecnologia de Animales
de Laboratorio es una asociacién sin fines de lucro de caracter
cientifico, creada en noviembre de 2006. Esta organizacién, donde
participan instituciones universitarias y no universitarias publi-
cas y privadas, surgi6é ante la necesidad de generar un espacio
comun de trabajo e intercambio entre investigadores y usuarios
de animales de experimentacién. Cumpliendo con uno de sus
principales objetivos, la AUCYTAL promovié la redaccion de la
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Ley Nacional N° 18.611 “Utilizacion de Animales en Actividades de
Experimentacién, Docencia e Investigaciéon Cientifica”, aprobada
en 2009, posteriormente integrando la Comision Nacional de Ex-
perimentaciéon Animal (CNEA) creada en dicha Ley. Los fines de
la AUCYTAL son: Racionalizar y mejorar el uso de los animales de
experimentacién y promover la relaciéon e intercambio de conoci-
mientos entre los profesionales de esta ciencia; Difundir y aplicar
la Ley 18.611 asi como principios éticos en uso de animales de
experimentacion; Asesorar a las Comisiones de Etica en el Uso
de Animales (C.E.U.A), exigidos en la Ley 18.611; Desarrollar las
relaciones interdisciplinarias en relacion a la Ciencia de Animales de
Experimentacién; Promover el relacionamiento y colaboracién con
entidades extranjeras y asociaciones dedicadas a fines analogos.
Desde su creacion ha participado en congresos de asociaciones
similares. A través del dictado de cursos, talleres y/o seminarios la
AUCyYTAL ha procurando transmitir y concientizar sobre la importan-
cia de realizar un manejo responsable y uso racional de animales
utilizados en experimentacion. Estas actividades han contado con
la participacion de profesores extranjeros y nacionales reconoci-
dos internacionalmente. Cabe destacar que en julio de 2011, la
AUCYTAL co-organiz6 junto a la Escola Politécnica J. Venancio
(Fundagéo Oswaldo Cruz, Brasil) el primer curso de Bioseguridad
en Bioterios realizado en Montevideo.

051. (312) EFECTO DE NU,CLE(')TIDOS EXTRACELULARES
EN LA DIFERENCIACION DE OSTEOBLASTOS DE RATA
NEONATA E IMPLICANCIA EN EL CICLO CELULAR.
Ayala P V.'; Santillan G.2
Departamento Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universi-
dad Nacional del Sur, CONICET'?
vayala @criba.edu.ar

El hueso se encuentra expuesto a diferentes estimulos me-
canicos, durante los movimientos, injuria e inflamacién durante
los traumatismos, que resultan en la liberacion celular de ATP
y UTP. Asi estos nucledtidos o sus metabolitos pueden actuar
sobre receptores P2 (P2X, ionotrépicos y P2Y, metabotrépicos)
de la membrana plasmatica para inducir diversas respuestas en
las células 6seas. Previamente, mediante el empleo de la linea
celular ROS17/2.8 y cultivos primarios de osteoblastos obtenidos
de calvaria de rata neonata, evidenciamos que el ATP estimula
la proliferacion de osteoblastos a través de la activacion de re-
ceptores P2Y2 y las vias de sefalizacion de las MAPKs y PI3K/
Akt. También, observamos un incremento significativo (33 %
respecto al control) en la actividad fosfatasa alcalina (FAL) luego
de 7 dias de tratamiento de los osteoblastos primarios con ATP
10 uM en un medio osteogénico (conteniendo acido ascdérbico 300
UM y B-glicerofosfato 10 nM). En el presente trabajo estudiamos
la participacion de los diferentes subtipos de receptores P2 en la
estimulacién de la actividad FAL y su efecto a nivel del ciclo ce-
lular en ambos tipos celulares. Se evalud la respuesta a distintos
agonistas purinérgicos (UTP, UDP, ADP, ATP-y-S) en funcién
del tiempo de tratamiento. La actividad FAL se determind por un
método enzimatico y para estudiar el ciclo celular se realizaron
experimentos de incorporacion de ioduro de propidio (PI) seguido
del analisis por citometria de flujo. El tratamiento con ATP 6 ATP-
v-S 10 uM estimulé el pasaje de la fase G1 a S del ciclo celular
a las 16 hs de tratamiento. Ademas, el ATP, ATP-y-S y UTP 10
UM indujeron un aumento en la actividad FAL a partir del cuarto
dia en los osteoblastos primarios, mientras que la linea celular
resultd refractaria a este efecto. Estos resultados sugieren un
rol para los receptores P2Y2 (responsivos a ATP y UTP) en la
maduracion de osteoblastos.

052. (558) EFECTOS METABOLICOS DEL CONSUMO DE
ACEITE DE GIRASOL ALTO OLEICO DURANTE EL CRE-
CIMIENTO

Orzuza R.'; Alsina E.?; Gatchenko M.%; Mancuso A.*; Ro-
driguez P.5; Zago V.5 Scherier L.7; Friedman S.8; Macri E.®
Facultad de Odontologia, UBA'; Catedra de Bioquimica,
Facultad de Odontologia, UBA?34589; L aboratorio Lipidos y
Lipoproteinas, INFIBIOC, Fac Farmacia y Bioquimica, UBA®”
orzuzaricardo @ hotmail.com



78

El aceite de girasol alto oleico (AGAO, rico en »9) se esta
utilizando de forma masiva en diferentes productos alimenta-
rios. Sin embargo, el efecto metabdlico de su consumo tanto
en individuos sanos como en hipercolesterolémicos (HC) no ha
sido suficientemente estudiado. Objetivo: investigar en ratas en
crecimiento sanas o con HC, el efecto del consumo de dietas
ricas en AGAO sobre el crecimiento corporal, los pardmetros
cardioprotectores [colesterol total (Col-T), triglicéridos (TG),
Col-HDL y Col-noHDL], el indice hepatosomatico (IH), el % de
grasa corporal (% G) y %visceral (%GV) y la densidad (DMO) y
contenido mineral 6seos (CMO) de esqueleto total. Ratas Wistar
macho (n=24) de 21+2d fueron asignadas aleatoriamente a uno
de 3 grupos. Durante 8 semanas, el grupo control (C) recibio
dieta AIN-93G y el grupo AGAO, aceite de girasol alto oleico.
El restante, recibié por 3 semanas (T3) una dieta aterogénica
rica en grasa saturada (GS) y Col. Luego por 5 semanas (T8)
se reemplazé la GS por AGAO + col (col-AGAO). A T3 se midio
en los 3 grupos la colesterolemia total (col-T, mg/dL) y a T8:
col-T (mg/dL), triglicéridos (TG, mg/dL), col-HDL (mg/dL), col-
noHDL(mg/dL), DMO (g/cm2) y CMO (g) totales (DXA, Lunar
DPX); IH, %G y %GV. Semanalmente se registraron peso (P,
g) y longitud (L, cm) corporales expresados como velocidad de
ganancia de peso (VGP, g%) y longitud (VGL, cm/10cm) corpora-
les y el consumo (g/P 0.75/d). Resultados (media + DE, ANOVA.
SNK, nivel de significacion 5%). A T3, se observé hipercolestero-
lemia en col-AGAO. A T=8, consumo, IH, % G, %GV, TG, col-T
y noHDL-col fueron significativamente mayores en col-AGAO
vs. C y AGAO (p<0.001). Contrariamente, VPG, HDL-Col, CMO,
CMO/P y DMO resultaron menores en col-AGAO vs. C y AGAO.
El efecto negativo sobre los parametros cardioprotectores y la
masa osea sugieren que el manejo nutricional de individuos con
HC no resultaria adecuado con dietas ricas en ®9 provenientes
del AGAO. UBACyYT 0-008 y O-015.

053. (285) ESTRADIOL (E2) Y PROGESTERONA (PO) FECA-
LES EN MONAS CEBUS APELLA CICLANDO, POSTME-
NOPAUSICA Y CASTRADA. COMPARACION CON LOS
VALORES PLASMATICOS DEL CICLO MENSTRUAL.
Farinati Z.'; Gette G.2; Moreno Ayala M.3; Porta M.%; Lahoz
M.5; Manzur T.5; Nagle C.”

CEMIC1234567

zfarinati @ cemic.edu.ar

La investigacion en reproduccion requiere obtener datos hor-
monales, siendo de eleccién los valores en plasma. Trabajando
con el mono Cebus apella en cautiverio son necesarias puncio-
nes venosas repetidas, por lo que el trabajo es laborioso y puede
provocar estrés en los animales, afectando los resultados. Por tal
razon nuestro objetivo fue encontrar un método no invasivo de
mediciéon hormonal de igual precision que el plasmatico. Como
en el Cebus los esteroides se eliminan no conjugados, desarro-
llamos una metodologia que extrae los esteroides de materia
fecal con etanol absoluto, evapora a sequedad, resuspende el
residuo en buffer y mide E2 y Po por inmunoensayo. Para va-
lidarlo se obtuvieron muestras diarias durante 14 dias del ciclo
de una mona en edad fértil. La puncién venosa se efectué a las
9 hs y la recoleccion de materia fecal entre las 9:30 y las 16:30
hs (7hs totales). Se midieron E2 y Po en plasma y en heces. La
comprobacidn fisioldgica se completd con datos fecales de mona
postmenopdausica y de mona castrada. Los resultados fueron los
siguientes: A) En ciclo menstrual, la relacion de E2 plasmatico
en pg/mL/ E2 fecal en ug/7hs fue: 455/10 el dia 1, 706/59 el dia
5y 539-41 el dia 14; la relacion Po plasmatica en ng/mL/Pofecal
en ug/7hs: 20/9 el dia 1;85/9 el dia 5; 219/87 el dia 11y 10/16
el dia 14 B) En postmenopausia, en 3 semanas sucesivas, el
E2 fue 4,5; 5,5;y 7,4, y la Po 3,3; 1,2; y 2,7, todos en ug/7hs.
C) En mona castrada: a los 13, 19, 26 y 34 dias postcastracion
el E2 fecal fue 0,31; 0,32; 0,23 y 0,19, y la Po fecal 2,8; 2,7;
3,3; y 1,8, todos en ug/7hs. La conclusion sobre los resultados
obtenidos es que permiten aceptar la validez de las mediciones
de E2 y Po fecales en el Cebus apella, como alternativa valida
a las mediciones plasmaticas.
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054. (24) RSUME REGULA LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR
DE GLUCOCORTICOIDES POR SUMOILACION
Druker J.'; Gerez J.?; Rein T.3; Holsboer F.4 Arzt E.5
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC,
FCEN, UBA e Instituto de Investigacion en Biomedicina
de Buenos Aires, CONICET, Instituto Partner de la Socie-
dad Max Planck’??; Instituto Max Planck de Psiquiatria,
Munich, Alemania®*
jimedruker@fbmc.fcen.uba.ar

El sistema endécrino responde al estrés secretando glucocor-
ticoides (GC), los cuales ejercen su accion a través del receptor
de glucocorticoides (GR). La actividad del GR esta regulada por
SUMOilacién. Se han descripto tres sitios consenso de SUMOi-
lacion para el GR: K297 y K313 localizados en el N-terminal,
mientras que el tercer sitio (K721) esta en el dominio de unién
al ligando. La mutacién K297/313R (2KR) aumenta la actividad
transcripcional del GR medida sobre promotores con multiples
elementos de respuesta a GC. RSUME aumenta la SUMOilacién
de proteinas. En este trabajo analizamos la accién de RSUME
sobre la SUMOQilacién y la funcién del GR. Mediante ensayos de
western blot demostramos que RSUME aumenta la SUMOilacién
del GR y este efecto no se observa con la mutante estructural
de RSUME (Y61A/P62A). La sobreexpresion de RSUME aumen-
ta la actividad transcripcional del GR y de la mutante 2KR (p <
0.05) medida por ensayos reporteros, mientras que Y61A/P62A
no tiene efecto, indicando la importancia del dominio RWD para
la accién de RSUME. Ensayos de co-inmunoprecipitacion y pull-
down demuestran que RSUME interacciona con el GR y con la
mutante 2KR. A través de ensayos de purificaron de proteinas
conjugadas a 6xHis-SUMO por cromatografia de afinidad a ni-
quel observamos que RSUME aumenta la SUMOQilacion del 2KR.
RSUME no estimula la SUMOilacién de la mutante K297/313/721R
(8KR) indicando que RSUME aumenta la SUMOilacion del tercer
sitio. Ensayos reporteros utilizando las mutantes K721R y 3KR,
demuestran que en ausencia de K721, RSUME no aumenta la
actividad del GR, sugiriendo que la lisina 721 es necesaria para
el efecto positivo de RSUME sobre la actividad transcripcional
del GR. RSUME se induce en condiciones de estrés y regula la
actividad del GR, constituyendo un potencial blanco para modular
las acciones de los GC.

055. (33) CAMBIOS MORFQLOGICOS INDUCIDOS POR LA
HORMONA CRH EN CELULAS NEURONALES HIPOCAM-
PALES

Inda C.'; Bonfiglio J.%; Holsboer F.3; Arzt E.#; Silberstein S.°
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC,
FCEN, UBA e Instituto de Investigacion en Biomedicina de
Buenos Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad
Max Planck®?45; Max-Planck Institute of Psychiatry, Munich?
carolinainda @ fbmc.fcen.uba.ar

La hormona liberadora de corticotrofina (CRH) ejerce un rol
clave en la respuesta coordinada frente al estrés. Ademas de
mediar una respuesta aguda a través de la activacién del eje
hipdfisis-hipotalamo-adrenal, CRH puede determinar un efecto a
largo plazo en el sistema nervioso central (SNC) como regulador
de la arquitectura neuronal. La expresion de CRH esta amplia-
mente distribuida en el SNC y la desregulacion de la funcién
de CRH en estructuras limbicas se encuentra involucrada en
el desarrollo de estadios patolégicos como ansiedad/depresion.
Nuestro modelo de estudio son las células hipocampales HT22
que expresan el receptor de CRH tipo 1 (HT22-CRHR1). En estas
células detectamos la expresion de marcadores neuronales (Tau,
Neurofilamento y APC). Observamos que CRH 100 nM induce
el crecimiento de neuritas en los clones HT22-CRHR1. Nuestro
objetivo es caracterizar las vias de sefalizacion involucradas en
los cambios morfolégicos mediados por CRH en HT22-CRHR1.
Demostramos que la acciéon de CRH esta mediada por CRHR1,
ya que este cambio no se observé en la linea parental HT22 (no
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expresa CRHR1) y se inhibié (p<0,05) en clones preincubados con
DMP696 (antagonista especifico para CRHR1). A su vez, el efecto
inductor de CRH es bloqueado cuando el estimulo se realiza en
presencia de suero, un agente proliferativo. Confirmamos que el
crecimiento de neuritas depende de la via de AMPc, dado que el
agregado del analogo CPT-AMPc induce cambios morfolégicos
tanto en los clones HT22-CRHR1 como en la linea parental. Ade-
mas, utilizando inhibidores especificos de adenilato ciclasas (AC),
comprobamos que la atipica y novedosa isoforma soluble (sAC)
esta involucrada en la aparicién de neuritas mediada por CRH.
Este estudio contribuye a describir los mecanismos implicados en
la acciéon de CRH en el SNC y a establecer un bioensayo basado
en la induccidén de neuritas que podra ser utilizado para la prueba
de moléculas dirigidas al sistema de CRH/CRHR1 con potencial
utilidad terapéutica.

056. (222) IDENTIFICACION DE LA TIROSINA FOSFATASA
SHP2 COMO MEDIADORA DE LA INDUCCION DE ACSL4
Y STAR Y PRODUCCION DE ESTEROIDES ESTIMULA-
DAS POR AMPC EN CELULAS DE LEYDIG MA-10
Cooke M."; Orlando U.2; Maloberti P.%; Podesta E.*; Cornejo
Maciel F.5

Facultad de Medicina, UBA'2345

mcooke @fmed.uba.ar

La activacién de tirosina fosfatasas (TPs) es un proceso
universal necesario para la sintesis de esteroides en zona fasci-
culata y glomerulosa de glandula adrenal y en células de Leydig
testiculares. La defosforilacion de proteinas en residuos de tirosina
se requiere luego de la produccion de AMPc para la induccién de
una proteina clave de la cascada de transduccion de la sefal hor-
monal: la acil-CoA sintetasa 4 (ACSL4). Previamente verificamos
que la sobreexpresion de una forma cataliticamente activa de la
TP SHP2 en células de Leydig MA-10 incrementa la induccién
de ACSL4, de StAR y de la esteroidogénesis estimuladas por
el segundo mensajero cAMP. Los efectos observados podrian
deberse a un efecto inespecifico ejercido por los altos niveles
de la SHP2, reemplazando la funcién de otra TP. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue determinar que la SHP2 es la
fosfatasa endégena necesaria para regular los niveles de ACSL4,
StAR y esteroidogénesis. Para ello se disminuyeron los niveles
endoégenos de la SHP2 en células de Leydig de la linea MA-10,
utilizando un shRNA especifico para esta TP. El knock down de
SHP2 produjo una disminucion significativa en la produccién de
progesterona (P4) estimulada por 8Br-AMPc (concentracion P4 en
el medio de cultivo, en ng/ml: mock + CAMP = 60 + 12 vs SHP2-
shRNA + cAMP = 34 + 5; p<0,05). La disminucion en los niveles
de SHP2 también disminuyé los niveles de ACSL4 (p < 0,01 vs
mock) y StAR (p < 0,001 vs mock) analizadas por Western Blot.
La participacién de SHP2 en la regulacion de la esteroidogénesis
a través de ACSL4 fue corroborada por estudios de cotransfeccion
en los que se realizo el knock down de ACSL4 en células MA-10
que sobreexpresan SHP2. Concluimos que SHP2 es la TP que
interviene en la activacion de la esteroidogénesis y que lo hace
a través de la induccion de ACSL4.

057. (341) PARTICIPACION DE AMPC-EPAC EN LA ADIPO-
GENESIS DE FIBROBLASTOS 3T3-L1

Gabrielli M."; Martini C.2; Vila M.2

Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA' 2%
mgabrielli@qb.fcen.uba.ar

La diferenciacion de fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos es es-
timulada por una mezcla que contiene insulina, dexametasona
y metilisobutilxantina (MIX). Este proceso es precedido por una
etapa proliferativa llamada expansién clonal mitética (ECM). MIX
aumenta el contenido de AMPc, que es el activador de la pro-
teina quinasa A (PKA). Sin embargo, recientemente se describi¢
una respuesta de AMPc independiente de PKA, mediada por la
proteina intercambiadora de GTP activada por AMPc (EPAC). En
este trabajo encontramos que H89, un inhibidor de PKA, bloqued
la ECM pero no la diferenciacion de los fibroblastos 3T3-L1, que
por otro lado no ocurrié en ausencia de MIX en la mezcla de
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diferenciacion. La diferenciacion de los fibroblastos 3T3-L1 a
adipocitos, evaluada por tincién con Oil-Red-O o cuantificacién
de triglicéridos, se recuperd por el agregado de dibutiril-AMPc u
8-pCPT-2’-O-Me-AMPc. Este ultimo activa EPAC pero no PKA. Al
transfectar los preadipocitos con una mutante dominante negativa
de Rap (proteina G de bajo peso molecular), que es un sustrato
frecuente de EPAC, se inhibi6 la diferenciacién. Por otro lado se
analizé la activacion de quinasas y factores de transcripcion a tra-
vés de la via de MIX-AMPc. Nuestros resultados sugieren que MIX
activa a la quinasa JNK pero no a PI3K-PKB. Ademas vimos que
MIX contribuye al aumento de la expresion de PPARy, un factor de
transcripcion requerido para la diferenciacion a adipocitos. Estos
resultados indican la participacion de la sefalizacion MIX-AMPc-
EPAC-Rap y la posible activacién de JNK en la diferenciacion de
los fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos.

058. (411) HIPOTIROIDISMO CONGENITO: PAPEL DE LA
OXIDO NITRICO SINTASA NEURONAL DURANTE EL
DESARROLLO POSTNATAL DEL HIGADO Y CEREBRO
EN LA RATA.

Elguero E.'; Kersting S.2; Finocchietto P.3; Alippe Y.4; Co-
sarin M.%; Poderoso J.%; Carreras M.”

Laboratorio de Metabolismo del Oxigeno, Hospital de
Clinicas, FFyB, UBA, CONICET1 234567

eugeelguero @gmail.com

El éxido nitrico (NO) es un radical libre que regula varias
funciones celulares. Previamente demostramos que la expresiéon
mitocondrial de oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) se modula
durante el desarrollo neuronal y hepatico en la rata controlando
vias de proliferacion y arresto celular en relacién a los niveles de
NO mitocondrial y especies reactivas del oxigeno (ROS). El status
tiroideo regula el metabolismo mitocondrial y la funcion respira-
toria y el estadio postnatal es el periodo de maxima sensibilidad
a hormonas tiroideas (HT). Para determinar cambios producidos
por el hipotiroidismo congénito en la expresiéon mitocondrial de
nNOS en el desarrollo postnatal, se compararon ratas prefiadas
en dos grupos: control (C) e hipotiroideo (H), por administracion
de metimazol desde el dia 9 de gestacion y se estudiaron las crias
en los dias 5-15 y 30 postnatales (P5-P15-P30). El peso corporal
fue mayor en el grupo C 12,8+0,5 respecto al grupo H 9,6+0,1
(P5; p<0,05) y de 146,310 C vs. 61,2+3 en H (P30; p<0,05). La
expresion de nNOS evaluada por WB aumenté en H en citosol
respecto a C en cerebro e higado, mientras que en mitocondrias
este aumento se observé en P5-P15 en cerebro y P5-P30 en
higado en H. La actividad de nNOS por [H3]citrulina (pmoles
NO/min.mg) en la fraccién mitocondrial fue 311 en H vs. 69,25
C (p<0.046) en cerebro/P15 mientras que en higado el aumento
maximo se aprecié en P30, 130 en H vs. 37 en C (p<0.005); estos
resultados se confirmaron por mediciéon de NO con DAF-FM. La
actividad del complejo | de la cadena respiratoria, resulté inhibida
por NO en el grupo hipotiroideo en P5y P15 (p<0,026 y p<0,012)
en cerebro mientras que en higado la inhibicién del complejo | se
alcanzé en P30 (p<0,045). Concluimos que hay un periodo critico
de accién de TH acompafnado de un incremento mitocondrial de
NO en el hipotiroidismo que resulta en inhibicién del complejo |
y que esta modulacion presenta patrones diferentes durante el
desarrollo en ambos érganos.

059. (430) CARACTERIZACION DE LA MODULACION DEL
FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-KAPPAB MEDIADA
POR PROTEINAS FKBPS

Erlejman A."; Molinari A.2; Mazaira G.% Galigniana M.*
Depto. Quimica Bioldgica, FCEN, UBA'3; Depto. Quimica
Biolégica, FCEN, UBA, IBYME, CONICET?#

erlejiman @qb.fcen.uba.ar

El factor de transcripcion NF-xB (RelA/p50) regula genes in-
volucrados en la inflamacion, diferenciacion y muerte celular. Su
activacion es mediada por la fosforilacién del inhibidor kB y posterior
degradacion, lo que libera a NF-kB para translocar al nucleo. Previa-
mente observamos que las FK506 binding proteins (FKBPs) modulan
la actividad transcripcional NF-kB. Las FKBPs se caracterizan por
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presentar un dominio con actividad enzimatica de peptidil-prolil-cis/
trans-isomerasa (PPlasa) y un dominio TPR (series de 34 aa) de
interaccion con otras proteinas. El objetivo de este trabajo fue es-
tudiar las caracteristicas de esta modulacion. En células HEK 293T
estimuladas con PMA (100ng/ml) se analizé la induccién de un gen
reportero con sitios promotores para NF-kB. Mientras que FKBP51
mostré efectos inhibitorios, FKBP52 mostré un efecto amplificador
de la respuesta, el que fue revertido por FKBP51. Asimismo, no se
observé estimulacion en la actividad de NF-kB inducida por PMA
en células HEK 293 transfectadas con FKBP52 que sobreexpresan
de manera estable a FKBP51. La preincubacion con FK506 (inhi-
bidor de la actividad PPlasa) previno la estimulacién mediada por
FKBP52 sin afectar el efecto inhibitorio de FKBP51 sobre NF-kB. La
cotransfeccion del dominio TPR disminuyd por competencia el efecto
modulador observado para ambas FKBPs. Se estudio la cinética de
translocacién nuclear de NF-kB por IFl, observandose que FKBP52
aumento el tiempo de permanencia de NF-kB en el nucleo, mientras
que FKBP51 inhibié parcialmente su translocacion nuclear. FKBP51
coinmunoprecipitd con RelA en condiciones basales, siendo el com-
plejo disociado en células estimuladas con PMA. Concluimos que
FKBP51 y FKBP52 modulan la actividad transcripcional de NF-kB
actuando en forma contrapuesta, siendo relevante la actividad PPla-
sa de FKBP52 asi como la interaccién via dominios TPR con otras
proteinas. Este efecto tiene lugar tanto a nivel de la translocacién
de NF-xB y/o en su sitio promotor.

060. (436)LA FOSFORILAQION DE STAT3 EN SER 727 INDU-
CIDA POR PROGESTAGENOS ES NECESARIA PARA SU
ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL Y PARA PROMOVER
EL CRECIMIENTO DE CELULAS DE CANCER DE MAMA
Tkach M.'; Rivas M.?; Diaz Flaqué M.%; Proietti C.4; Cha-
rreau E.%; Elizalde P.%; Schillaci R.”

IBYME1234557

mercedes.tkach @gmail.com

Previamente demostramos que el acetato de medroxipro-
gesterona (MPA) induce la fosforilacion de Stat3 en Tyr705 y su
activacion transcripcional en células de cancer de mama humano,
T47D, y en células murinas progestageno-dependientes, C4HD.
Ademas, comprobamos que el MPA, via p42/44 MAPK, induce la
fosforilacion de Stat3 en el residuo Ser 727 (S727). En este trabajo
evaluamos si la fosforilaciéon de Stat3 en S727 es requerida para
una completa activacion transcripcional de Stat3 inducida por pro-
gestagenos y su participacion en la proliferacion celular. Para ello,
co-transfectamos células C4HD con el plasmido 4xm67-luciferasa,
que contiene sitios de unién a Stat3, y con un vector de expresion
de Stat3 wild-type (wt) o de Stat3 mutada en S727 (Stat3S/A). La
presencia de la proteina mutante bloqueé la capacidad del MPA de
aumentar la actividad luciferasa (p<0,05). Al explorar la activacion
del promotor de ciclina D1 (cicD1) inducido por MPA observamos
que las células C4HD y T47D transfectadas con Stat3S/A no
mostraron un aumento de la actividad transcripcional de cicD1 a
diferencia de las transfectadas con Stat3 wt (p<0,05). Mediante
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) demostramos
que la transfeccion con Stat3S/A impide el reclutamiento de Stat3
a su sitio de unién en el promotor del gen de la cicD1 inducido por
MPA. La transfeccién con Stat3S/A resulté en una inhibicién de la
proliferacién celular inducida por MPA, medida por incorporacion
de timidina-3H (p<0,001). Finalmente exploramos el requerimiento
de pStat3 S727 para el crecimiento in vivo dependiente de MPA de
células C4HD y observamos una inhibicion del crecimiento tumoral
en el grupo de ratones inyectados con células transfectadas con
Stat3S/A (p<0,01). Demostramos por primera vez que la fosfori-
lacion de Stat3 en S727 es necesaria para la completa activacion
transcripcional de Stat3 y para la proliferacion celular de células
de cancer de mama inducida por MPA tanto in vitro como in vivo.

061. (537) REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE LA ACIL-
COA-SINTETASA-4 (ACSL4) POR CREB Y SP1 EN CE-
LULAS ESTEROIDOGENICAS
Cooke M.'; Orlando U.2; Cornejo Maciel F.°; Maloberti P.*
Facultad de Medicina, UBA'234
mcooke @fmed.uba.ar

MEDICINA - Volumen 71 - (Supl. 1ll), 2011

Los niveles intracelulares de acido araquidénico (AA) son
regulados en respuesta a diferentes agonistas fisiolégicos en
diferentes tejidos. Hemos demostrado previamente la existencia
de un nuevo mecanismo de liberacion compatimentalizada de AA
en el que participa la enzima ACSL4 como marcapaso. ACSL4
esta involucrada también en la formacién de dendritas en siste-
ma nervioso, en la fusion de membranas y en la produccion de
eicosanoides en células tumorales lo que favorece la agresividad
tumoral. Los niveles de expresién de ACSL4 son regulados
hormonalmente a través del AMPc en células esteroidogénicas.
Previamente clonamos y caracterizamos a través de deleciones
unidireccionales la secuencia minima del promotor de ACSL4 que
es regulada por AMPc. Esta secuencia minima, 150 pb rio arriba
del inicio de la transcripcion, contiene sitios consenso para los
factores de transcripcion SP1y CREB, entre otros y no posee una
secuencia TATA box. El objetivo de este trabajo fue demostrar el
rol de los factores CREB y SP1 en la regulacién transcripcional de
ACSLA4. A través de ensayos de EMSA comprobamos que estos
sitios consenso unen especificamente factores de transcripcion.
La mutacion sitio dirigida de los sitios consenso tanto de SP1
como CREB a través del método de megaprimers produce una
disminucion significativa de la actividad tanto basal (p<0,001)
como estimulada por 8Br-AMPc (p<0,001) para SP1 y solo reduce
significativamente la estimulacién mediada por AMPc (p<0,01) sin
afectar la actividad basal del promotor para CREB. Para com-
probar la union de estos factores de transcripcion a la secuencia
promotora de ACSL4 realizamos ensayos de CHIP. Tanto fosfo-
CREB como SP1 se unen al promotor de ACSL4 y esta unién se
incrementa por AMPc. Estos resultados muestran por primera vez
el papel de SP1 y CREB en la regulacién de ACSL4.

FISIOLOGIA 1 Y GASTROENTEROLOGIA 1
062. (728) MIELOPEROXIDASA Y CERULOPLASMINA EN
PACIENTES CON PANCREATITIS AGUDA.
Serra C.'; Bustos M.2; Yapur V.3, Lopez Mingorance F.%;
Sorda J.5; Negri G.5; Di Carlo M.”
Laboratorio de Gastroent. y Enzimologia Clinica, Cpto
Bioquimica Clinica, FFyB, UBA"23%67; Servicio de Gas-
troenterologia, Hospital de Clinicas, UBA®
dicarlo @ffyb.uba.ar

La pancreatitis aguda(PA), enfermedad inflamatoria pan-
creatica de fisiopatologia compleja y en contindo estudio. Es
autodigestiva, con activacién prematura y retencion de las en-
zimas en las células acinares.El dafio pancreatico y peripan-
credtico consecuente es muy variable, y orienta al prondstico
y tratamiento. Posibles marcadores de inflamacion son: Protei-
na-C-reactiva(PCRus) y Ceruloplasmina(Cp), ambas de fase
aguda vy sintesis hepatica,PCR es inducida por liberacion de
interleuquinas, como interleukina 6(IL6);Proteina asociada a la
pancreatitis(PAP), se sobreexpresa ante la injuria pancreatica,
con propiedades antiinflamatorias; y Mieloperoxidasa(MPO), he-
moenzima de neutroéfilos, monocitos y macréfagos, productora
de potentes oxidantes. Objetivo: Determinar los marcadores de
inflamacion: PCR, Cp, IL6, PAP y MPO en el suero de pacientes
controles y con PA, para establecer diferencias entre ambos.
Materiales y Métodos:Se estudiaron pacientes: controles(C-n=11,
58+12afios, 3H/8M); y PA(n=15, etiologia biliar, 24hs.evolu-
cion; 69+17anos, 5H/10M). Consentimiento informado-Comité
Etica-FFyB-UBA. Se determiné: PCRus y Cp(métodos automa-
tizados); PAP(Enzimoinmunoensayos), IL6(quimioluminiscencia)
y MPO(Método Cinético modificado). Andlisis estadistico por:
Tests Student/Mann-Whitnney y correlacion de Spearman. Sig-
nificancia P<0,05 (SPSS-16). Resultados:Se observan:-en PA en
relacion a C aumentos significativos(P<0,001):PCRus, IL6, PAP
y MPO; y disminucién significativa(P<0,05):Cp,-asociaciones
significativas(P<0,05) positivas de MPO y negativas de Cp con:
PCRus, IL6 y PAP, y asociacién negativa no significativa de MPO
y Cp. Conclusiones: En PA, el comportamiento de las actividades
de MPO y Cp, orientan a pensar en el efecto inhibitorio de una
oxidasa sobre la otra, sin determinar la relaciéon estequimétrica de
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la inhibicién. Asi la Cp, inhibidor natural de MPO impediria que
esta exacerbe el cuadro inflamatorio durante el proceso agudo
de la pancreatitis.

063. (299) EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE DISMINUYE
LOS NIVELES DE TNF-ALFA E IL-1 BETA EN ENCIA DE
RATAS CON PERIODONTITIS EXPERIMENTAL SOMETI-
DAS A ESTRES

Rettori E."; De Laurentiis A.2; Luce V.3; Zorrilla Zubilete
M.4; Elverdin J.°

Departamento de Fisiologia, Facultad de Odontologia,
UBA'*°; CEFYBO, Facultad de Medicina?3*
elisarettori@yahoo.com.ar

Periodontitis es una enfermedad infecciosa que causa una
respuesta immuno-inflamatoria en la cual TNF-alfa (TNF) e IL-1
beta (IL-1) tendrian una relacion directa con la destruccion tisular y
la reabsorcion ¢sea. El sistema endocannabinoide gingival podria
ejercer una accion anti-inflamatoria, por lo cual el objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto del endocannabinoide anandamida
(AEA) y/o los antagonistas de los receptores cannabinoides
sobre el contenido de TNF e IL-1 en la encia. Periodontitis (P)
fue inducida en ratas macho Wistar colocando un hilo alrededor
de los primeros molares inferiores por 7 dias. El estrés se indujo
por inmovilizaciéon durante 2 horas, dos veces por dia durante
7 dias (n=6 ratas por grupo). La AEA (10-8M) y/o antagonistas
para CB1 (AM251, 10-6M) y para CB2 (AM630, 10-6M) fueron
inyectados en las encias alrededor de los primeros molares 15
min antes de cada periodo de inmovilizacion. La periodontitis fue
confirmada morfométricamente midiendo la distancia desde limite
amelocementario a la cresta 6sea. La AEA bloqued el aumento
de TNF y este efecto no se observd en presencia de los anta-
gonistas de receptores cannabinoides. La AEA también bloqued
el aumento de IL-1 (Western blot). Asimismo, la AEA disminuyé
los niveles séricos de corticosterona. En conclusion el sistema
endocannabinoide actuaria disminuyendo la respuesta inflamatoria
en la periodontitis. (CONICET PIP 02546, ANPCyT PICT 06-258).
064. (291) EFECTO DEL ENTEROGLUCAGON TIPO 2 (GLP-2)
SOBRE EL METABOLISMO Y ELIMINACION BILIAR, IN-
TESTINAL Y RENAL DE 1-CLORO-2,4-DINITROBENCENO
(CDNB).

Villanueva S.1; Perdomo V.2; Ruiz M.3; Rigalli J.4; Luquita
M.5; Catania V.6; Mottino A.7

IBYME1234567

ssmv77@yahoo.com.ar

GLP-2 produce hipertrofia intestinal y regeneracion de la mu-
cosa en diferentes modelos experimentales de injuria intestinal.
Hemos demostrado que GLP-2 ademas mejora la capacidad del
yeyuno para restringir la absorcion del xenobiético CDNB incor-
porado en el lumen intestinal, desconociéndose su efecto ante la
incorporacion sistémica de dicho xenobidtico. Se evalué el efecto
de GLP-2 (25 pg/100 g peso corporal/dia, durante 5 dias conse-
cutivos, s.c.) sobre la excrecion hepatica, intestinal y renal de
dinitrofenil glutation (DNP-SG), metabolito conjugado del CDNB,
en ratas Wistar hembras adultas (n=4). EI CDNB fue administrado
i.v. (30 pmol/kg peso) y la excreciéon de DNP-SG fue determinada
durante 90 min y asociada a la actividad del transportador apical
de aniones organicos conjugados Mrp2. Se determiné en cada
tejido la actividad de glutation-S-transferasa (GST), involucrada
en la conversién de CDNB en DNP-SG, asi como la expresion de
Mrp2 y GST por western blot, para establecer una posible correla-
cién con los hallazgos funcionales. La excrecion biliar de DNP-SG
disminuy6 (-20%) mientras que la excrecion intestinal aumento
(+103%) por GLP-2 respecto de ratas controles (C) (p<0,05). Ni
la eliminacion urinaria de este compuesto ni su excrecion por
los tres tejidos tomada en conjunto fue afectada, indicando que
los cambios en higado e intestino se compensaron mutuamente.
La actividad GST fue reducida en higado (-24%) y aumentada
en intestino (+64%) por GLP-2 respecto de C (p<0,05). Sdélo se
registraron cambios de expresion de GSTmu hepatica (-30%) y de
GSTalfa (+91%) y Mrp2 intestinales (+75%) por GLP-2 (p<0,05).
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Conclusion: Los hallazgos sugieren una accion beneficiosa de
GLP-2 en la metabolizacién y eliminacion intestinal de compuestos
téxicos, sustratos comunes de GST y Mrp2, incorporados sisté-
micamente. Sin embargo, el efecto negativo sobre la excrecion
biliar de DNP-SG, consecuencia de la afectacién de GST, debe
tenerse en cuenta al evaluar su potencial terapéutico.

065. (289) REGULACION DE LA E)(PRESION DE TRANSPOR-
TADORES ABC POR ESTROGENOS Y FITOESTROGE-
NOS EN CELULAS CACO-2.

Arias A."; Villanueva S.2; Ruiz M.3; Catania V.*; Mottino A.®
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET),
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (Uni-
versidad Nacional de Rosario)'?34°

arias @ifise-conicet.gov.ar

Los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) median
el eflujo celular de diversos endo- y xenobidticos. Se evalué la
influencia del estrogeno natural Estradiol (E2), del estrogeno
sintético Etinilestradiol (EE) y del fitoestrogeno Genisteina (GNT),
sobre los niveles de expresion de la proteina de resistencia a
multidrogas 1 (MDR1) y de las proteinas asociadas a resistencia
a multidrogas 2 y 3 (MRP2 y MRP3), en un modelo de epitelio
intestinal humano, la linea celular Caco-2. Los niveles proteicos
y de ARNm se determinaron por westernblot y PCR en tiempo
real, respectivamente. Las células se trataron durante 48 hs con
dosis fisioldgicas y farmacoldgicas de E2 o EE (0.05 pM a 5 nM)
y con dosis de GNT asociadas a la ingesta de soja (0.1 nM a 10
UM). Los resultados (p<0.05, n=4-6), muestran un aumento en la
expresion proteica de MDR1 en células tratadas con 0.5 y 5 pM
de EE y 1.0, 10 y 1000 nM de GNT respecto de los controles
(+158%, +162%, +87%, +97% y +99%, respectivamente), con un
aumento paralelo en su ARNm a las dosis 5 pM de EE y 1000
nM de GTN (+32% y +70%). La expresién proteica de MRP2
aumento en células tratadas con 5 nM de E2 (+36%), 0.5y 5 pM
de EE (+75% y +88%) y 0.1, 1.0, 10 y 1000 nM de GNT (+139%,
+325%, +401% y +120%), mientras que su ARNm no fue afectado.
MRP3 aumenté sus niveles de expresion proteica a las dosis 5
pM de E2 y EE (+92% y +75%) y 10 uM de GNT (+87%), con un
aumento concomitante en su ARNm a 5 pM de E2 y EE (+100%
y +97%). Se concluye una induccién tanto de los transportadores
apicales MDR1 y MRP2 como del transportador basolateral MRP3
por estrégenos, a través de mecanismos de regulacion diferentes
(transcripcional vs. pos-transcripcional). Este efecto contribuiria a
la prevencion de la absorcion intestinal de xenobidticos dietarios,
sustratos de los transportadores ABC estudiados, asi como a la
proteccién del enterocito mismo, en condiciones de embarazo,
anticoncepcion o ingesta de fitoestrogenos dietarios.

066. (252) LA BILIRRUBINA NO CONJUGADA (BNC) PREVIE-
NE LAS ALTERACIONES INDUCIDAS POR ESTRES OXI-
DATIVO (EO) SOBRE EL CITOESQUELETO DE ACTINA
Y LA FUNCION SECRETORA BILIAR

Basiglio C.'; Toledo F.2; Arriaga S.% Sanchez Pozzi E.%
Ochoa J.%; Mottino A.%; Roma M.”

IBYME'2; Area Bioquimica Clinica de la Facultad de Cien-
cias Bioquimicas y Farmacéuticas de la UNR®; INSTITUTO
DE FISIOLOGIA EXPERIMENTAL?567

basiglio @ifise-conicet.gov.ar

El EO contribuye a la patogénesis y progresion de numerosas
enfermedades hepaticas, en parte ejerciendo una alteracion co-
lestasica. La bilirrubina es un importante antioxidante endégeno
con propiedades citoprotectoras, de potencial aplicacion en el
tratamiento de dichas hepatopatias. Previamente, demostra-
mos en duplas aisladas de hepatocitos de rata (DAHR) que la
internalizacion de transportadores canaliculares secundaria a
la desorganizacién de actina media el efecto colestasico del
pro-oxidante modelo tert-butilhidroperéxido (tBOOH), y que
concentraciones fisiolégicas de BNC previenen esta alteracion.
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad de
BNC para limitar las alteraciones en la funcion secretora biliar
inducida por tBOOH en el higado aislado y perfundido de rata
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(HAPR), un modelo con estructura epitelial conservada similar
a la condicion fisiolégica. Se estudié también la capacidad de
BNC para prevenir la desorganizacion de actina, evaluada en
DAHR por i) formacion de ampollas de membrana plasmatica
(“blebs”), visualizadas por contraste de fase, y ii) disminucion del
% de actina pericanalicular por redistribucién al cuerpo celular,
estudiada por microscopia confocal de F- actina marcada con
faloidina-Cy3 y posterior analisis de imagen. tBOOH (125 pM)
indujo la formacion de “blebs” de membrana, y el pre-tratamiento
con BNC (17,1 pM) previno significativamente esta alteracion
(8043 vs. 68+2%, p<0.05). La disminucién del % de actina pe-
ricanalicular también fue prevenida por BNC (73+8 vs. 39+6%,
p<0,05). En HAPR, tBOOH (75 uM), perfundido durante 10 min,
disminuy6 agudamente el flujo biliar, y BNC (2,1 pM; perfundida
15 min antes que tBOOH) previno completamente esta alteracion
(0,8+0,2 vs. 1,5+0,3 pl/min/g hig, p<0,05). Concluimos que BNC
ejerce un rol anticolestasico en condiciones de EO, previniendo
la desorganizacion de actina y la consecuente internalizacion
endocitica de transportadores canaliculares relevantes para la
secrecion biliar.

067. (158) ESTUDIO DEL AREA NEURONAL DEL PLEXO
MIENTERICO INTESTINAL EN RATAS INYECTADAS CON
ALOXANO Y SUPLEMENTADAS CON ACIDO ASCORBICO.
Novelli F.'; Posadas M.?; Hisano N.2

Cdtedra de Histologia, Fac. Cs. Médicas, UNR'?; Catedra
de Biologia, Fac. Cs. Médicas, UNR?

franconovelli1 @ hotmail.com

El aloxano destruye a las células B3 del islote de Langerhans,
con la formacién de radicales libres. este efecto podria ser evitado
por la accion del acido ascérbico. Habiendo detectado una dismi-
nucion de neuronas NOS+ por el aloxano, que no es observable
en el caso de una administracion simultanea con &cido ascérbico
(SAIC 2010). En esta comunicacion estudiamos la distribucion
de las areas neuronales en el intestino delgado inyectado con
aloxano y aloxano mas acido ascérbico. Ratas “m” de 23 dias de
edad fueron divididas en 3 grupos experimentales: 1.- Inyectados
con aloxano (A) 24mg/100g PC (n=4). 2.- Inyectado con agua
destilada (C) 1cc/100g PC.(n=4). 3.- Inyectados con aloxano que
recibieron acido ascérbico(2g/L) disueltos en agua corriente, como
bebida ad libitum (A+AA) (n=4). Se detectd la glucemia con tiras
reactivas ACCU-CHEK (®Roche) a las 48 hs. A los 7 dias las
ratas fueron sacrificadas y se disecaron los intestinos delgados,
obteniéndose segmentos del yeyuno, fijados en paraformaldehido
4% PBS, y procesados con la técnica de NADPH. Los plexos de
Auerbach fueron fotografiados a 40x con una camara digital y
las superficies neuronales fueron medidas en un procesador de
imagenes. Las neuronas fueron divididas en <100p2, entre 100-
200p2, entre 200-300p2, entre 300-400p2 y >400p2. La mayoria
de las neuronas comprenden entre 100 y 300p2, que se distribu-
yen en: 100-200p2: A (51.90%), A+AA (50.90%), C (43.85%) y
200-300p2: A (37.75%), A+AA (39.25%), C (42.50%). Promedio
superficie neuronal A: 202.14+11.31p2, A+AA: 207.33+7.25p2, C:
220.22+12.49p2 (ns). Los resultados indicaron que los cuerpos
neuronales en los animales tratados con aloxano presentaron un
porcentaje mayor en neuronas de menor a 2002, mientras que
las neuronas de mayor tamafo (>200u2) se observé un porcentaje
mayor en el grupo control. El aloxano afecta el area y la cantidad
neuronal (SAIC 2010), independientemente si han recibido o no
acido ascorbico.

068. (153) LA DIETA RICA EN GRASA SE ASOCIA CON
MODIFICACIONES EN LA EXPRESION HEPATICA DEL
TRANSCRIPTO Y CAMBIOS EN LA DIMERIZACION DE
LA PROTEINA SCD1 (STEAROYL-COA DESATURASA).
Fernandez Gianotti T."; Rosselli M.2; Burguefo A.%; Pirola
C.% Sookoian S.°

Departamento de Genética y biologia Molecular de En-
fermedades Complejas, IDIM, UBA, CONICET' *; Depar-
tamento de Hepatologia Clinica y Molecular, IDIM, UBA,
CONICET?

tfgianotti@yahoo.com.ar
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La Scd1 se postula como blanco terapéutico de la obesidad,
insulinorresistencia (IR) y enfermedad cardiovascular. Las desatu-
rasas son reguladas por los acidos grasos, pero es controversial
la modulacién de la expresion de Scd1 en la enfermedad grasa
del higado de etiologia no alcohdlica (NAFLD). Objetivos: evaluar
los cambios en la expresion hepatica de Scd1 inducidos por dieta
rica en grasa (DG) y su relaciéon con el estatus de IR. Para este
fin medimos los niveles hepaticos del transcripto de Scd1 (PCR
en tiempo real) y los niveles de proteina (Western Blot) en dos
modelos experimentales de NAFLD inducidos por DG: ratas
adultas macho Sprague Dawley (SD) y ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) con sus controles normotensos (Wistar-Kyoto,
WKY). Los animales fueron alimentados con dieta estandar (CON,
n=7) o DG (n=7) durante 10 semanas. Ambas cepas desarrollaron
NAFLD cuando se alimentaron con DG, solo la cepa SHR presenté
IR. Observamos una significativa reducciéon en la abundancia
hepatica del Scd1 mRNA en las ratas sometidas a DG: CON-SD
235+195 vs. DG-SD 4.5+2.9 (media+ES), p<0.0004; CON-SHR
75.6+10.8 vs. DG-SHR 4.5+17.4, CON-WKY 168.7+17.4 vs. DG-
WKY 12.9+17.4, p<0.000001 (ANCOVA ajustado por HOMA). El
andlisis de la expresion hepatica de la proteina Scd1 mostré un
patron particular en todas las ratas sometidas a DG, caracterizado
por la presencia de un nivel elevado de una banda monomeérica
de 33 kDa (p<0.003), y un nivel disminuido de una banda dimérica
de 66 kDa (p<0.02). La relacion monoémero/dimero de la proteina
fue mayor (p<0.0002) en los especimenes sometidos a DG (DG-
SHR: 1.9 vs CON-SHR: 0.55; y DG-WKY: 2.1 vs CON-WKY: 0.9).
En conclusion, la ingesta de DG se asocié con una significativa
reduccion en la expresion hepatica del mensajero de Scd1 y una
desdimerizacién de la proteina hepatica, la cual podria impactar
directamente en la funcion y actividad de la proteina.

069. (127) EFECTO DE GALECTINA-1 EN LA QUIMIORRESIS-
TENCIA Y ADHESION DE CELULAS DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR HUMANO (HCC)

Bacigalupo M."; Manzi M.%; Espelt M.3; Elola M.% Rabino-
vich G.5; Wolfenstein De Todel C.%;, Troncoso M.”
Instituto de Quimica y Fisico-Quimica Bioldgicas, FFyB,
UBA, CONICET'23467: IBYME, CONICET®
lore_baci@yahoo.com.ar

Previamente demostramos que Galectina-1 (Gal-1), proteina
con afinidad por B-galactésidos, promueve la adhesién y la pola-
rizacion de células de HCC, HepG2. En este trabajo, estudiamos
la adhesion de otra linea de HCC humano, HuH7 en presencia de
Gal-1 recombinante (rGal-1), mediante la tincién con cristal violeta.
rGal-1 soluble (3,5 y 14 uM) disminuyé la adhesién a pocillos
sin recubrir (80,8+3,8 y 66,4+4,6 %, p<0.01) respecto al control
(100%), t=1h, mediante su dominio de unioén a carbohidratos. En
cambio, rGal-1 (14 pM) promovié la adhesién cuando fue inmo-
vilizada en los pocillos (137,8+3,2 %, p<0.05) y al ser incubada
sobre pocillos recubiertos con laminina (proteina de la matriz
extracelular (MEC)) (218+12 % p<0.001). Si bien la expresion
intracelular de Gal-1 fue menor en las células HuH7 que en las
HepG2, en el medio condicionado fue diez veces mayor, indicando
que la mayor parte de Gal-1 es secretada al medio extracelular,
a diferencia de lo observado en las células HepG2 (Western blot,
WB). Gal-1 aumento la expresion del marcador apical MDR1 en
la membrana plasmatica (WB), y dada su participacion en la
resistencia a diversas drogas quimioterapéuticas, como la camp-
totecina (CPT), analizamos la viabilidad de células HepG2 wt y
que sobre-expresan Gal-1 frente a dicho compuesto. Células que
sobre-expresan Gal-1 fueron mas resistentes a la muerte por CPT
(1y 10 uM) (56,8+1,8 y 50,6+1,9 %) que las células wt (41,2+2,3
y 34,6+2 % p<0.05) (MTS). Nuestros resultados demuestran que
Gal-1 modula la adhesién de células de HCC, ejerciendo un efecto
diferencial segun su “presentacion” a la célula, su nivel de expre-
sién y/o su localizacién celular. Proponemos que los hepatocitos
tumorales secretan Gal-1, ésta permanece unida a la membrana
plasmatica o depositada en la MEC, favoreciendo la adhesion de
las células tumorales a la misma, y a su diseminacion. Ademas,
Gal-1 contribuye a la resistencia a la muerte por CPT sugiriendo
su participacion en la quimiorresistencia.
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070. (102) TRANSFERENCIA IN VIVO DEL GEN DE AQUAPO-
RINA-1 HUMANA (HAQP1) AL HIGADO DE RATA
Lehmann G.'; Marrone J.?; Malvicini M.3; Mazzolini G.%;
Marinelli R.®

Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET),
UNR'25; Laboratorio de Terapia Génica, Universidad Aus-
tral

marrone @ifise-conicet.gov.ar

La aquaporina-8 (AQPS8) facilita el transporte de agua a través
de la membrana canalicular del hepatocito durante la formacién
de la bilis. En animales con colestasis hepatocelular, la expresion
canalicular defectiva de AQP8 y la consecuente reduccion de la
permeabilidad de membrana al agua, se considera un importante
factor contribuyente a la falla secretora biliar. Asi, hipotetizamos
que la normalizacion de la permeabilidad canalicular al agua via
transferencia génica in vivo de AQPs puede atenuar un cuadro
colestasico. A fin de comenzar con los estudios, se utilizé el
adenovector AdhAQP1 (generado y donado por BJ Baum, Gene
Transfer Laboratories, NIH, USA) y en animales normales, se
optimizaron las condiciones experimentales, i.e. dosis, via de
administracién y tiempo requerido para la expresion proteica y se
determind, ademas, la localizacién celular y subcelular de hAQP1.
La administracién de AdhAQP1 (dosis: 5 x 109 UFP) a ratas Wistar
macho adultas indujo la expresién hepatica de hAQP1 a las 72
h post-administracion. La via retrobiliar, cuyas ventajas son: la
exposicién directa a los hepatocitos periportales principales gene-
radores de la secrecion biliar, la menor reaccién inmune sistémica
y la potencial significancia clinica; mostré los mejores resultados.
Los estudios inmunohistoquimicos en tejido hepatico revelaron
expresion de hAQP1 en hepatocitos mayormente periportales.
El fraccionamiento subcelular por ultracentrifugacion en gradien-
tes de sacarosa y andlisis por inmunobloting, revelé un mayor
enriquecimiento de hAQP1 en membrana canalicular hepatica.
En conclusién, la administracién retrobiliar de AdhAQP1 a ratas
normales, indujo la expresion proteica de hAQP1 en hepatocitos
alas 72 h, con localizacion canalicular. Asi, la transferencia ade-
noviral de hAQP1 podria resultar una estrategia util para futuros
estudios dirigidos a atenuar un cuadro colestasico.

071. (86) LA APLICACION TOPICA DE ANTAGONISTAS DE
RECEPTORES DE CANNABINOIDES SOBRE EL TEJI-
DO GINGIVAL INCREMENTA EL DANO PERIODONTAL
INDUCIDO POR LPS EN LA RATA
Ossola C."; Surkin P.2; Mohn C.3; Elverdin J.#; Fernandez-
Solari J.5
Catedra de Fisiologia, Facultad de Odontologia, UBA'234%
caossola@hotmail.com

Los receptores de cannabinoides, CB1r y CB2r, han sido
identificados en la encia en y la glandula submaxilar (GSM) de la
rata. El objetivo de este trabajo fue evaluar cémo se modifican al-
gunos parametros de enfermedad periodontal luego un tratamiento
con antagonistas (ANT) de los receptores mencionados sobre la
encia adyacente a los molares comprometidos. Se emplearon 3
grupos de ratas (Wistar macho, n=7): G1) inyectados con 10uL de
solucion fisiolégica (SF) en la encia del primer molar superior e
inferior, 3 veces por semana, durante 6 semanas; G2) inyectados
con 10pL de LPS (2mg/mL en SF) en los sitios descritos para
G1; y G3) inyectados con LPS y topicados diariamente con una
solucién de AM251 (1pg/mL) y AM630 (1pg/mL) (ANT de CB1r
y CB2r, respectivamente), en los sitios de inyeccion. Una vez
sacrificados los animales, se extrajeron los maxilares superior e
inferior para evaluar la pérdida dsea, en base a la distancia entre
el limite amelo-cementario y la cresta dsea alveolar de las raices
de los primeros molares. Las encias y las GSM se extrajeron para
medir prostaglandina E (PGE) por RIA, actividad de o6xido nitrico
sintasa inducible (NOSi) por radioconversion, y TNFa por ELISA.
La aplicacion local de los ANT increment¢ la pérdida 6sea inducida
por LPS en ambos maxilares (P<0,05). En las encias, el trata-
miento con ANT incrementé méas aun (P<0,01) los niveles de TNFl
aumentados por LPS (p<0,05) (G1: 91,7+3,5; G2: 167,9+36,2; G3:
280,4+10,8 pg TNFa/ mg prot), pero disminuyé la actividad de
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iNOS incrementada en tales condiciones (P<0,05). En las GSM,
el contenido de PGE aumenté en las ratas inyectadas con LPS
con respecto a los controles, mientras que disminuyd en respuesta
al tratamiento con los ANT. Los resultados demuestran que el
tratamiento con ANT de CB1r y CB2r sobre el tejido gingival de
ratas con periodontitis conduce a un dafio periodontal mayor. Esto
sugiere la participacion del sistema endocannabinoide durante el
desarrollo de la enfermedad.

072. (88) RATONES DEFICIENTES EN AMBAS ISOFORMAS
DEL RECEPTOR AT1 DE ANGIONTESINA I, AT1A Y
AT1B, PRESENTAN RETARDO EN LA INVOLUCION
MAMARIA POST-LACTANCIA: UN NUEVO ROL DEL
SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA.

Nahmod K.'; Cambados N.2; Walther T.%; Meiss R.4; Tap-
penbeck N.5; Raffo D.5; Simian M.7; Geffner J.%; Kordon
E.%; Schere-levy C."°

Seccion Inmunologia, IIHEMA, Academia Nacional de
Medicina' 8; LEGMA, IFIBYNE-CONICET, FCEN, UBA?°
10: Center for Cardiovascular and Metabolic Research, Hull
York Medical School, University of Hull, Hull, United King-
dom??; Servicio de Patologia, IHEMA, Academia Nacional
de Medicina?*; Area de Investigacion, Instituto de Oncologia
Angel H Roffo, UBA®”

karennahmod @ gmail.com

La angiotensina Il (Angll) participa en una multiplicidad de
procesos biolégicos, como proliferacién, apoptosis y remodelado
tisular a través de 2 receptores tipo 7TMS asociados a proteinas
G, el AT1 y el AT2. Nuestra hipétesis es que Angll cumple un rol
en la fisiologia de la glandula mamaria y en particular en la fase de
involucién mamaria post-lactancia (IM). Previamente reportamos
que Angll induce la activacién del factor pro-apoptético STAT3 en
epitelio mamario de hembras de la cepa Balb/c lactantes. Encon-
tramos ademas que durante la IM se incrementa la expresién de
los componentes del RAS y que el bloqueo farmacoldégico de AT1
con losartan induce retardo en dicha fase. En el presente trabajo,
demostramos mediante western blot que el co-tratamiento con
irbesartan 10-5M, un antagonista del AT1, bloquea la activacion de
STAT3 y ERK1/2 inducida por la inoculacion intramamaria de Angll
10-6M en hembras lactantes. El tratamiento de hembras de la cepa
Balb/c con losartan 20mg/kg/dia por via sc durante la IM nos per-
mitié identificar mecanismos subyacentes al retardo inducido por el
bloqueo de AT1.0Observamos induccion en la expresion de factores
de supervivencia como BCL-XL y AKT, disminucion en la tasa de
células epiteliales apoptdticas [12.1+2.1% (control) vs. 4.8+0.7%
(losartan); P<0.001] e inhibicién significativa dosis dependiente
de la actividad de MMP-9 por zimografia (80%; P<0.05), con un
IC50 de losartan de 6.9 mg/kg/dia. Por otro lado, demostramos
que hembras deficientes en cualquiera de las dos isoformas del
receptor AT1, el AT1A, el AT1B o en ambas isoformas(AT1A /
AT1BDKO), presentan retardo en la IM con disminucién signifi-
cativa en el porcentaje de células apoptdticas [6.3+0.95% (WT)
vs. 3.3+0.56% (AT1A /AT1BDKO); P<0.05] y menor depdsito de
fibras de colageno y reticulina. Estos resultados sugieren que
Angll, a través de ambas isoformas del receptor AT1 cumple un
importante rol en la involucion mamaria post-lactancia.

073. (132) REPARACION ALVEOLAR POST EXODONCIA EN
RATAS CON SUBMANDIBULECTOMIA (SMX): PARAME-
TROS INFLAMATORIOS

Mohn C.'; Gallego M.2; Steimetz T.3; Surkin N.4 Fernandez-
solari J.%; Guglielmotti M.%; Elverdin J.”

Catedra de Anatomia Patoldgica, Facultad de Odontologia,
UBA, CONICET'?¢; Cétedra de Fisiologia, Facultad de
Odontologia, UBA?*57

claumohn @yahoo.com

La saliva cumple un importante rol en la reparacion de heri-
das en la cavidad bucal, aportando una diversidad de factores
de crecimiento, inmunoldgicos y enzimas. Tanto la hiposialia
como la xerostomia son afecciones con elevada incidencia en la
poblacién adulta. En tal sentido existe poca evidencia respecto
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al efecto que la hiposialia ejerce sobre mediadores inflamatorios
como el oxido nitrico (NO), prostaglandinas (PGE) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) producidos durante la reparacion
tisular post extraccién dentaria. El objetivo de este estudio es
evaluar los efectos de la SMx sobre dichos parametros inflama-
torios. Se utilizaron ratas Wistar macho (n=10/grupo) al momento
del destete (21 dias): Grupo Experimental (SMx) y Grupo Sham.
El dia 7 post cirugia se realiz6 la exodoncia bilateral del primer
molar inferior y se procedié a estudiar la actividad de la NOS
(Arginina C14), los niveles de PGE (RIA) y el contenido de TNFa
(ELISA) en dos areas: 1) tejido que ocupa el alvéolo y 2) encia
a las 24, 48 y 72 hs post exodoncia. Los resultados obtenidos
se analizaron estadisticamente considerandose significativas las
diferencias con p<0.05. La actividad de la NOS aumenté en el
Sham 48 hs con respecto a Sham 24hs (p<0.01) en ambas areas
estudiados. EI G SMx no presentd aumento de actividad de NOS
respecto al Sham 48hs (p<0.01). Los niveles de PGE observados
en el area 1, fueron mayores a las 24hs siendo mas elevados en
el G SMx 24 hs (p<0.05). En el G SMx 72 hs los niveles de PGE
disminuyeron con respecto a G SMx 48 hs y 24 hs (p<0.01). El
TNFa fue detectado en el area 1) en G Shamy G SMx 24 hsy a
las 48 hs fue detectado sélo en el G SMx. La submandibulectomia
modifica los niveles de NO, PGE y TNFa en el tejido que ocupa
el alvéolo post exodoncia. Los cambios de estos parametros
inflamatorios podrian ejercer algun efecto sobre la reparacion
6sea post exodoncia en ratas. UBACyT 20020100100657, PIP
11220090100117 y UBACyYT O 007

074. (136) EVALUACION DEL ACEITE ESENCIAL SCHINUS
AREIRA (ANACARDEACEA) EN UN MODELO DE INFLA-
MACION DE LAS VIAS EN RATON Y EN EL SISTEMA
CARDIOVASCULAR EN CONEJOS

Bigliani C.; Rossetti V.2; Grondona E.%; Lo Presti S.%; Pa-
glini P.5; Rivero V.5, Zunino M.”; Ponce A.®

Cdtedra de Fisiologia Humana, Facultad de Cs Médicas,
UNC' 3; Catedra de Pequefios Animales, Dpto. Acadé-
mico de Ciencias y Tecnologias Aplicadas a la Produc-
cion, al Ambiente y al Urbanismo, Universidad Nacional
de la Rioja?; Catedra de Biofisica, Facultad Cs Médicas,
UNC*5; Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica
e Inmunologia, Dpto. de Bioquimica Clinica, Facultad de
Ciencias Quimicas, UNCS; Catedra de Quimica Orgdnica
y Productos Naturales (IMBIV-CONICET), Facultad de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, UNC’; Catedra de
Fisiologia Humana, Facultad Cs Médicas, UNC, Catedra
de Fisiologia Humana, Depto. Ciencias de la Salud, Uni-
versidad Nacional de la Rioja®

bigliani.celeste @ gmail.com

Diversas especies vegetales Sudamericanas tienen una larga
historia de usos en la medicina popular, como el “Aguaribay”
(Schinus areira), ampliamente utilizado como antiinflamatorio,
antifungico e hipotensor. Los terpenos presentes en su aceite
esencial (AE) poseen actividad hipotensiva, antiradicalaria, e
inhiben a la “enzima convertidora de angiotensina” (ECA). El
presente Estudio fue disefiado para determinar a nivel pulmonar,
la accidén biolégica de diferentes concentraciones de AE (5, 30
y 300 mg/Kg; obtenido por destilacién por arrastre con vapor
de agua), administrado intraperitonealmente a ratones machos
adultos de la cepa Albino Swiss, previamente instilados con
LPS (lipolopisacarido de Pseudomonas aeruginosa, 1,67mg/Kg),
cuantificando la expresion de TNF-a en pulmén, la concentracion
de dienos conjugados (DC), la activacion de macréfagos (MA) y
la migracién de neutréfilos (PMN), a partir del lavado bronquiol-
veolar. También se determind la contractilidad miocardica en
raton inducida por noradrenalina y factores hemodinamicos en
conejos machos. Los terpenos se identificaron mediante GC-MS,
cuantificando el 98% del total de terpenos, siendo los principales
el a-pineno (13.80%) y el canfeno (12.62%). Conclusiones: El
AE disminuye significativamente TNF-a, la activacion de MA, el
infiltrado de PMN y el cociente entre porcentaje de DC/MA (como
parametro de actividad antioxidante). Ejercié actividad inotrépica
(-) en ratén, mientras que en conejos disminuy6 significativamente
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la presion sistdlica (p < 0.01). Estos resultados podrian atribuirse
a la actividad inhibitoria que ejercerian los terpenos sobre la ECA.
Agradecimientos: Subsidios de la SECyT UNLAR.

075. (169) FUNCION MITOCONDRIAL EN HIPOCAMPO Y
CORTEZA CEREBRAL DE RATAS SOMETIDAS A 5000
M DE ALTURA SIMULADA DURANTE 7 MESES.

La Padula P."; Costa L.2; Czerniczyniec A.%; Bustamante
J.% Lores Arnaiz S.5

Instituto de Investigaciones Cardioldgicas, Facultad de
Medicina, UBA'?; Laboratorio de Radicales Libres en Bio-
logia, FFyB, UBA34%

pablolapa @hotmail.com

Nuestros estudios previos en mitocondrias aisladas de hipo-
campo de ratas expuestas a hipoxia hipobarica durante un mes
indicaron un aumento de 6xido nitrico sintasa (NOS), acompafnado
por una disminucién del consumo de O2 con preservacion del
potencial de membrana y la produccion de H202, efectos que se
integrarian en un mecanismo protector. Teniendo en cuenta que
un aumento de NOS mitocondrial correlaciond con la cardiopro-
tecciéon observada durante un largo periodo de aclimatizacion (J
Appl Physiol, 2008), el objetivo del presente estudio fue analizar
la funcién mitocondrial en cerebro de ratas sometidas a hipoxia
prolongada. Ratas Wistar fueron expuestas a una altura simulada
de 5000 m (53,8 kPa) en una camara de hipopresién, mientras
que el mismo numero de animales permanecieron como controles
a presion atmosférica ambiental (101,3 kPa). Al cabo de 7 meses,
las ratas se sacrificaron y se aislé la fraccién mitocondrial de hipo-
campo (H) y corteza (C). La produccion de NO, determinada por
el método espectrofotométrico de la oxihemoglobina, y el consumo
de O2, determinado con un respirémetro de alta resolucién, no
mostraron cambios. La despolarizacion de la membrana, evaluada
por citometria de flujo (sonda potenciométrica DiIOC6), aumentd
(en%)de 16 + 1 a25+1 (p<0.01)yde 10+ 1 a 16 + 2 (p<0.01)
en Hy C, respectivamente. La produccién de H202, medida por
el método espectrofluorométrico (escopoletina-HRP), disminuyd en
H (p<0.05). Se concluye que, probablemente debido a la mayor
sensibilidad del cerebro a la deficiencia de O2, el mecanismo
protector descrito previamente no se manifiesta después de un
periodo prolongado en condiciones de hipoxia relativamente seve-
ras. Sin embargo, los resultados podrian interpretarse dentro del
marco de la hipétesis “uncoupling to survive” (Brand, 2000), por la
cual una moderada caida del potencial de membrana mitocondrial
disminuiria la produccion de especies reactivas del oxigeno y el
consiguiente dafo oxidativo.

076. (322) LA INOCULACION INTRAMAMARIA DE PANAX
GINSENG AL MOMENTO DEL SECADO MODIFICA LA
EXPRESION DE COMPONENTES DEL SISTEMA DE
FACTORES DE CRECIMIENTO ANALOGOS A INSULINA
(IGFS).

Dallard B."; Pujato S.2; Baravalle C.%; Renna M.%; Rey F.5;
Ortega H.®; Calvinho L.”

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, FCV, UNL'2
3456: Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela, INTA”
bdallard @fcv.unl.edu.ar

Se ha descripto que el sistema de IGF regula el proceso
de remodelacion mamaria durante la involucién. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la expresion de componentes del
sistema de IGF en tejido mamario bovino y en leche identificando
posibles modificaciones tras la aplicaciéon intramamaria (IM) de
Panax ginseng (PG) durante la involucién temprana. Se utilizaron
6 vacas Holstein no prefiadas en la etapa final de la lactancia. La
unidad experimental fue el cuarto mamario. Ocho cuartos fueron
inoculados con 10 ml de una solucién de extracto de PG (3 mg del
extracto seco/ml), 8 con 10 ml de solucion fisiolégica (placebo, P) y
8 fueron mantenidos como controles libres de inoculacion (C). Los
animales fueron secados luego del tratamiento y se sacrificaron
a los 7 dias para la obtencion de tejido mamario. Previa inocula-
cién se tomaron muestras de leche (hora 0) y a las 24, 48 y 72
hs post inoculacién (pi). A los 7 dias del secado se observé una
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disminucion (p<0.05) en los porcentajes de marcacion evaluados
por IHQ para IGF-I en los cuartos tratados con PG con respecto
a los cuartos P y C; mientras que, los porcentajes de marcacion
para IGF-1l fueron similares en los tres tratamientos. Los niveles
de expresion de ARNm para IGF-I y Il fueron similares en los
tres grupos evaluados. Los porcentajes de inmunomarcacion
y los niveles de expresion de ARNm para IGFBP-3, -4 y -5 se
vieron aumentados (p<0.05) en los cuartos tratados con PG con
respecto a los cuartos P y C. La concentracion de IGF-I en leche
evaluada por RIA, fue mayor en los tratados con PG (p=0.001).
La concentracion de IGF-II en leche obtenida por ELISA, no se vio
influenciada por el tratamiento (p=0.942). Los resultados revelan
que la inoculacion de PG al secado disminuye la expresion de
IGF-I, no modifica la expresién de IGF-Il y aumenta la expresion
de IGFBP-3, -4 y -5 en la glandula mamaria contribuyendo en la
aceleracion del proceso de remodelacion durante la involucién
temprana.

077. (412) RELACION ENTRE EL ESTADO BUCAL Y NIVELES
DE INMUNOGLOBULINA A SALIVAL EN ADOLESCENTES
Juarez R.'; Martinez S.?; Vila V.2

Facultad de Odontologia, Universidad Nacional del Nor-
deste’ 23

ropablojuarez@gmail.com

Introduccion: el principal papel de las IgA salival es contribuir
a la inmunidad de las mucosas y se postula que inhiben la ad-
herencia de microorganismos a las células de estas. Objetivo: el
objetivo de este trabajo fue evaluar la relaciéon entre la condicion
bucal de adolescentes y los niveles de IgA en saliva. Métodos:
La poblacion estuvo constituida por individuos sanos de ambos
sexos. A todos los pacientes seleccionados se les realizé histo-
ria clinica completa, indice de caries, indice de placa y gingival.
Para el dosaje de IgA en saliva se recolecto la muestra de cada
paciente involucrado en el trabajo. La técnica utilizada para la
determinacién de IgA en saliva, fue la Inmunodifusién Radial.
Resultados: el 86% de la muestra presentoé valores muy altos de
indice de caries y el 54% mostraron valores de indice gingival y
de placa no compatibles con salud. Se obtuvieron valores de IgA
que variaron entre 1,90 y 15,40 mg/dl (promedio 9,36). El 36% (19
pacientes) presentaron valores de IgA menores a 4, mientras que
el 64% (31 pacientes) mostraron valores entre 4 y 15.40 mg/dl. A
fin de correlacionar los niveles de IgA con el estado bucal de los
adolescentes, se consideraron los valores obtenidos del indice
gingival de Loe-Silness (r = -0.0012, P-Valor= 1) no hallandose
correlacién significativa; y los valores de caries del CPOD (r =
-0.3, P-valor= 0.04) donde la correlacion fue significativamente
inversa. Conclusion: Los valores de caries mostraron una co-
rrelacion significativamente inversa, reflejandose que a niveles
elevados de IgA en saliva, le correspondieron valores bajos de
caries. La saliva podria tener una influencia moduladora sobre
los microorganismos involucrados con la caries, por medio de la
secrecion de IgA.
078. (491) EL ADP: UNNOVEDOSO MODULADOR DEL VOLU-
MEN CELULAR EN CELULAS DE HEPATOMA HUMANO.
Espelt M.'; Alvarez C.2; De Tezanos Pinto F.%; Schwarz-
baum P.*
IQUIFIB, UBA, CONICET'234
vicespelt@yahoo.com.ar

La exposiciéon de células hepaticas y de hepatoma a medios
hipotonicos, induce el aumento del volumen celular seguido de la
pérdida de iones y con agua. Esto provoca disminucién regulatoria
del volumen celular (RVD) que tiende a restaurar los valores de
volumen a niveles control. El aumento de volumen en células
hepaticas estimula la salida de ATP, el cual puede interactuar con
receptores P2 y al mismo tiempo ser degradado a ADP por la acti-
vidad ectoATPasa de eNTPDasas. El objetivo del presente trabajo
es estudiar la variacién de volumen en células Huh-7 incubadas en
medio hipotoénico (Hypo), y el rol del ATP y/o ADP extracelulares
en el RVD. La exposicién de las células a Hypo generé aumento
del volumen celular seguido de RVD de 40.8+7.80 % a los 40
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min (RVD40), mientras que la concentracién de ATPe aumentd
2.4 veces sobre el nivel basal (17 min). En Hypo con apirasa,
una enzima que remueve el ATP y el ADP, el RVD fue similar
al observado en Hypo solo (RVD40api=42.2+9.71 %) indicando
que el ATP no mediaria el RVD. Sin embargo, en presencia de
Hypo+Cibacron Blue y Suramina (inhibidores de receptores P), se
inhibié el RVD sugiriendo un posible papel de los nucleétidos ex-
tracelulares en la respuesta. Las células incubadas en Hypo+(Na+/
K+)-ATPasa (enzima que cataliza la produccion de ATP a ADP)
mostraron una fuerte activacion del RVD (RVD40=106.1+14.31%).
Resultados similares se observaron al agregar el agonista de ADP,
2-Metil tio ADP, mientras que un inhibidor del receptor P2Y13
revirtio esta activacion. Experimentos de RT-PCR mostraron la
presencia de mRNA para el receptor P2Y13 y para eNTPDasa 2
(enzima que principalmente hidroliza ATP a ADP). En conclusion,
estos resultados muestran por primera vez al ADP como molé-
cula estimuladora del RVD que actuaria por su interaccion con el
receptor P2Y13. El ATP liberado al aumentar de volumen podria
ser convertido a ADP por medio de la eNTPDasa 2. Realizado
con subsidios UBACYT (20020100100090), CONICET (PIP1187)
y ANPCyT (0151)

GENETICA 1
079. (207) DIAGNOSTICO MOLECULAR DE PORTADORAS
DE DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER.
EL PARTICULAR CASO DE UNA MUJER SINTOMATICA
(X0)
Djenderedjian I."; Luce L.2; Ottaviani D.3; Tonini S.4 Ferrer
M.5; Szijan 1.5; Giliberto F.”
Catedra de Genética y Biologia Molecular, FFyB, UBA'?22
67 Hospital de Dia Polivalente, Hospital de Nifios Ricardo
Gutierrez*; Division Neurocirugia, Hospital de Clinicas
‘José de San Martin”, UBA®
ivannadjenderedjian @ gmail.com

La Distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una de las
enfermedades hereditarias mas frecuentes (1:3500), recesiva,
ligada al X, progresiva y de evolucién fatal. Los varones la pa-
decen, las mujeres son portadoras asintomaticas y raramente
afectadas. Por el momento no existe un tratamiento efectivo
para detener o revertir su desarrollo. Los estudios moleculares
resultan de suma utilidad para las familias con antecedentes de
esta grave afeccion. El objetivo del trabajo es estimar el riesgo
de ser portadoras de DMD de 9 mujeres con antecedentes fami-
liares de la enfermedad. Como estrategia diagndstica se realizd
un estudio de segregacion de STRs intragénicos con el uso del
primer universal y marcacién con fluorocromo para determinar el
haplotipo de riesgo, aquel que posee el afectado de DMD. Dos
mujeres se excluyeron de ser portadoras con un 95% de certeza
por no haber heredado el haplotipo de riesgo. Dos mujeres son
portadoras obligadas, madre e hija, ambas con un hijo enfermo
de DMD. Otra mujer es portadora obligada al presentar sinto-
matologia y un unico cromosoma X (Turner XO) el diagndstico
fue corroborado molecularmente al comprobar que comparte el
mismo haplotipo que uno de sus hermanos afectados. Cuatro de
las mujeres aun estan siendo analizadas, se sospecha la exis-
tencia de eventos de recombinacion y mosaicismo germinal. El
analisis de segregacion de microsatélites permitié identificar los
haplotipos de riesgo y estimar la probabilidad de ser afectado o
portador de DMD, brindando un correcto asesoramiento genético
a las familias consultantes. La importancia de este trabajo es
demostrar la utilidad del estudio de segregacion de alelos cuando
es imposible afrontar el costo de técnicas como el MLPA para
alcanzar un diagnéstico certero de DMD en familias afectadas
y presentar el particular caso de una mujer con sindrome de
Turner y sintomatologia para DMD.

080. (242) ANALISIS DE GENOTIPOS DE GENES RELOJ Y
GENES METABOLIZANTES XENOBIOTICOS EN MUES-
TRAS DE CANCER DE MAMA

Cerliani M."; Villanueva M.?; Richard S.®
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Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular, CIC, CO-
NICET'23
bele_cerliani @ hotmail.com

Durante los ultimos afios, se ha evidenciado una estrecha rela-
cién entre el sistema circadiano y la proliferacion celular, como asi
también un impacto de las variantes alélicas de genes reloj en el
desarrollo tumoral. Por otro lado, el metabolismo y la detoxificacion
de farmacos y sustancias procarcinogénicas también se hayan
vinculados al reloj circadiano. De esta forma, los patrones diarios
de expresioén de las enzimas metabolizantes xenobidticas, junto a
las variantes alélicas que éstas pueden presentar, tienen efectos
considerables sobre procesos celulares relevantes, en particular
en el desarrollo tumoral. El objetivo del trabajo fue analizar los
genotipos de genes reloj y genes metabolizantes xenobidticos
(GMX), y su posible correlacion en el desarrollo tumoral. Para
ello, se realizé un estudio caso-control, con 62 muestras de can-
cer de mama y 79 controles. Se analizaron los genes reloj PER3
(VNTR, alelos 4 o 5 repeticiones, GenBank AB047536), y CLOCK
(SNP T3111C, GenBank rs1801260). Los GMX estudiados fueron
GSTT-1 y GSTM-1 (ambos con polimorfismo null), y NAT2 (alelos
acetiladores rapidos y lentos). Se utiliz6 técnica de PCR en todos
los casos, con posterior RFLP para CLOCK y NAT2. Los genoti-
pos 4/5 y 5/5 de PER3 no mostraron asociacién con el cancer de
mama (OR 0.65, IC95% 0.33-1.3, p=0.22); lo mismo sucedid con
los genotipos TC y CC de CLOCK (OR 0.70, 1C95% 0.36-1.37,
p=0.30). Analizando sélo las muestras tumorales, ninguno de los
genotipos de GMX (wild-type/null para GSTs; rapido/intermedio/
lento para NAT2) mostré asociacion significativa con uno o varios
genotipos de genes reloj, con excepcion del genotipo GSTT-1null y
el homocigota TT para CLOCK (p=0.05). Un aumento en el nimero
de casos y controles, asi como la evaluacién de una mayor canti-
dad de polimorfismos, nos permitira dar una conclusion definitiva
sobre el rol de las variantes alélicas de GMX y genes reloj en el
riesgo de cancer de mama.

081. (308) EVALUACION DE LA EXPRESION DEL GEN GSTP1
Y DEL POLIMORFISMO ILE105VAL EN PACIENTES CON
MIELOMA MULTIPLE
Stella F."; Weich N.2; Slavutsky 1.3; Fundia A.*
Departamento de Genética, Instituto de Investigaciones
Hematoldgicas, Academia Nacional de Medicina'23+*
fla_stella@yahoo.com.ar

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia caracterizada por
una infiltracién atipica de células plasmaticas en médula 6sea
(MO). Las glutation-S-transferasas (GSTs) son enzimas detoxifi-
cantes de fase Il encargadas de la metabolizacion de diversos car-
cinégenos enddgenos y exdgenos y se asocian con la respuesta
al tratamiento. Su actividad ha sido muy poco estudiada en MM.
La isoforma GSTP1 tiene un polimorfismo de nucledtido tnico en
el codén 105 con sustitucién de isoleucina por valina (lle105Val)
que disminuye la actividad enzimatica. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la expresion y los polimorfismos genéticos de GSTP1
en pacientes con MM. Se cuantificé la expresion génica en MO de
42 pacientes con MM (21 varones; edad media: 65 afios; rango:
30-87 afos; estadios Durie & Salmon: |: 26%, Il: 17%, lll: 57%),
y en linfocitos de sangre periférica de 11 controles normales. Se
efectud la extraccion de ARN, sintesis de ADNc por RT-PCR y
cuantificacién mediante PCR en tiempo real. Por otra parte, en
16 pacientes se extrajo ADN a fin de realizar la genotipificaciéon
del polimorfismo lle105Val mediante PCR-RFLP con la enzima
de restriccion Alw261. El 45% (19/42) de los casos mostraron
sobreexpresién de GSTP1 (0,18+0,05) tomando como punto de
corte la media de los controles (0,05+0,007) (p<0,0001). El analisis
de los genotipos GSTP1 mostré que 10/16 casos presentaban
sobreexpresion, observandose que el 70% de estos tenia genotipo
salvaje lle/lle y el 30% restante era heterocigota lle/Val. Tres de
los 6 casos con expresion disminuida tenia genotipo salvaje, en
tanto que la otra mitad era heterocigota. No se identificaron indi-
viduos con genotipo homocigota variante Val/Val. Los resultados
obtenidos sugieren que la sobreexpresion de GSTP1 se asociaria
con el genotipo salvaje que se caracteriza por una actividad ca-
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talitica normal y mayor capacidad detoxificante, pudiendo llegar
a ser de importancia en la evaluacion de respuesta terapéutica.
082. (357) HIGH RESOLUTION MELTING (HRM) COMO NUEVO
METODO DE SCREENING DE LA MUTACION V617F DEL
GEN JAK2 EN SINDROMES MIELOPROLIFERATIVOS
CRONICOS. COMPARACION CON LOS METODOS DE

SECUENCIACION Y ARMS PCR
Quintana S.'; Di Geronimo V.2; Agriello E.%; Martin N.4;
Pagani F.5

Laboratorio de Biologia Molecular, FARES TAIE Instituto
de Andlisis’?; Laboratorio de Especialidades Bioquimicas®;
Servicio de Hematologia, Clinica Colon*®
biologiamolecular @farestaie.com.ar

La policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial (TE) y
la mielofibrosis idiopatica (MI) son trastornos mieloproliferativos
clonales estrechamente relacionados y caracterizados por una
proliferacion excesiva de una o mas lineas mieloides tales como
eritrocitos, plaquetas y fibroblastos de la médula ésea. En el afio
2005, se identificé en varias de estas entidades una mutacion
en el gen tirosina quinasa Janus kinase 2 (JAK2). Esta mutacion
consiste en la sustitucion de una G por una T en la posicién 1849,
resultando en la sustitucién en la proteina de una fenilalanina por
valina (JAK2 V617F). Es el objetivo de este trabajo determinar
la utilidad de la técnica de HRM como método de screening de
JAK2 V617F y comparar su sensibilidad y especificidad con la
secuenciacion y ARMS PCR. Con este fin se realizé extracciéon de
ADN de sangre periférica de 25 pacientes con sindromes mielo-
proliferativos mediante técnica estandard. Todas las muestras de
ADN fueron analizadas por las tres técnicas. Para el analisis de
deteccion de JAK2 V617F por HRM se llevaron a cabo amplifica-
ciones por PCR en Tiempo Real de un fragmento de 180 pb del
gen jak2 con el intercalante fluorescente Evagreen. Ademas se
estudié la presencia de JAK2 V617F por la técnica de PCR alelo
especifica refractaria (ARMS PCR) en Tiempo Real modificada
y secuenciacion. En este trabajo las técnicas de HRM y ARMS
PCR mostraron una sensibilidad del 100% y una especificidad del
87, 5%, mientras que la secuenciacién mostré una sensibilidad
del 88,8% y una especificidad del 100%. Las técnicas de HRM y
ARMS PCR modificada presentaron en dos casos falsos positivos
dado a la presencia de SNPs en las cercanias de la posicion de
JAK2 V617F. En conclusion, la técnica de HRM presenta varias
ventajas como método de screening de la presencia de JAK2
V617F, debido a su alta sensibilidad, bajo costo y rapidez (<15
minutos) debiendo ser confirmados los resultados positivos por
secuenciacion.

083. (407) METODO DE DETERMINACION DE ACUMULACION
LISOSOMAL DE GB3 EMPLEANDO CITOMETRIA DE
FLUJO: POSIBLE HERRAMIENTA DIAGNOSTICA PARA
MUJERES HETEROCIGOTAS CON ENFERMEDAD DE
FABRY.

De Francesco P."; Ceci R.2; Mucci J.%; Rozenfeld P.#
Laboratorio de Investigaciones del Sistema Inmune (LISIN),
Facultad de Ciencias Exactas, UNLP'234
nicolasdefrancesco @ gmail.com

La Enfermedad de Fabry (EF) es un desorden genético ligado
al X, causado por la deficiencia en la enzima a-galactosidasa A
(GLA), que conduce a la acumulacion lisosomal de globotriaosil-
ceramida (Gb3). En varones, la demostraciéon de la deficiencia
enzimatica es el diagndstico confirmatorio. Para el diagndstico de
heterocigotas, el dosaje enzimatico no es de utilidad ya que pue-
den obtenerse valores reducidos a normales. En aquellos casos
donde el caso indice sospechoso es una mujer, el diagndstico se
confirma mediante la secuenciacion completa del gen GLA, que
codifica para dicha enzima. Dicho estudio puede ser no conclu-
yente dado que un pequefo porcentaje de las mutaciones en EF,
tales como inversiones, duplicaciones, o mutaciones intrénicas o
en el promotor, son indetectables mediante el método analitico
utilizado. El objetivo de este trabajo es proponer un método de
diagndstico basado en la deteccion de la acumulacion de Gb3,
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empleando citometria de flujo, y evaluar su utilidad para el diag-
ndstico de heterocigotas. Se cultivaron esplenocitos de ratones
wild type (RWT) y knock-out para GLA (RF) o células mononu-
cleares de individuos controles incubadas con 800 pM de DGJ,
un inhibidor de GLA, durante 18 hs en presencia de un analogo
fluorescente del Gb3, NBD-Gb3. Luego se lavaron, se incubaron
con medio fresco por diferentes tiempos (0, 24, 48y 72 hs), y se
analizaron por citometria de flujo. Tanto en los esplenocitos de
RF como en las PBMC expuestas a DJG se detecté la acumu-
lacién de Gb3 evaluado como un aumento de fluorescencia, en
comparacion con los RWT y PBMC no tratada, respectivamente.
La diferencia en fluorescencia fue mayor a las 24 hs. luego del
lavado. Este método permitiria detectar la poblacién celular con
GLA deficiente del total de las PBMC de mujeres con sospecha
de Fabry, separarla mediante cell-sorting, y facilitar el estudio
genético a partir del analisis del alelo mutado haciendo uso de la
secuenciacion del ARNm.

084. (485) MODELO IN VITRO DE PATOLOGIA OSEA DE
ENFERMEDAD DE GAUCHER: ESTUDIO DEL ROL DE
CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN LOS MECANIS-
MOS FISIOPATOGENICOS.

Mucci J."'; De Francesco P.2; Scian R.%; Delpino M.%; Ro-
zenfeld P.®

LISIN, Fac de Ciencias Exactas, UNLP'?%; Laboratorio de
Inmunogenética, Hospital de Clinicas, UBA3*
juanmarcosmucci @gmail.com

La enfermedad de Gaucher (EG) es una patologia genética de
almacenamiento lisosomal, causada por la deficiencia de la enzima
beta-glucosidasa (GBA). Las manifestaciones 6seas incluyen os-
teopenia y osteonecrosis. Resultados previos revelaron secrecion
de citoquinas proinflamatorias e induccién de osteoclastogénesis
por parte de los sobrenadantes de células de nuestro modelo in
Vitro de EG (SC). El objetivo es analizar la presencia de mediado-
res de osteoclastogénesis en los SC y evaluar el papel del TNF-a.
en dicho proceso. PBMC de controles normales se cultivaron en
presencia de Conduritol 3-epéxido (CBE), un inhibidor de la GBA,
con el agregado de LPS. Los SC se utilizaron para tratar cultivos
de una linea de monocitos humanos en presencia de M-CSF. Se
determind la induccion de osteoclastogénesis mediante el conteo
de células TRAP+ y la medida de ostedlisis por recuento de sitios
de resorcién utilizando una matriz 6sea comercial, en presencia de
un anticuerpo neutralizante anti-TNF-a. Se observé un aumento
en la cantidad de células TRAP+ multinucleadas y de sitios de
resorcion 6sea en comparacion con el control (p<0,05); ambos
parametros se redujeron en presencia del anticuerpo anti-TNF-a
(p<0,05). En los sobrenadantes de cultivo de los osteoclastos
diferenciados, se revelé un aumento significativo de IL-1f, TNF-a
e IL-6, aumento en la actividad metaloproteasa (MMP) neta me-
dida por degradacion de gelatina fluorescente, asi como también
aumentos en los niveles de quitotriosidasa, biomarcador utilizado
en Enfermedad de Gaucher. Concluimos que el modelo de EG
muestra niveles aumentados de osteoclastogénesis lo que podria
contribuir a los problemas dseos presentes en la enfermedad y
que uno de los mediadores responsables de dicho aumento seria
la citoquina TNF-a.. Por otro lado, también se observé que esta
citoquina puede ser producida por los osteoclastos diferenciados
dando lugar a un aumento en la osteoclastogénesis.

085. (658) NUEVA VARIANTE MUTACIONAL DEL GEN FECH
ASOCIADA A UN CASO GRAVE DE PORFIRIA CUTANEA
ATIPICA.

Melito V.'; Colombo F.2; Granata B.3; Cano G.%; Infante L.5;
Batlle A.%; Rossetti M.7; Parera V.2

CIPYP, CONICET, Hospital de Clinicas, UBA, Departamen-
to de Quimica Bioldgica, FCEN, UBA'27; CIPYP, CONICET,
Hospital de Clinicas, UBA3°8; Servicio de Dermatologia,
Hospital de Clinicas, UBA*°

melito @qb.fcen.uba.ar

Las porfirias son enfermedades metabdlicas producidas por
fallas en el camino biosintético del hemo. Cada uno de los 8
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tipos de porfiria resulta de la deficiencia enzimatica parcial de
alguna de las enzimas del camino, caracterizada por un patrén
especifico de acumulacion y excrecion de intermediarios. Nuestro
objetivo fue diagnosticar a un paciente de 31 afios con cuadro
clinico y bioquimico ambiguo y grave manifestacion cutanea:
ampollas, hiperpigmentacion, fragilidad cuténea, fotosensibilidad,
eritrodoncia, hipertricosis, lesiones oculares y ungueales, atrofia
de falanges, sin sintomas agudos. El diagndstico diferencial de
porfirias se realiza mediante estudios bioquimicos. En este caso se
requirié realizar estudios moleculares en los genes PPOX 'y FECH,
asociados a Porfiria Variegata (PV) y Protoporfiria Eritropoyética
(PPE) respectivamente. Se amplificaron y secuenciaron todos los
exones y regiones flanqueantes de ambos genes que codifican
para la protoporfirinégeno oxidasa y la ferroquelatasa, enzimas
deficientes en la PV y en la PPE. Los estudios bioquimicos re-
velaron un indice de porfirinas plasmaticas caracteristico de PV
(9,81, A=626; VN: <1,30, A=618) elevada excrecién de porfirinas
fecales (1051 pg/g seco, VN: < 130 pg/g seco) con patrén tipico
de PPE, sin excrecion de porfirinas urinarias y precursores. En
este caso, bioquimicamente atipico, el estudio genético establecid
al diagnéstico diferencial, logrando identificar una nueva variante
¢.77 G>A del gen FECH que generé una mutacién missense en el
codon 26 del exon 2 (p.S26N), asociada en trans a un alelo de baja
expresion formado por el haplotipo ¢.1-251 G, ¢.68-23 T, ¢.315-48
C, concordante con la forma autosémica dominante con penetran-
cia incompleta de PPE. Ademéas de haber detectado una nueva
mutacion en el gen FECH, corroborando la heterogeneidad gené-
tica de las porfirias, debemos destacar la importancia del estudio
genético en el diagndstico de las porfirias con presentacion atipica.
086. (685) AVANCESEN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE
PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA EN ARGENTINA
Colombo F.'; Melito V.?; Granata B.%; Pifieiro M., Flagel
M.%; Batlle A.%; Rossetti M.7; Parera V.8

Centro de Investigaciones sobre Pofrfirinas y Pofrfirias, Cl-
PYP, CONICET, Hospital de Clinicas, UBA, Departamento
de Quimica Biolégica, FCEN, UBA'27; Centro de Investi-
gaciones sobre Porfirinas y Potrfirias, CIPYP, CONICET,
Hospital de Clinicas, UBA345¢8

focolombo @ hotmail.com

La Protoporfiria Eritropoyética (PPE) es un desorden heredi-
tario de la biosintesis del Hemo. Variantes de los genes FECH
6 ALA-S2 contribuyen a la manifestacion de PPE. Presenta
herencia autosémica pseudodominante cuando se desencadena
por variantes del gen FECH 6 dominante ligada al cromosoma X
cuando lo hace por variantes del gen ALA-S2 (PPDLX). El gen
FECH presenta mas de 178 mutaciones que asociadas en trans
a un alelo de baja expresién, en particular a las variantes c.1-
251G, ¢.68-23T y ¢.315-48C asociadas en cis (haplotipo GTC),
contribuyen a modular la penetrancia de PPE. Nuestro objetivo
fue determinar asociaciones de variantes genéticas causantes de
la manifestacion clinica de PPE para desarrollar un método de
diagnéstico diferencial, profundizando el conocimiento del compor-
tamiento de estas variantes en pacientes PPE, pacientes con otras
porfirias y voluntarios sanos. Se analizaron 235 perfiles genéticos,
entre pacientes PPE y familiares, pacientes con otras porfirias y
voluntarios sanos, amplificando las regiones flanqueantes de los
11 exones y 5 variantes polimorficas del gen FECH. Todos los
pacientes PPE, que presentaron la forma autosémica dominante
de la enfermedad, asociaron en trans, un alelo de baja expresion
del tipo GTC, cuyas 3 variantes polimérficas a su vez presentan
un alto grado de cosegregacion en nuestra poblacion (frecuencia
alélica 0,169). De 42 individuos portadores de mutaciones en el
gen FECH, sélo 13 no asociaron en trans un alelo de baja expre-
sion (portadores asintomaticos). En pacientes con otras porfirias,
el haplotipo GTC se encuentra presente en niveles significativa-
mente menores con respecto a la poblacién control (frecuencia
alélica 0,043*); por lo tanto, la deteccion del haplotipo GTC en
pacientes porfiricos con manifestacion clinica compatible con PPE
o0 ambigua se convirtieron en la mejor opcién para direccionar en
forma rapida y precisa el diagndstico molecular del paciente. *
Test exacto de Fisher: P<0.0017, (95% IC)
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087. (32) ACCION INMUNOMODULADORA DE CURCUMINA
SOBRE POBLACIONES CELULARES CLAVE DEL SIS-
TEMA INMUNE EN LA DIABETES TIPO |
Castro C.'; Barcala Tabarrozzi A.%; Antunica Noguerol M.3;
Liberman A.% Arzt E.%; Dewey R.%; Perone M.”
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC,
FCEN, UBA e Instituto de Investigacion en Biomedicina de
Buenos Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad
Max Planck234%7; Instituto Tecnologico De Chascomus
(IIB-INTECH), CONICET, Universidad Nacional de Gral.
San Martin®
carlonacastro @ fbmc.fcen.uba.ar

La diabetes mellitus dependiente de insulina (T1D) es una
enfermedad autoinmune mediada por linfocitos T que destruyen
progresivamente las células B del pancreas. Los linfocitos Th1
promueven esta enfermedad y las células presentadoras de
antigeno, por su parte, juegan un rol fundamental en el disparo
de T1D. Curcumina (Cur; diferuloylmethane) es un potente anti-
oxidante, anti-tumoral y anti-inflamatorio. Estudiamos el potencial
terapéutico de Cur en el modelo de aceleracion de diabetes por
ciclofosfamida en el ratén NOD (non-obese diabetic). Resulta-
dos previos mostraron que Cur previene el desarrollo de T1D.
En este reporte describimos la accion de Cur sobre algunas
poblaciones celulares clave del sistema inmune involucradas
en el desarrollo de T1D. Empleando transfecciones transientes
de genes reporteros en células EL4 (linfoma T murino), Cur
20uM inhibioé las actividades transcripcionales de Tbet (factor
de trascripciéon maestro para la expresion de IFNy en células
Th1) sobre sus elementos de respuesta (ER) (68%, p<0.001) y
la del promotor del gen de IFNy (82%, p<0,001), y no afect6 la
actividad transcripcional sobre los ER de GATA-3. Esplenocitos
de ratones NOD en cultivo, desafiados con PMA+lonomicina y
tratados con Cur disminuyeron significativamente la expresiéon de
Tbet en comparacién con los controles (Western Blot). Ademas,
la secrecion de IFNy (ELISA) fue disminuida, en concordancia
con la menor expresion de Tbet observada. También, estudiamos
el efecto in vitro de Cur en DC derivadas de médula ésea de
ratones NOD. Cur inhibi6 la expresién de MHC-II, CD40, CD80,
CD86 estimuladas por LPS + IFNy. Observamos que Cur redujo
significativamente los niveles de secrecién de IL12p70, IL6 y
TNFo (ELISA) en DC estimuladas con LPS + IFNy. La capa-
cidad de Cur de retardar la apariciéon de T1D en ratones NOD
estaria mediada por su accion inmunorreguladora sobre células
presentadoras de Ag (DC) y células T.

088. (34) LOS GLUCOCORTICOIDES INHIBEN LA EXPRESION
DE INTERLEUQUINA-17A, PRINCIPAL CITOQUINA EFEC-
TORA DEL LINAJE DE LINFOCITO T DE AYUDA 17
Antunica Noguerol M."; Aprile Garcia F.2; Castro C.3; Bar-
cala Tabarrozzi A.%; Perone M.5; Liberman A.%; Arzt E.”
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC,
FCEN, UBA e Instituto de Investigacion en Biomedicina de
Buenos Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad
Max Planck'234567

mariaantunica @ fbmc.fcen.uba.ar

Los glucocorticoides (GCs) son ampliamente utilizados en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunes dado
su efecto anti-inflamatorio e inmunosupresor. Recientemente
se ha identificado un nuevo linaje de linfocito T de ayuda (Th),
Th17, implicado en la patogénesis de enfermedades autoin-
munes. El factor de transcripcion (FT) maestro de este linaje y
principal responsable de la producciéon de su citoquina carac-
teristica, interleuquina (IL)-17A, es RORyt. Dado que IL-17A
estd asociada al desarrollo de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, nuestro objetivo es estudiar el efecto de los GCs
sobre la produccién de esta citoquina y en particular sobre la
actividad transcripcional de RORUt con el fin de caracterizar el
mecanismo molecular involucrado en la regulacion de su acti-
vidad e identificar posibles blancos terapéuticos. Estudiamos el
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efecto del GC sintético dexametasona (Dex) (10-100nM) sobre
la actividad del promotor de IL-17A en ensayos reporteros en la
linea de linfoblastoma T murino, EL4, que expresa RORyt end6-
geno. Evaluamos el mecanismo molecular involucrado utilizando
el inhibidor de histona-deacetilasas (HDACs) tricostatina A (TSA)
(1pM). Analizamos la interaccion entre el GR y RORyt mediante
ensayos de coinmunoprecipitacion. Evaluamos la expresion de
IL-17A en presencia de Dex por gPCR. Observamos que Dex
inhibe la actividad del promotor minimo de IL-17A clonado rio
abajo del enhancer CNS-2 (50%, p<0.01), fuertemente regulado
por RORyt. Esta inhibicion se revierte en presencia del inhibidor
de HDACs, TSA. También demostramos que el GR interactia
con RORyt. Observamos que Dex inhibe la expresion de IL-17A
en cultivos primarios de esplenocitos tratados con concanavalina
A (ConA) (2.5ug/ml) (50%, p<0.01) y en la linea celular EL4
(27%, p<0.01). Concluimos que los GCs inhiben la actividad
del promotor y expresion de IL-17A. El mecanismo molecular
involucrado estaria mediado por interacciéon del GR con el FT
clave, RORyt, y el reclutamiento de HDACs.

089. (126) CELULAS DE LANGERHANS: SU PARTICIPACION
EN UNA VACUNA EXPERIMENTAL CONTRA MELANOMA
B16-F1 MURINO

Ruiz M.'; Gazzaniga S.%; Mac Keon S.3; Campisano S.%
Bravo A.%; Wainstok R.®

Laboratorio de Biologia Tumoral, Departamento de Qui-
mica Bioldgica, FCEN, UBA'24; Laboratorio de Biologia
Tumoral, Departamento de Quimica Biolégica, FCEyN,
UBA, Fundacion Instituto Leloir, IBBA, CONICET?¢; Htal.
Eva Perdn, San Martin®

ma.sol.ruiz@gmail.com

Las células de Langerhans (CL) son un subtipo de células
dendriticas (CD) presentes en la epidermis. El objetivo general
de este trabajo fue evaluar su participacion en el mecanismo
de proteccion antitumoral producida por la vacunacién con CD
cargadas con células de melanoma murino B16 apoptéticas/ne-
créticas (Apo/Nec). Se evalud la distribucion de CL en el sitio de
vacunacion por inmunohistoquimica en cortes de pieles normales
y sitios vacunados, a 24hs y 120hs post-vacunaciéon. Se midié
la capacidad migratoria de CD cutdneas ex vivo en respuesta al
medio condicionado de CD-Apo/Nec, CD solas y Apo/Nec solas.
Se analiz6 la capacidad de las CL de fagocitar células Apo/Nec
in vitro, mediante cocultivo de suspensiones epidérmicas con
Apo/Nec, ambas marcadas con colorantes vitales fluorescentes,
y citometria de flujo. Resultados: a 24hs y 120hs post-4 vacunas
CD-Apo/Nec se observo reclutamiento de células Langerina+ en
sitios vacunados, localizadas principalmente en el infiltrado infla-
matorio que rodea a la vacuna. No se detectaron diferencias en el
numero de células que migraron en respuesta al medio condicio-
nado CD-Apo/Nec, CD 6 Apo/Nec en comparacién con el control
(RPMI) (ANOVA 1 factor, p>0,05). En los ensayos de fagocitosis in
vitro, las suspensiones epidérmicas utilizadas presentaron (3,4+2)
% de células Langerina+. A las 24hs de cocultivo se registré un
(6+2)% de fagocitosis, definida como el % de células doble posi-
tivas. Conclusion: ya que el sitio de vacunacioén ha sido descripto
anteriormente como una estructura de tipo pseudolinfoide terciaria,
con posible actividad en la generacién de una respuesta inmune,
la presencia de CL, formando parte del infiltrado inflamatorio, y
su capacidad de fagocitar células Apo/Nec in vitro, sugieren una
posible funcién de las CL como células captadoras de antigenos
tumorales en el sitio de vacunacion.

090. (218) ESTUDIO DEL FENOTIPO Y EFECTO PROTECTOR
DE LAS CELULAS QUE COMPONEN UNA VACUNA A CE-
LULAS DENDRITICAS CONTRA EL MELANOMA MURINO
B16 F1

Campisano S.'; Gazzaniga S.2; Mac Keon S.% Ruiz M.%
Kordich L.%; Mordoh J.%; Wainstok R.”

FCEN, UBA, Departamento de Quimica Bioldgica, Labora-
torio de Biologia Tumoral'?4; FCEN, UBA, Departamento
de Quimica Bioldgica, Laboratorio de Biologia Tumoral,
Fundacion Instituto Leloir’”; FCEN, UBA, Departamento de
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Quimica Bioldgica, Laboratorio de Homeostasis y Trombo-
sis®; Fundacion Instituto Leloir®
scampisano @qb.fcen.uba.ar

La vacunacion con células dendriticas (CD) derivadas de pre-
cursores provenientes de médula ésea (MO), cargadas con células
tumorales apoptéticas/necréticas (ApoNec) en ratones singeneicos
induce inmunidad a largo plazo contra el melanoma murino B16
F1. Nuestro propdsito fue evaluar el fenotipo de las células en
la vacuna y su rol en la proteccién in vivo. Luego de incubar las
células de MO con el factor estimulador de colonias de macréfagos
y granulocitos murino durante 7 dias, se separaron las células
dendriticas CD11c+ (CD+) de las demas células CD11c- (CD-)
con una columna de microesferas magnéticas anti-CD11c. Ambas
poblaciones se analizaron cualitativa y cuantitativamente con May
Grunwald-Giemsa y se evaluaron antigenos de superficie (CD11c,
MHC 11, F4/80, CD14, CD11b, Ly6G y CCR7) pre- y post- cocul-
tivo con ApoNec por citometria de flujo. Se identificaron células
mononucleares y polimorfonucleares en ambas preparaciones,
determinandose un porcentaje mayor de neutrdfilos en la fraccién
CD- (Chi2 p<0,0001). La fraccién CD- expresé un bajo porcentaje
de células CD11c+ (9,7%) y de células CD11c- F4/80+ (13%) y
un elevado porcentaje de Ly6-G (79,6%). En contraste, la fraccion
CD+ se enriquecié en CD11c+ (65%) y expresé Ly6-G (59,5%)
y F4/80 (7,5%), de las cuales el 6,8% fueron CD11c+F4/80+.
Ambas fracciones expresaron elevados porcentajes de CD11b
(CD+: 68%; CD-: 79%); bajos niveles de CD14 (CD+: 2,8%; CD-:
1,2%) y de CCR7 (CD+: 3%; CD-: 3,4%). Después del cocultivo
con ApoNec aumento la expresion de F4/80 en CD- (83%) y de
MHC Il en ambas fracciones (CD+: 37,3%; CD-: 46,3%). Asimis-
mo, se realizaron experimentos de vacunacion con CD/ApoNec,
CD+/ApoNec y CD-/ApoNec, lograndose una protecciéon de 50%
para los animales vacunados con CD/ApoNec (Chi2 p=0,012),
20% para los ratones vacunados con CD-/ApoNec y 0% para
los vacunados con CD+/ApoNec y PBS. Por lo tanto, la fraccion
CD- debe cooperar con la fraccion CD+ en la conformacion de la
vacuna para generar proteccion.

091. (294) EFECTOS DEL ADENCARCINOMA DE PULMON
MURINO LP07 SOBRE LOS NEUTROFILOS POLIMOR-
FONUCLEARES
Karas R."; Klein S.2; Diament M.3
Dpto de Bioterio y Cdncer Experimental, Area de Investi-
gacion, Instituto de Oncologia Angel H Roffo'23
rominah33 @yahoo.com.ar

Hemos determinado que durante su progresion, el tumor LPO7
cursa con una inflamacién crénica y leucocitosis a expensas de
PMN (PMN-P). PMN-P obtenidos de cavidad peritoneal (tioglicola-
to 3%), presentaron mayor actividad de MPO y NADPH oxidasa. El
tratamiento in vivo con indometacina (Indo, 10ug/mL oral), inhibid
la actividad de estas enzimas, asi como el crecimiento del tumor
primario y las metastasis espontaneas. Objetivo: Evaluar si la
portacion del tumor LPO7 y el tratamiento con Indo, modifican la
funcionalidad de los PMN. Resultados: Evaluamos la velocidad de
produccion de H202 (ensayo de fluorescencia; uMol H202/min1x-
106cell): PMN-P= 0.2+0.01; PMN de ratones normales (PMN-N)=
0.3+0.03; PMN de ratones portadores tratados con Indo (PMN-I)=
0.1+0.01 (PMN-I vs PMN-P y PMN-N: p<0.01). Estudiamos la
viabilidad de los PMN (MTS-PMS) incubados por 20hs con medio
condicionado de LP07 (MC-LP07) (% respecto de RPMI): PMN-N:
192+17 (vs RPMI p<0.001); PMN-P: 97+1.6 (vs RPMI p=ns); PMN-
I: 139+0.2 (vs RPMI p<0.01). RPMI (%): PMN-N: 100+7; PMN-
P: 147+9; PMN-I: 148+10 (PMN-N vs PMN-P PMN-I p<0.001).
Evaluamos el efecto del MC-LPO7 sobre la apoptdsis de PMN-N
en cultivos de 20hs (tinciéon con DAPI-IP) % células apoptéticas/
totales: 13.8+2.1 vs Control (RPMI): 38.6+2.7 (p<0.001). Mediante
citometria de flujo analizamos las células CD11blo-hi-Gr1lo-hi
en sangre de ratones. Analizamos la expresién de A) CD11b
(marcador de la activacién) (%/total) en portadores del tumor (P):
42+2; normales (N): 15+1 (vs P p<0.001); y portadores del tumor
tratado con Indo (l): 1+0,3 (vs P p< .0.001). B) Expresion de Gr1
(marcador de diferenciacion)(% /total): P: 58+5; N: 161 (vs P
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p<0.001); I: 50+3 (vs P: ns). Conclusion: La portaciéon del tumor
activa y diferencia los PMN. Las células LP07 liberarian factores
que aumentan la vida media de los PMN, disminuyendo la muerte
celular programada. El tratamiento in vivo con Indo revierte los
efectos causados por la portacion del tumor.

092. (317) EFECTO DE LA GEMCITABINA SOBRE LA INMU-
NOSUPRESION ASOCIADA AL ADENOCARCINOMA DE
PULMON MURINO LP07

Porte Alcon S.'; Blidner A.?; Klein S.3; Diament M.*

Dpto de Bioterio y Cdncer Experimental, Area de Investi-
gacién, Instituto de Oncologia Angel H Roffo' 234
s.portealcon @ gmail.com

Las Células Mieloides Supresoras (MDSC) suprimen la res-
puesta inmune antitumoral, mediante la produccién de ¢xido nitrico
(ON) y la actividad de la enzima arginasa (ARG), entre otros. En
diversos modelos tumorales murinos, el tratamiento in vivo con
gemcitabina (GEM) disminuyé la poblacién MDSC esplénica.
Previamente determinamos que ratones portadores del adenocar-
cinoma de pulmoén murino LP07 avanzado (P-LP07), presentan
un aumento de MDSC en el bazo, comparado con ratones nor-
males. Objetivo: Evaluar en el modelo LP07, si la deplecion de
las MDSC mediante el tratamiento con GEM permite establecer
una respuesta antitumoral mas eficiente. Resultados: Se evalud
la susceptibilidad in vitro de las células LP07 (cLP07) al trata-
miento con GEM. Analizamos la proliferacién celular (MTS-PMS)
determinando una 1C50=0.024 mg/ml (R2=0.99). El tratamiento
in vivo de P-LP07 con 1 dosis/semana de 60 mg/kg de GEM i.p.
(P+GEM) a lo largo de la evolucién tumoral (mma3), inhibi6 el
desarrollo neoplasico (dia 30). P+GEM: 179+16; P-LP07: 870+75
(p<0.0001). El % de MDSC (CD11b+Gr1+) disminuyé en los bazos
de P+GEM: 7+1 vs P-LP07: 29+2; (p<0.0001). La produccion
de ON en medio condicionado de esplenocitos (Spl) (reaccion
de Griess, nmol nitrito/106 Spl) fue menor en P+GEM: 0,024 vs
P-LP07: 0.040 (p<0.001). También se observé una disminucion en
la actividad ARG (mg urea/mg proteina) en homogenato de bazo,
P-LPO7: 12+1 vs P+GEM: 9+0.4 (p<0.05). La respuesta inmune
antitumoral se evalué in vivo mediante el co-inoculo de cLP07 y
Spl (relacién 1:20, Test de Winn). Los Spl de P+GEM inhibieron
la proliferacion in vivo de las cLP07, en comparacion con Spl de
P-LP07 (232+19 mm3 vs 547+82 mm3, p<0.01). Conclusién: El
tratamiento con GEM ademas de tener un efecto inhibitorio directo
sobre las cLPQ7, logré establecer una respuesta antitumoral efi-
ciente (Test de Winn). La reduccion de la actividad ARG vy el nivel
de ON observados en P+GEM se correlaciona con la disminucién
de las MDSC en los bazos de P+GEM.

093. (432) REGULACION DE LA EXPRESION DE LA INTE-
GRINA ALFA V EN LOS EFECTOS PROLIFERATIVOS
INDUCIDOS IN VIVO E IN VITRO POR TIROXINA (T4) EN
CELULAS DE LINFOMA T MURINAS.

Cayrol F.; Valli E.2; Sterle H.3; Barreiro Arcos M.%; Genaro
A.%; Cremaschi G.®

CEFYBO'2345; CEFYBO, FFyB, UBA®
flor_cayrol@yahoo.com.ar

Las hormonas tiroideas (HTs) regulan, a través de mecanismos
gendmicos y no genomicos, la proliferaciéon y diferenciacion de
distintos tipos celulares incluyendo los linfocitos. En varios tipos
celulares se ha descripto que la integrina aVp3 puede actuar como
receptor para los efectos no genémicos de las HTs, sin embargo
aun no se conoce si juega este papel a nivel linfocitario. A fin de
verificar el papel de las integrinas oV y B3 en los efectos de T4,
estudiamos en lineas de linfomas T murinos su expresion, su
modulacion hormonal y su relacién con la capacidad proliferativa
celular. Adicionalmente comparamos estos resultados con los
halladas en células de linfoma creciendo in vivo como tumor
ascitico en ratones singeneicos. Encontramos, por microscopia
confocal y por citometria de flujo, altos niveles de expresién de
la integrina oV, pero no de la B3, en células de los linfomas T
El-4 y BW5147 y los mismos fueron regulados positivamente por
incubacion de las células durante 24 hs con T4 (10-7M). Este
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aumento de la integrina aV fue confirmado por el incremento de
su ARNm (p<0.01) a las 6 h de cultivo con T4 y fue acompanado
por el posterior (12 h) aumento del ARNm para PCNA (p<0.05).
Estos efectos incluyeron ademas la activacion rapida de sefiales
proliferativas como la fosforilacion de ERK. Adicionalmente, se
generaron tumores asciticos de linfomas EL-4 en ratones controles
e hipertiroideos (por tratamiento con T4, r-T4). Dichos tumores
tuvieron una mayor velocidad de crecimiento en r-T4 y las células
purificadas del drenaje ascitico mostraron niveles incrementados
del ARNm de PCNA y de un aumento de la integrina oV por cito-
metria de flujo (p<0.05). Estos resultados indican que la integrina
oV podria estar involucrada en las acciones no genémicas de HTs
a nivel linfocitario, que su expresion estaria modulada por la T4 y
que podria tener algun rol en los mecanismos que llevan al creci-
miento celular inducido por la hormona tanto in vitro como in vivo.
094. (438) ESTUDIO DE LA MODULACION EPITELIO-INTRAE-
PITELIO INTESTINAL EN UN PROCESO INFLAMATORIO
POR INMUNODEFICIENCIA SECUNDARIA.

Andrea G.'; Roux M.2; Calabrese G.*

Cétedra de Biologia Celular y Molecular, FFyB, UBA'?; La-
boratorio de Glicoinmunobiologia, Instituto de Cardiologia
Dr Taquini, UBA, CONICET?

andreadanielagonzalez @live.com.ar

Trabajos previos han demostrado que los antigenos dietarios
inducen tolerancia oral al antigeno dextrina de la dieta y aumento
de los linfocitos T yd+ tanto en la lamina propia como en los linfo-
citos intraepiteliales (LIEs) de la vellosidad intestinal. Ademas, la
colocalizacién de esta subpoblacién con los TCD8+ y los TNF-a+
sugiere la presencia de un proceso inflamatorio en el modelo
experimental de inmunodeficiencia secundaria. Recientemente
se ha descripto que las células T y8+ estan involucradas en la
produccién de IL17. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
expresion de IL17 y de los factores de transcripcion relacionados
tanto con tolerancia oral como con la persistencia de inflamacion
en el modelo experimental de inmunodeficiencia secundaria por
malnutricién proteica severa al destete. La expresion de IL17 fue
estudiada en la fraccion microsomal de células epiteliales intesti-
nales (CIEs) por Western Blot. Un aumento significativo de IL17
fue encontrado en las CIEs de los animales R21 (2.6 vs 1.5 DO/
ug de prot.; R21 vs C60 P<0.01). Los LIEs TCD4+, CD8+ y vy6+
fueron estudiados por microscopia confocal utilizando el método
de doble inmunofluorescencia indirecta para investigar que fenoti-
po expresaba IL17 y/o FOXp3. Se determiné en los animales R21
que: 1) 70% de los LIEs Tyd+ coexpresaban IL17; 2) la localiza-
cion de FOXp3 en el nucleo de las células CD8+(CD8+Foxp3+)
fue del 45% y 3) la localizacion nuclear de FOXp3 en células
CD4+(CD4+Foxp3+) fue menor al 18%. Conclusion: 1) los linfo-
citos T CD8+Foxp3+ son las principales células Treg en nuestro
modelo experimental y 2) las células y3+ IL17+ contribuirian a
la perpetuacion de la inflamacion tanto en la respuesta inmune
innata, asi como en las tardias de la inmunidad adaptativa.

095. (490) REGULACION DEL ESTADO TIROIDEO SOBRE EL
DESARROLLO DEL LINFOMA T MURINO EL-4 CRECIEN-
DO IN VIVO EN RATONES SINGENEICOS. PARTICIPA-
CION DEL SISTEMA INMUNE (SI) E IDENTIFICACION DE
LAS PROTEINAS REGULATORIAS DEL CICLO CELULAR

INVOLUCRADAS.

Sterle H."; Valli E.2; Paulazo A.%; Cremaschi G.* Barreiro
Arcos M.®

CEFYBO, CONICET, UBA'23%; CEFYBO, CONICET, FFyB,
UBA?*

lenki74 @ yahoo.com.ar

Hemos demostrado que las hormonas tiroideas (HT) regulan
in vitro la proliferacion de las células del linfoma T murino EL-4,
e in vivo modulan el desarrollo de dicho linfoma creciendo como
tumor sdlido en ratones singeneicos. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la modulacion de las HT sobre la progresion tumoral,
analizando la funcionalidad del Sl y la participacion de las protei-
nas regulatorias del ciclo celular. Para ello, las células EL-4 fueron
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inoculadas s.c. en ratones singeneicos hiper (H) o hipotiroideos
(Hip) (por administracién oral de T4 o PTU, respectivamente). Los
animales H mostraron una mayor velocidad de crecimiento tumoral
y una reducida sobrevida respecto de los eutiroideos (Eu). Los
Hip presentaron una velocidad de crecimiento menor, sin embargo
desarrollaron mas metéstasis en rifién que los Eu o H. Analisis
por RT-PCR en tiempo real a partir de ARNm de tumores solidos
indican un incremento en la expresién génica de las ciclinas
A2, D1, D3 y E1 y una disminucién de p21 y p27 en ratones H
(p<0.05). Los Hip no mostraron diferencias significativas en la
expresion de las ciclinas, pero incrementaron la expresion de p27.
Los niveles de ARNm de Rb no fueron modulados por el estado
tiroideo. La expresion génica de las metaloproteasas (MMP) 2y 9
sélo se incrementé (p<0.05) en los animales H. Por otro lado, los
ratones H mostraron in vitro una respuesta proliferativa linfocitaria
incrementada (cuantificada por incorporacion de [3H]-TdR) de
células T y B frente a mitdgenos, mientras que en los Hip estaba
disminuida. La actividad de células NK (medida a través de la
lisis de células YAC-1 marcadas radioactivamente) fue mayor en
animales H comparados con los Eu e Hip (p<0.05). Estos resul-
tados sugieren que las HT modulan el desarrollo tumoral a través
de la regulacién de proteinas regulatorias del ciclo celular, de la
expresion de MMP que podrian favorecer la angiogénesis y de la
modulacién del Sl que podria limitar la formacion de metéastasis.
096. (500) DESARROLLO DE NANOPARTICULAS MAGNE-
TICAS PARA LA DETECCION DE BIOMARCADORES
MOLECULARES

Viale D."; Lloret P.2; Longinotti G.%; Ybarra G.*; Moina C.5;
Rarizzani M.®

Escuela de Ciencia y Tecnologia, Univ. Nac. de San Mar-
tin'; Laboratorio de Nanomateriales del Centro INTI, Pro-
cesos Superficiales??*5; Lab. de Neuro y Citogenética
Molecular, ECyT, Univ. Nac. de San Martin®

dviale @unsam.edu.ar

El diagndstico de muchas enfermedades humanas involucra la

deteccidn de bacterias, virus o proteinas causantes de la afeccién
y este proceso puede demandar desde horas a semanas. El obje-
tivo de este proyecto es la generacion de un sistema de deteccion
de biomarcadores moleculares. Este procedimiento involucra el
desarrollo de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con alta
capacidad de union de ADN. La ventaja de las nanoparticulas mag-
néticas unidas a moléculas que interactuan de modo especifico con
un biomarcador blanco es permitir, por magnetismo, la separacion
y pre-concentracion del mismo. Nuestro proyecto propone utilizar
aptameros, un tipo de anticuerpos sintéticos formados por cadenas
simples de ADN capaces de detectar y/o bloquear compuestos o
proteinas, para la separacion selectiva de muestras biologicas
complejas y la deteccién de biomarcadores. En colaboracion con
el Laboratorio de Nanomateriales del Centro INTI-Procesos Super-
ficiales se prepararon nanoparticulas de éxido de hierro superpa-
ramagnéticas, encapsuladas en una matriz esférica de diéxido de
silicio con un didmetro de alrededor de 80nm conteniendo grupos
funcionales aminos. A estas particulas magnéticas se les unid,
mediante glutaraldehido, moléculas de estreptavidina recombinante
producida en E.coli y purificada en nuestro laboratorio. El sistema
estreptavidina-biotina posee una de las afinidades mas fuerte que
se conocen (Kd=10-14M). Este sistema fue utilizado para unir las
nanoparticulas recubiertas con estreptavidina a la biotina presente
en los aptameros de ADN elegidos. La capacidad de union de estas
particulas en procesos de separacion magnética fue medida de
forma indirecta mediante la cuantificacion de ADN no unido (2175
sitios de union por particula). En conclusion, logramos obtener na-
noparticulas reciclables, recubiertas de estreptavidina, capaces de
unir moléculas marcadas con biotina con 100 veces mas capacidad
que las disponibles comercialmente.
097. (532) ANALISIS DE VARIABLES ASOCIADAS A LA RESIS-
TENCIA/SUSCEPTIBILIDAD DEL HOSPEDERO EN LAS
ETAPAS AGUDA Y CRONICA DE LA PRIMOINFECCION
CON TRICHINELLA SPIRALIS (TS), EN RATONES CBI-IGE
CON DISTINTO GENOTIPO
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Vasconi M."; Kopp G.2; Bertorini G.%; Indelman P.% Di
Masso R.5; Hinrichsen L.®

Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Mé-
dicas, UNR, Area Parasitologia, Fac. Cs. Bioquimicas y
Farmacéuticas, UNR'; Instituto de Genética Experimental
(IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR?; Area Parasitologia, Fac.
Cs.Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR°*; Instituto de Ge-
nética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR, CIC,
UNR®¢

mdvasconi @yahoo.com.ar

La susceptibilidad a infecciones parasitarias esta determinada
por una compleja ecuacion que resulta de la interaccion entre el
ambiente, el genotipo del hospedero y el genotipo del parasito.
Aunque los parasitos requieren de la convivencia con su hospede-
ro, éste los reconoce como extrafios y pone en juego mecanismos
para eliminarlo. La compleja relacion hospedero-parasito muestra
la necesidad de contar con modelos experimentales que permitan
el estudio de esta interaccion. Las lineas CBi/C, CBi/L y CBi de
la colonia CBi-IGE responden en forma distinta al desafio con
dosis crecientes de Ts; la carga parasitaria aumenta al aumentar
la dosis infectante pero la magnitud del incremento es diferente
para cada genotipo: CBi/C y CBi son “susceptibles” y CBi/L “resis-
tente”. Por ello, se estudi6 el efecto del genotipo en el curso de la
infeccion. Se usaron machos y hembras adultos (n=36 por sexo)
infectados por via oral con dos larvas infectantes L1 de Ts por
g de peso corporal, que se sacrificaron en el periodo agudo (6 y
13 dias post-infeccidén (p-i)) para analizar el nimero de parasitos
adultos (nPA) y la fecundidad de las hembras (Fh), extraidos de
una porcién del intestino delgado, y en el crénico (30 dias p-i)
para estimar la carga parasitaria muscular (CP). No se observo
efecto de sexo en nPA y CP. Tanto nPA como Fh disminuyeron
entre los 6 y 13 dias p-i en CBi/L (P<0.001). En CBi/C y CBi, nPA
disminuyé (P<0.01) mientras que Fh no se modificé (P>0.05). CP
fue baja en CBi/L y alta en CBi/C y CBi (P<0.0001). La resistencia
de CBI/L seria atribuible una respuesta inmune temprana que
crearia un ambiente inapropiado para el establecimiento de los
adultos. La susceptibilidad de CBi/C y CBi podria deberse a una
respuesta inmune tardia que facilitaria al parasito completar su
ciclo bioldgico. La utilizacion de un modelo murino como las lineas
CBi-IGE presenta la ventaja adicional de investigar la respuesta
de un hospedero natural del parasito.

098. (501) ESTUDIO DE MARCADORES FENOTIPICOS DE
ATENUACION EN CEPAS DE VIRUS JUNIN RECUPERA-
DAS DE INDIVIDUOS RECIENTEMENTE VACUNADOS
CON LA CEPA JUNIN CANDID #1: INDICES DE LETALI-
DAD Y PROTECCION EN ANIMALES DE LABORATORIO.
Gamboa G.'; Saavedra M.2; Maiza A.%; Mariani M.#; Rodri-
gues Garcia Armoa G.5; Ambrosio A.®

Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas Dr.
JI Maiztegui' 2345; Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro,
BrasiP

graciela2113@yahoo.com.ar

Candid #1 (C#1) es una vacuna segura y efectiva utilizada
para prevenir la Fiebre Hemorragica Argentina. En el afio 2005 se
realizé un Estudio Clinico Puente y durante el mismo se intenté
el aislamiento por co-cultivo de células mononucleares de sangre
periférica de 10 individuos vacunados y se logré aislar dos cepas
de VJUN (65604 y 65727), identificadas por neutralizacion. El
objetivo de este trabajo fue comparar las caracteristicas fenotipi-
cas de atenuacién de las dos cepas recuperadas de vacunados
con la vacuna C#1. Para ello se utilizaron ratones de diferentes
edades (raton recién nacido, de 10 a 12 dias y adulto) y cobayos
de 350 g. Se midieron los indices de Eficiencia de Letalidad (IEL),
de Infeccion (IEI) y de Proteccion (IEP). El ratén recién nacido
fue el unico que mostro letalidad con las tres cepas estudiadas,
sin embargo para ratén de 10 a 12 dias, ratén adulto y cobayo,
ninguna de las cepas fue letal, aun para la mas baja dilucion
inoculada. Los cobayos inoculados con las cepas recuperadas
65604 y 65727 y con la cepa C#1 no mostraron signos de en-
fermedad y resultaron protegidos al ser desafiados con la cepa
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patégena P3790. Estudios previos demostraron que el ratén de
10 a 12 dias y el cobayo de 350 g son los indicadores especificos
de atenuacion en las cepas de VJUN, los indices obtenidos en
estos modelos fueron:

Raton de 10 a 12 dias Cobayos de 350g

Cepa IEL IEI IEP

Candid#1 >0.42 -1.41 -1.90
65604 >2.46 -0.37 -0.37
65727 >2.10 -1.40 -1.52
Cepa IEL IEI

Candid#1(10-12d) >3.11 -0.50
65604(10-12d) >3.98 -1.40
65727(10-12d) >3.70 -1.74

Los resultados presentados indican que estas cepas tienen un
alto poder infectante y que son altamente protectoras. La compa-
racion de estos indices demostré que las cepas 65604 y 65727
no presentan diferencias con respecto a C#1 y que mantienen
las caracteristicas de atenuacién de la vacuna, considerandose
que la posibilidad de revertir por un pasaje en humanos es poco
probable.

099. (335) PPARy Y PPARc. MODULAN LA EXPRE$IC)N DE
MEDIADORES INFLAMATORIOS EN MACROFAGOS
INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI

Penas F.'; Vera M.2; Hovsepian E.3; Mirkin G.%; Sales M.5;
Goren N.¢

CEFYBO' 2356, Departamento de Microbiologia,
Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA*
federicopenas @ hotmail.com

La enfermedad de Chagas esta relacionada con el esta-
blecimiento de procesos inflamatorios agudos y crénicos en
diferentes tipos celulares, siendo los macrofagos un blanco
importante para la infecciéon por Trypanosoma cruzi (Tc). Los
receptores activados por factores de proliferacion peroxisomal
(PPAR), son factores de transcripcion dependientes de ligan-
dos que participan en la regulacion del metabolismo lipidico
y en la inflamacién. 15-Deoxy-A12,14 PGJ2 (15d) y Wy14643
(Wy) agonistas de PPARy y PPARa respectivamente han sido
implicados en la modulacién inflamatoria. Sin embargo, el papel
de estos ligandos en la enfermedad de Chagas aun no ha sido
del todo explorado. Por dicho motivo, analizamos la respuesta
inflamatoria y su modulacién por 15d y Wy en macréfagos
peritoneales obtenidos de ratones BALB/c infectados con una
cepa aguda (RA) y otra crénica (K-98) de Tc. Los macréfagos
aislados fueron cultivados a los 6 (RA) y 21 (K-98) dias post
infeccion. Se observé en ambos modelos mediante Western
blot (Wb), expresion de oxido nitrico (NO) sintasa 2 (NOS2).
Asimismo, ambas cepas de Tc aumentaron significativamente
la liberacién de NO por parte de los macréfagos (uM: Control:
9+0,7; RA: 32,7+3,5; K-98: 81,3+4,3 p<0,01). El tratamiento con
15d o Wy, inhibié tanto la expresiéon de NOS2, como la liberacion
de NO (15d: 29,4%RA; 36,7%K-98. Wy: 38,9%RA; 46,5%K-98
p<0,05). Con el objeto de estudiar si las cepas RA y K-98 de Tc
activan la via de NF-kB, extractos citosélicos de macréfagos de
ratones infectados fueron analizados mediante Wb. Observamos
para ambas cepas la desaparicion caracteristica del inhibidor
lk-Ba, asi como también el traslado de p65 al nucleo celular.
Podemos concluir que tanto la cepa aguda, como la crénica de
Tc inducen un aumento de mediadores inflamatorios activando
la via de NF-kB. Ademas, pudimos demostrar que los ligandos
PPARy y PPARa serian potenciales moduladores inflamatorios
en macréfagos peritoneales provenientes de ratones infectados.
100. (100),EPIDEMIOLOGI'A MOLECULAR Y DIVERSIDAD
GENETICA DEL VIRUS DE HEPATITIS B EN LA CIUDAD
DE MAR DEL PLATA
Elizalde M."; Campos R.?; Barbini L.3
Catedra de Virologia, FFyB, UBA, Laboratorio de Virologia,
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Instituto Nacional de Epidemiologia’®; Catedra de Virologia,
FFyB, UBA?
mecheeli@hotmail.com

Introduccidn. El virus de hepatitis B (HBV) se clasifica en 8
genotipos (gts, A-H) con distribucién geografica caracteristica.
Dada la heterogeneidad de su genoma, se describen mutaciones
en el determinante “a” del HBsAg (escape a la vacuna), el gen
pol (resistencia a antivirales), el BCP en 1762-64 y el precore en
G1896A (definen el fenotipo HBeAg [-]). Objetivos. Determinar la
distribucion de gts de HBV circulantes en Mar del Plata. Describir
las variantes de HBsAg, pol, BCP-precore y proteina X (HBV-X).
Metodologia. Se analizaron 29 sueros con serologia positiva
(anti-core 19G y HBsAg). Se amplificéd por nested-PCR el gen S
(76-791), gen X, BCP y precore (1281-1957). Los productos se se-
cuenciaron y alinearon con referencias de cada gt. Se genotipificd
mediante andlisis filogenético. Las secuencias del HBsAg, pol y
HBV-X se obtuvieron por traduccién de los genes correspondien-
tes. Resultados. La filogenia (gen S) mostré al gt F como el mas
prevalente (72,4%), seguido por el gt A (13,8%) y losgts Dy G
(6,9%). El 34,5% de las muestras presentaron cambios en HBsAg,
5 relacionados con reduccién en la antigenicidad (1 de ellas en
el determinante “a”). Nueve pacientes (31%) mostraron cambios
de aas en la polimerasa (4 asociados a resistencia a antivirales).
En BCP-precore, el 81,25% presenté AGG en 1762-64, que se
tradujo a KV en 130-131 de HBV-X (wild type, wt), el 12,5% evi-
dencié TGA (gt G) que se tradujo a MT, y el 6,25% mostré TGG
(gt F1b), traducido a MV. En 1896-98, el 83,3% mostré6 GGG (wt),
mientras que el 16,7% presenté AGG (gts G y F4). Conclusiones.
Se describe un predominio del gt F, nativo americano, respecto
de los gts A, D y G de Europa y USA. Es el primer reporte de
pacientes con gt G en Argentina. Las sustituciones de aas en
HBsAg ocurren principalmente fuera del determinante “a”. Se
detectan mutaciones de resistencia a antivirales. La mayoria de
las muestras presentan en BCP-precore nucleétidos wt, asociados
al estadio HBeAg [+], y KV en 130-131 de HBV-X.

101. (99) USO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA PARA EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS
Mamone L."; Gandara L. Di Venosa G.3; Rodriguez L.%
Buzzola F.5; Batlle A.%; Casas A.”

CIPYP'23467: Departamento de Microbiologia, Parasitolo-
gia e Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA®
adriana @qb.fcen.uba.ar

La Terapia Fotodinamica (TFD) es un tratamiento que consiste
en la administracion de un compuesto fotosensibilizante (FS)
que al ser iluminado induce muerte celular via radicales libres.
Recientemente, la TFD se propuso para el tratamiento de ciertas
infecciones bacterianas. El objetivo de este trabajo fue investigar
una coleccion de extractos de plantas autéctonas para encontrar
nuevos FS para el control de infecciones bacterianas. Para el
screening se estudid el efecto fotosensiilizador de 70 extractos
metandlicos y acuosos frente a tres especies bacterianas. Para
ello, los cultivos bacterianos se incubaron con diferentes con-
centraciones de los extractos y luego se irradiaron por 40 min.
La viabilidad bacteriana se determiné por recuento de las UFC/
ml en placas de agar. Las especies Tabebuia impetiginosa flor,
Solanum verbascifolium flor, Tecoma stans flor y Cissus verticillata
raiz fueron fototdxicas para Staphylococcus epidermidis pero no
para las bacterias Gram negativas Escherichia coli y Pseudomo-
nas aeruginosa. Con S. verbascifolium (extracto metandlico) se
observé una reduccion estadisticamente significativa en las UFC/
ml luego de la TFD luego de 1 h de preincubacion con el FS (0,5
mg/ml) y 3 hr de iluminacién (2x108 UFC/ml control vs. 5x103
tratado; p< 0,01, Mann-Whitney test). Los controles positivos con
los FS azul de Toluidina y clorina e6 indujeron una disminucion
en 7 érdenes de magnitud las UFC/mI. S. epidermidis incorporé
12 £ 0,5 pg de extracto por UFC, de acuerdo a lo determinado
fluorométricamente. Estos resultados resaltan el potencial de las
especies vegetales como fuente de sustancias fotosensibilizan-
tes. Actualmente se estan aislando los compuestos fotoactivos
encontrados.

MEDICINA - Volumen 71 - (Supl. 1ll), 2011

METABOLISMO Y NUTRICION 1
102. (28)INDICE DE MASA CORPORAL, NIVEL DE ACTIVIDAD
FISICAY PERFIL LIPIDICO EN UN GRUPO DE ESTUDIAN-
TES UNIVERSITARIOS
Fernandez I.'; Feliu M.2; Perris P.3; Vidueiros S.4; Silva C.5;
Pallaro A.%; Slobodianik N.”
Catedra de Nutricion, FFyB, UBA?234567
ferni@ffyb.uba.ar

Introduccién: La mayor incidencia de enfermedad coronaria
se ha relacionado con un perfil lipidico anormal (colesterol total,
triglicéridos y LDL-col elevados, HDL-colesterol bajo e indice de
Castelli > 4,5). El sedentarismo y un elevado indice de masa
corporal (IMC) pueden modificar el nivel de los lipidos y asociarse
a la apariciéon de eventos coronarios. Objetivo: Analizar el IMC,
el nivel de actividad fisica (AF) y el perfil de lipidos plasmaticos
en un grupo de estudiantes universitarios. Material y Métodos.
Se recolectd plasma en ayunas de un grupo de 90 alumnos (18
hombres y 72 mujeres) con edades comprendidas entre 25-30
afios, que cursaron la materia Nutricién correspondiente al Ciclo
Profesional de la Carrera de Bioquimica, entre los afios 2003-
2009. Se determiné la concentracion de colesterol total (CT,
mg%) y HDL-col (mg%) (método colorimétrico-Rvos.Wiener-equipo
automatizado CCX-Abbott) y se calculd el indice de Castelli (IC=
CT/HDL). Cada alumno calculé su nivel de actividad fisica diaria
y registré su peso y talla para calcular el IMC (P/T2). Resultados.
Los valores obtenidos fueron (MEDIA+DE): Mujeres (CT: 165.8 +
26.0; HDL: 58.5 + 12.2; IC: 2.9 £ 0.7; AF: 1,7 £ 0,2; IMC: 21,2 +
2,5) Hombres (CT: 168.1 + 32.4; HDL: 51.2 + 7.3; IC: 3.4 + 1.0;
AF: 1,7 £ 0,2; IMC: 24,8 + 2,5). En forma general ambas pobla-
ciones tienen IC < 4,5 y valores de IMC dentro del rango normal,
a pesar de tener un nivel de actividad fisico ligero (AF=1.40-1.70).
Al analizar los grupos femenino y masculino se observa que sélo
el 1% y 12 % supera el punto de corte IC>4.5, respectivamente,
concomitante con un IMC > 24,9 en el 7% de las mujeres y 63%
de los hombres. Conclusiones. De los datos obtenidos surge que
la poblaciéon masculina presenta un mayor riesgo de padecer
futuras enfermedades cardiovasculares. Parcialmente financiado
por la UBA (B-074).

103. (29) LA ACCION VASOPROTECTORA DEL FITOES-
TROGENO GENISTEINA ES CONDICIONADA POR LA
PRESENCIA DE ESTROGENOS OVARICOS
Rauschemberger M."; Sandoval M.2; Cesari N.3; Masshei-
mer V.4

Catedra de Bioquimica Clinica Il, BBYF, UNS, CONICET'
34, Catedra de Bioquimica Clinica Il, BBYF, UNS, Unidad
Basica Quimica, Ciencias Basicas, UTN?

mbrausch @criba.edu.ar

Considerando que los fitoestrégenos (FE) son propuestos
como agentes que previenen enfermedades cardiovasculares en
edad adulta, y que estrona (E1) es el principal estrégeno circulante
en la menopausia, el objetivo fue evaluar los efectos conjuntos
de genisteina (Gen) y E1 a nivel vascular. Se emplearon anillos
de aorta (AA) y cultivos de células endoteliales y de células
musculares (CE y CMLV) de ratas hembras jévenes y adultas.
Se midié agregacion plaquetaria (AP) y produccién de NO, en
presencia 6 ausencia de LPS. En AP, 5 min. de tratamiento con
Gen, E1 6 Gen+E1 inhibieron la AP (45;38;48% s/c resp., p<0,05).
En presencia de LPS, la AP fue maxima (98%), efecto revertido
parcialmente si previo al agregado de LPS, los AA se exponen a
los agonistas estrogénicos (57;46; 69 %AP, E1+LPS; Gen+LPS;
E1+Gen+LPS resp., p<0,02). Sabiendo que el NO media la accién
antiagregante de E1 y Gen, medimos el efecto de tratamientos
conjuntos de E1y el FE sobre la produccién endotelial de NO. En
CE de ratas jovenes, 5 min. de tratamiento con E1; Gen; E1+Gen
estimularon significativamente la sintesis del vasoactivo. En CE
adultas, si bien los tratamientos individuales no mostraron diferen-
cias significativas s/control, la adicién conjunta estimulé la sintesis
de NO (13,3+0,9 vs16,0+ 0,9 nmoINO/mg prot, C vs E1+Gen,
p< 0,05). A nivel muscular el LPS induce la sintesis de NO via
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NOSi. Se investigé la accion del FE y E1 sobre dicha accion del
LPS, empleando cultivos CMLV. La presencia de Gen, agregada
5 h previo al tratamiento con LPS (21 h), inhibié la produccion de
NO inducida por LPS (184+1,3 vs 233+8,5 nmol NO/mg prot resp.
p<0,02). En cambio el pretratamiento simultdneo con Gen+E1
potencié la accion del proinflamatorio (172% s/LPS). Estos resul-
tados sugieren que, ante una injuria vascular, la potencial accion
vasoprotectora de Gen (en términos de AP y produccién de NO)
depende del tipo celular, presencia de estrégenos ovaricos y
tiempo de exposicion a los mismos.

104. (38)LA ADMINISTRACION DE VITAMINA C JUNTO CON
ACIDO ALFA-LIPOICO PREVIENE EL INCREMENTO DE
LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA Y DE LOS NIVELES
DE LIPOPEROXIDACION QUE PRESENTAN LAS RATAS
ALIMENTADAS CON UNA DIETA RICA EN FRUCTOSA

Reyes Toso C.'; Wallinger M.2; Balzer R.3; Ricci C.*; Reyes
Toso M.%; Linares L.5

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA'
23456

creyestoso @intramed.net

La administracion crénica de una dieta rica en fructosa desa-
rrolla en las ratas un cuadro con hipertensién arterial sistdlica,
dislipidemia, intolerancia a los carbohidratos y resistencia insulini-
ca que guarda similitudes con el sindrome metabdlico. Dentro de
los mecanismos fisiopatolégicos involucrados se considera que el
incremento en los niveles de anion superéxido estaria vinculado
con su produccion. Anteriormente se comprobd que el acido alfa-
lipoico -AL- reducia (pero no prevenia), el incremento de la presién
arterial. En este trabajo se estudiaron los efectos de la administra-
cion (20 semanas) por via oral, de vitamina C -VC- junto con AL
(ambos con efecto anti-oxidante) sobre la presién arterial sistdlica
-PAS- y diversas variables metabdlicas. Las ratas se dividieron en
dos grupos (n=16 c/u): a) dieta estandar -DE-, b) DE + fructosa al
10% (F10%), y en subgrupos: 1- sin VC+AL, -C- 6 F10%; 2- con
VC+AL (50 mg/dia de cada una), -C-VC+AL- 6 F10%-VC+AL.
Se controlaron: PAS, glucemias, prueba de tolerancia oral a la
glucosa -PTOG-, triglicéridos -TG y sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico -TBARS- tanto en plasma como en homogenatos de
corazon e higado. La administracion de F10% aumenté en forma
significativa -ANOVA- la PAS (P<0.001), los TG (P<0.001), los
TBARS en plasma (P< 0.001) y alteré la PTOG (P<0.001). Los
TBARS en corazén e higado también aumentaron-Test “t” Student
(P<0.01 y 0.001). La dieta con F10% + VC-AL previno el incremen-
to de la PAS y TBARS (P>0.05 vs C y C-VC+AL), y disminuy6 el
aumento de los TG y de la glucemia durante la PTOG (ANOVA
P<0.01 y P<0.05 respectivamente). Estos resultados muestran que
la administraciéon crénica de VC+AL contrarresta el incremento
de la PAS y de algunas variables metabdlicas que ocurren con
una dieta con F10%, en forma mas efectiva que el AL sélo. Este
efecto estaria parcialmente relacionado con la accién de la VC
de mantener reducido al alfa-tocoferol endégeno, neutralizando
sus efectos pro-oxidantes.

105. (70) ESTRES OXIDATIVO EN GLANDULAS SALIVALES
EN UN MODELO DE SJOGREN EXPERIMENTAL

Reides C.'; Ferreira S.2; Lasagni Vitar R.3; Llesuy S.*
FFyB, UBA?234

creides @ffyb.uba.ar

El Sindrome de Sjégren (SS) es una enfermedad cronica de
naturaleza autoinmune que destruye progresivamente la glandula
salivar y lagrimal. Los ratones diabéticos no obesos (NOD), que
desarrollan espontdneamente una histopatologia semejante al SS
e hiposalivacion son el modelo mas ampliamente aceptado para
este sindrome. El objetivo del presente estudio fue determinar
diferentes parametros de estrés oxidativo en glandula salivar
de un modelo experimental de SS. Se utilizaron ratones macho
NOD (n= 10, 6 meses) como grupo Sjoégen (GS) comparandose
con ratones BALB/C (n= 12, 6 meses) como grupo control (GC).
Con el objeto de determinar la ocurrencia de estrés oxidativo se
evaluaron los siguientes marcadores: lipoperoxidacion (TBARS),
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glutation total (GSH) y las actividades de enzimas antioxidantes:
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation reductasa
(GR) and tioredoxina reductasa (TR). Los TBARS en el GS fueron
2,89 + 0,67 nmol/ mg proteina (GC: 0,83 + 0,11 nmol/ mg proteina
p< 0,05). GSH en GS fue 0,65 + 0,11 pmol/ g (GC: 0,36 + 0,06
pymol/g p< 0,05). La actividad de SOD en GS fue 3,88 + 0,58 U/
mg proteina (GC: 1,86 = 0,27 U/ mg proteina p< 0,01). Los niveles
de CAT en GS fueron 0,49 + 0,06 pmol/ mg proteina (GC: 0,84 +
0,12 pmol/ mg proteina p< 0,05). La actividad de GR fue 3,22 =
0,55 nmol/min.mg proteina en el GS (GC 2,12 = 0,24 nm/min.mg
proteina, p< 0,01). TR fue 2,20 + 0,31 nmol/min.mg proteina en
el GS (GC 1,23 + 0,13 nmol/min.mg proteina p< 0,005). El estu-
dio mostré un aumento en la peroxidacion lipidica en la glandula
salivar del GS evidenciada por un incremento en los valores de
TBARS. A su vez se observé un incremento tanto en el GSH
como en los antioxidantes enzimaticos SOD, GR y TR, con una
disminucion en los niveles de CAT. Estos resultados sugieren una
respuesta al estrés oxidativo crénico en este modelo experimental.
Son necesarios mas estudios para clarificar el significado biolégico
de la disminucion de CAT.

106. (74) TOXICIDAD CRONICA DEL HIERRO, HOMEOSTASIS
REDOXINTRACELULAR Y DANO OXIDATIVOIN VIVO EN
HIGADO Y CEREBRO.

Ferrarotti N.'; Musacco Sebio R.?; Saporito Magrifia C.3;
Massot F.% Torti H.5; Ossani G.; Repetto M.”

Catedra de Quimica General e Inorgédnica, Catedra de And-
lisis Clinicos I, Inmunologia Clinica, FFyB, UBA'; Catedra
de Quimica General e Inorgédnica, FFyB, UBA?37; Catedra
de Fisica, FFyB, UBA*®; Centro de Patologia Experimental,
Facultad de Medicina, UBA®

ferrarot @ffyb.uba.ar

Los niveles intracelulares del hierro (Fe) estan regulados
por proteinas de transporte y almacenamiento. La exposicién
crénica a Fe altera la homeostasis redox y genera dafio oxida-
tivo (DO). El objetivo de este trabajo fue comparar la toxicidad
inducida por exposicion crénica a Fe en higado (H) y cerebro
(Ce). Se administré FeCl2 (1 g/L en agua de bebida) a ratas
Sprague Dawley (250 g) durante 42 dias. Se evalué el DO
en Hy Ce y el tiempo de DO maximo respecto al control (C)
(p<0.01) mediante: Quimioluminiscencia de érgano in vivo (Ql),
oxidacion de lipidos (TBARS); oxidacion de proteinas (carboni-
los, CO), metabolitos del éxido nitrico (NO), homeostasis redox
(glutation (GSH)/GSSG); actividad de NADPHoxidasa, catalasa
(Cat) y glutation transferasa (GT). La concentracion tisular de
Fe (cFe) en H y Ce se determind por absorcién atémica y la
anatomo-histopatologia por microscopia o6ptica del H. Se ob-
servo: incremento del 118% en cFe a los 2 dias de tratamiento
y correlacién positiva entre CFe y tiempo H (r:0,76,C:65+2mg/g
higado);100% de Ql en H (C:12+1cps/cm2) y 16 veces en
Ce (C:11+2cps/cm2), ambos a los 7 dias; TBARS aumentd
100% en H a los 2 dias (C:7+1nmol/g), y 62% en Ce a los 4
(C:6,4+0,4nmol/g). A los 4 dias, en H, CO aumenté en un factor
de 2,6 (C:115+19nmol/g) y NO 2,4 (C:0,32+0,04mmol/g); en Ce
CO aumento en un factor de 2,1 (C:111+3nmol/g), y NO de 1,7
a los 14 dias (C:0,13+0,03mmol/g). A los 2 dias disminuyé la
actividad de Cat 67% (C:548+108pmol/g) y a los 7 dias NADPHox
un 14% (C:0,22+0,02 nmol/min.g) en H. En Ce aumenté 43% GT
(C:23+1U/g) a los 14 dias. A los 2 dias GSH/GSSG disminuyd
50% en H (C:0,49+0,01) y 62% en Ce (C:0,28+0,01). El Fe gene-
ra DO por exposicién crénica en H y Ce, proporcional al tiempo
de exposicion y a la oxidacion de biomoléculas. La oxidacion de
lipidos y la generacion de NO son eventos previos al DO tisular
y el evento primario promotor del DO seria la alteraciéon de la
homeostasis redox por consumo de GSH.

107. (164) ACEITE ALTO OLEICO EN ALTA CONCENTRA-
CION: EFECTO SOBRE TRIGLICERIDOS, COLESTEROL
Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN SUERO DE RATAS.
ESTUDIO PRELIMINAR.

Perris P.'; Fernandez 1.2, Godoy M.3; Insani E.*; Mambrin
C.5; Sanahuja M.5; Slobodianik N.7; Feliu M.8
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Catedra de Nutricion, FFyB, UBA'235678; Instituto Tecnolo-
gia de Alimentos, Centro de Investigacion de Agroindustria,
INTA-Castelar

pperris @ffyb.uba.ar

Introduccion: En la alimentacion, los lipidos cumplen un rol muy
importante siendo esencial conocer los acidos grasos que la cons-
tituyen, para prevenir enfermedades crénicas y mejorar la calidad
de vida. Objetivo: Estudiar el efecto de dieta con alto contenido
de &cido oleico y en alta concentracion, sobre triglicéridos(TG),
colesterol total(CT) y capacidad antioxidante total(TAC) en suero
de ratas en periodo de crecimiento activo. Metodologia: Ratas
Wistar al destete (21-23 dias) fueron divididas en 2 grupos y
alimentadas durante 10 y 40 dias con: 1)dieta experimental al
20 % de proteina (caseina) y 50% de grasa aportada por aceite
alto oleico (grupo AQO) y 2)dieta normocaldrica (grupo control:C).
Ambas dietas aportan el resto de los nutrientes segun AIN93. Se
determiné el perfil de acidos grasos por cromatografia gaseosa,
calculandose la relacién w6/0w3 de la dietas utilizadas AO:86/1;
C:9/1. Al finalizar la experiencia las ratas fueron sacrificadas y en
suero, se determind la concentracion de TG(mg/dl) y CT(mg/dl)
por método enzimatico-colorimétrico. TAC (mM-Trolox equivalents)
se determind por técnica descripta por Miller NJ and Re R. Los
resultados fueron expresados como Media +DE; con un nivel de
significacion * (p<0.01):

GRUPOS CT TG TAC

AO(10dias) 71.0£10.6 67.0£15.9 1.20+0.08
C(10dias) 64.2+12.8 62.5+19.0 1.40+0.05
AO(40dias) 96.3+£13.2* 63.8+43.3 1.25+0.08
C(40dias) 74.3£12.4 66.2+38.8 1.45+0.18

Resultados y discusion: El grupo que recibio la dieta aportado-
ra de alto oleico durante 40 dias presenté valores de colesterol es-
tadisticamente superiores al respectivo control. No se encontraron
diferencias en la concentracion de TG, entre los diferentes grupos
experimentales. Por otra parte, TAC presenta valores estadisti-
camente inferiores al control, independientemente del tiempo de
administracion de la dieta. Estos hallazgos serian consecuencia
de la alta concentracion lipidica de la dieta sumado a la distorsion
de la relacion w6/w3. Financiado por UBACyYT 20020100200078
108. (174) EL AGREGADO DE OLIGOSACARIDOS NO DI-
GERIBLES A LA DIETA DURANTE EL CRECIMIENTO
AUMENTA LA ABSORCION Y RETENCION DE CALCIO
EN UN MODELO ANIMAL DE RATAS WISTAR
Weisstaub A.'; Abdala V.2; Gonzalez Chaves M.3; Bryk G.4;
Pellegrini G.%; Marotte C.5; Orzuza R.7; Zeni S.8; Zuleta A.°
FFyB, UBA, Hospital de Clinicas, Seccion Osteopatias
Aﬂédmas123455789
arweiss @ffyb.uba.ar

Introduccion: Durante el crecimiento para alcanzar el pico
maximo de masa 6sea es necesaria la ingesta de una dieta con
alto contenido de calcio biodisponible. Por esto se recurre al
agregado de oligosacéaridos no digeribles que son fermentados
por la flora coldnica, provocando disminucion del pH intestinal y
aumento de solubilidad y absorcién de minerales. Objetivo: de-
terminar el impacto de dietas suplementadas con oligosacaridos
no digeribles sobre la biodisponibilidad y retencién del calcio en
un modelo animal de ratas Wistar en crecimiento. Materiales y
métodos: Ratas macho recién destetadas se alimentaron duran-
te 60 dias (Tf) con las siguientes dietas ad libitum (n=8/grupo):
control (DC), a base de mezcla de fructooligosacaridos e inulina
(DFOS) y a base de polidextrosa (DPx). Los ultimos cinco dias
se midieron consumos de dieta y se recogieron las heces para
calcular absorcion aparente de calcio (AaCa), a Tf se removié el
ciego y se midieron peso y pH del contenido cecal y se determi-
naron contenido mineral éseo total (CMO) y DMO de tibia proximal
(DMO) y columna (DMOc) con un Densitémetro DPX Alpha 8034,
con un software especial para pequefios animales. Resultados:
El peso del ciego de DFOS y DPx fueron mayores a DC (g)
(5.93+0.28 vs 4.31+0.71vs 3.05+0.25; p< 0.001) mientras que
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el pH de DFOS fue menor a DPx y DC (5.52+0.22 vs 6.85+0.17
vs 6.97+0.18; p<0.001). DFOS y DPx presentaron una mayor
AaCa que DC (%)(91.3+5.2 vs 87.6+3.2 vs 71.1+3.3; p<0.001).
El CMO (mg/g) fue: DFOS > DPx > DC (20.4+1.9 vs 17.1£2.0
vs 11.7+1.6; p<0.01). La DMOt (mg/cm2) de DFOS fue mayor a
DPx y DC (266.0+14.8 vs 239.9+23.6 vs 220.1+£15.3) y la DMOc
(mg/cm2) de DFOS y DPx fueron mayores a DC (269.4+ 25.7
vs 248.5+10.2 vs 231.5+ 10.6). Conclusiones: El aumento de la
fermentacion de DFOS y DPx evidencia la existencia de actividad
prebidtica en los oligosacaridos utilizados, lo que favoreceria el
aumento de la AaCa y retencion de calcio durante el crecimiento.
UBACYT 20020090200037

109. (279) LA MADURACION OSEA SE RELACIONA CON EL
ESTADO RESPECTO DEL CALCIO A TRAVES DE MAR-
CADORES DEL TIPO CTX EN NINOS PREPUBERES
Dupraz H."; Rio M.?; Zeni S.°

FFyB, UBA'?; Facultad de Odontologia®

hedupraz @ffyb.uba.ar

En nifios prepuberes, el marcador éseo a-CTX se ajusta a una
curva de decaimiento con la edad mientras que B-CTX no muestra
cambios en esa franja etaria. Buscando una forma de evaluar la
maduracion 6sea a través de dichos marcadores, analizamos la
relacion o/B, sobre la hipétesis de que esta se relacionara con el
estado nutricional célcico. Objetivo. Establecer la relacién entre
la adecuacion respecto del Ca y la maduracion désea a través
del comportamiento de la relacion o/f CTX en nifios de 1° a 4°
grado (6 a 10 afios). Metodologia. De un grupo de 200 nifios
escolares,de ambos sexos, se analizaron los 180 con datos para
los 3 indicadores, determinados en la segunda orina de la mafiana
tomada en ayunas: Ca (AA), creatinina (Jaffé) y a y p CTX (NB-
Denmark). Los resultados se expresaron como cociente o/f. El
indicador Ca/Cr se evalud con valores de referencia: Ca/Cr: <0,07,
deficiente; 0,07-0,15, adecuado y > 0,15, elevado. Se utiliz6 test
ANOVA con programa GraphPad. Resultados. Los resultados,
analizados por grado, se muestran en la siguiente tabla: a/f CTX
expresado como X = DS (n), segun indicador célcico (Ca/Cr)

Deficiente (D) Adecuado (A) Elevado (E)
GRADO (< 0.07) (0.07-0.15) (> 0.15)
1° 2,04 + 1,56 (12) 1,61+ 0,62 (14) 1,50 + 0,72 (8)
2° 2,04 £ 0,54 (16) 1,46 = 0,70 (17) 1,50 + 0,69 (10)
3° 1,88 + 1,23 (23) 1,36 + 0,56 (17) 1,55 + 0,49 (8)
4° 1,36 + 0,46 (23) 0,99 + 0,29 (15) 1,29 + 0,50 (10)

Diferencias significativas (P<0.02) se encontraron en los nifios
del grupo A, no asi en D ni E, este ultimo con pocos casos (36
vs 59 y 74). Conclusién. La normal evolucion de la relacion a/f,
normal maduracion 6sea, depende en la infancia, de la adecuacion
nutricional calcica.(UBACyT B060)

110. (349) LA ADMINISTRACION DE VITAMINA E Y ACIDQ
ALFA-LIPOICO EN RATAS CON SINDROME METABO-
LICO EXPERIMENTAL POR FRUCTOSA EN LA DIETA
PREVIENE EL INCREMENTO DE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA SIN DISMINUIR LA HIPERINSULINEMIA.
Reyes Toso C.'; Linares L.2; Wallinger M.%; Planells F.%;
Reyes Toso M.%; Ricci C.©

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA'
23456

creyestoso @intramed.net

Las ratas que reciben fructosa en forma crénica desarrollan
un cuadro de hipertensién arterial sistolica -PAS-, intolerancia a
los carbohidratos, dislipidemia e hiperinsulinemia con resistencia
insulinica, que guarda semejanzas con el sindrome metabdlico
que se presenta en el ser humano. Dentro de los mecanismos
fisiopatologicos involucrados se considera que el incremento en
los niveles de insulina y radicales libres podrian estar vinculados
con su produccion. En este trabajo se estudiaron los efectos de
la administracion (20 semanas) por via oral, de vitamina E -VE-
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junto con AL (ambos con efecto anti-oxidante) sobre la -PAS- y
diversas variables metabdlicas. Las ratas se dividieron en dos
grupos (n=16 c/u): a) dieta estandar -DE-, b) DE + fructosa al 10%
(F10%), y en subgrupos: 1- sin VE+AL, -C- 6 F10%; 2- con VE+AL
(50 mg/dia de c/una), -C-VE+AL- 6 F10%-VE+AL. Se controlaron:
PAS, glucemias, prueba de tolerancia oral a la glucosa -PTOG-,
insulina plasmatica -In-, triglicéridos -TG, colesterol total -Cot- y
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico -TBARS- tanto en
plasma como en homogenatos de corazén e higado. La adminis-
tracion de F10% aumenté en forma significativa -ANOVA- la PAS
(P<0.001), los TG e In (P<0.001), el Cot (P<0.01), los TBARS en
plasma vy tejidos (P<0.001) y alteré la PTOG (P<0.001). La dieta
con F10%+VE-AL previno el incremento de la PAS, TBARS, Cot
(P>0.05 vs Cy C-VC+AL), y disminuy¢ el aumento de los TG y de
la glucemia durante la PTOG (ANOVA P<0.05 para ambas). La In
no se modificé significativamente. Estos resultados muestran que
la administracién crénica de VE+AL previene el incremento de la
PAS y de los niveles de lipoperoxidaciéon (TBARS) que ocurren
con una dieta con F10%, en forma mas efectiva que el AL. Su
mecanismo de accion pareceria no depender de la disminucion
de la insulina plasmatica sino que se podria deber en parte a su
efecto antioxidante y a la disminucién de los niveles de compues-
tos aldehidicos a nivel intracelular.

111, (387) INFLUENCIA DEL NIVEL DE E,XPOSICI(')N SOBRE
EL PERFIL METABOLICO DEL ARSENICO INORGANICO
EN POBLACIONES CON DISTINTAS VARIANTES POLI-
MORFICAS DE LA ENZIMA ARSENITO METIL TRANSFE-
RASA
Olmos V.'; Navoni J.2; Sassone A.3; Villaamil Lepori E.*
Catedra de Toxicologia y Quimica Legal, FFyB, UBA"23+4
volmos @ffyb.uba.ar

El metabolismo del arsénico (As) inorganico en humanos esta
influenciado por varios factores entre los que se encuentran el gé-
nero, la edad y la presencia de variantes polimérficas de la enzima
arsenito metil transferasa. El objetivo de este trabajo fue estudiar
la influencia del nivel de exposicién sobre el perfil metabdlico del
As, en individuos expuestos cronicamente a través del agua de
bebida. Para ello se realizé un estudio transversal en 195 perso-
nas habitantes de Chaco y Santiago del Estero. El estudio contd
con la aprobacién de un Comité de Etica y todos los participantes
firmaron el consentimiento informado. Se obtuvieron muestras
de orina y de células de descamacién bucal de todos los partici-
pantes, y de agua de bebida de cada vivienda. El nivel de As en
agua se midié por Generacion de Hidruros-Espectrofotometria de
Absorcion Atomica (GH-EAA). El perfil metabdlico [concentracion
urinaria del As inorganico y los &cidos monometil arsénico (MMA) y
dimetil arsinico (DMA)] se midi6 por HPLC-GH-EAA. La presencia
del polimorfismo Met(287)Tre se investigé mediante PCR-RFLP. El
analisis estadistico se realizé con el programa InfoStat. El rango
de niveles de exposicién fue muy amplio (de 13 a 1148 pg/l de
As en agua). Se observo influencia del nivel de exposicion sobre
el perfil metabdlico del As. EI %MMA promedio (15,7) del grupo
expuesto a 13 pg/l difirid significativamente (P=0,0001) del %MMA
promedio (23,6) del grupo expuesto a 926 pg/l de As en agua.
Esta influencia del nivel de exposicion fue significativa (P=0,0155)
en la poblacién portadora de la variante silvestre del polimorfismo,
mientras que en la poblacién heterocigota fue no significativa
(P=0,0518). Dado que un mayor %MMA es indicador de mayor
susceptibilidad a sufrir los efectos deletéreos del As, estos resul-
tados indicarian que, a exposiciones muy elevadas de As, ambas
poblaciones serian igualmente susceptibles mientras que a bajos
niveles de exposicion la poblacion silvestre es menos susceptible.
112. (442) LiPIDOS EN GLANDULA MAMARIA DE RATAS
DEFICIENTES EN VITAMINA A
Vasquez Gomez M.'; Marra C.2; Giménez M.3;

UNSL'; INIBIOLP CONICET?; UNSL, IMIBIO-SL, CONICET?
gmvasque @unsl.edu.ar

En nuestro laboratorio observamos que la deficiencia de vitami-
na A altera el metabolismo de lipidos en higado, corazén y aorta
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asociado a alteraciones morfologicas. Previamente mostramos
que la deficiencia de vitamina A provoca cambios morfolégicos en
glandula mamaria. (GM). No hay informacion sobre esta asocia-
cion en GM. Ratas hembras Wistar fueron separadas en grupos:
C3, C6 AD3, AD6 R3 R6. Los grupos C se alimentararon con dieta
suficiente en Vitamina A (VitA) por 3 y 6 meses. Los grupos AD
recibieron dieta deficiente en vit A. los grupos R se realimentaron
con vit A. Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Las glan-
dulas mamarias inguinales fueron separadas. Los lipidos fueron
extraidos por el método de Folch y separados por TLC. Los &cidos
grasos de fosfolipidos totales se separaron mediante HPLC. La
expresion génica de citidilfosfocolinatranferasa (CT), reguladora
de la sintesis de fosfatidilcolina, se determiné por RT-PCR. Se
observé que el colesterol total aumento en ratas AD6 con respecto
a AD3*.El colesterol esterificado disminuyé en las ratas AD3 con
respecto a C3**. El colesterol libre aumento en los grupos C6, AD6
con respecto de los C3, AD3 respectivamente**.Los fosfolipidos
disminuyeron en grupo AD3 respecto del C3***.Los acidos grasos
de los fosfolipidos totales (12:0,16:0,16:1n-7,18:0,18:2n-6,20:5n-
3,22:5n-3,22:6n-3) del grupo de AD3 y AD6 disminuyeron respecto
de C3 y C6 respectivamente. Los acidos grasos: 18:1n-9,20:4n-
6,22:4n-6,22:5n-6 de los fosfolipidos totales del grupo de AD3 y
ADG6 aumentaron respecto de C3 y C6**. El mRNA de CT, de AD3
disminuy6 respecto de C3****. La deficiencia de vitamina A causa
una alteracion en el perfil lipidico de la glandula mamaria de rata
virgen. Estos cambios en el contenido de colesterol, fosfolipidos
y acidos grasos provocarian alteraciones en la composiciéon de
las membranas de las células de la glandula mamarias de ratas
virgenes.*p<0.05**p<0.01***p<0.001****p<0.0001

113. (517) AcCIDOS GRASOS INSATURADOS (AGI) N-9 Y N-3
DE DIFERENTES ORIGENES EN EL MANEJO NUTRICIO-
NAL DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA MODERADA (HCM)
Stranges A."; Alsina E.?; Zago V.3 Gamba C.*; Gomez
Echarren M.5; Ramos C.%; Scherier L.7; Friedman S.8;
Macri E.°

Facultad de Odontologia, UBA'; Catedra de Bioquimi-
ca, Facultad de Odontologia, UBA?*°6%8°9; Lab Lipidos y
Lipoproteinas-INFIBIOC, FFyB, UBA3”

andystranges @ hotmail.com

Investigaciones previas demostraron el efecto hipolipemiante de
AGPI, respecto a las grasas saturadas. Actualmente, se promocio-
nan como saludables AGI de la familia n-9 presentes en numerosos
productos alimentarios. Por otro lado, se sabe de los beneficios de
los n-3 en ECV; sin embargo, se discute su efectividad cuando pro-
ceden de fuentes vegetales. Objetivo: estudiar en ratas con HCM,
el efecto de dietas ricas en AGI n-9 y n-3 de diferentes origenes
sobre los lipidos séricos. Ratas Wistar macho(n=40, 21+2 dias), al
destete recibieron por 25 dias dieta aterogénica(DA) con cantidades
moderadas de colesterol (col) y grasa saturada (20%p/p). A T25 se
asignaron a uno de 5 grupos: CA(control aterogénico) continué 25
dias con dieta DA, n-3.P(pescado) y n-3.L(lino) recibieron aceites
ricos en AGIn-3 mas col y vitamina E(0,04%); mientras que los
grupos n-9.GAO (girasol alto oleico refinado) y n-9.0(oliva virgen),
recibieron aceites con n-9 mas col. Durante la experiencia se regis-
traron peso(g) y longitud(cm), consumo de alimento(kcal/100gpeso/
dia).Se midieron(mg/dL):T25 colesterol total(col-T), col.no-HDL.
T50: col-T, TG, col-HDL, col-noHDL yTBARS(umol/L).Resultados
(media + DE, ANOVA, SNK, Tamhane(p<0.05)). A T25, los animales
desarrollaron HCM respecto a controles sanos (prueba t) col-T:
95+11y col-noHDL: 40+7 (p<0.001). A T50, no hubo diferencias
significativas en consumo, peso o longitud. Los AGIn-3 produjeron
el mejor perfil lipidico para TG(n-3.P 31+10 noDS n-3.L 39+6; n-3.P
< n-9.0 44+9 noDS n-9.GAO 48+9 <CA 60+13(p<0.001)), Col-T
(n-3.P 53+12 noDS n-3.L 67+18<n-9;0 101+27noDS n-9.GAO
103+19noDS CA 110+27(p<0.001) y Col-noHDL. n-9.GAO pre-
sento mayor nivel de peroxidacion lipidica (TBARS: n-3.P16,2+2,8
>CA10,1+1,8 noDS n-3.L12,2+1,6 noDS n-9.012,5+1,6 ; todos <
n-9.GAO 77,2+16,1(p<0.001). Por lo tanto, en el tratamiento de
HCM de origen nutricional se obtienen mejores beneficios con
el consumo de AGI de la familia n-3 ya sea de origen vegetal o
animal. UBACYT 0008.
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114. (535) HIGADO GRASO E INSULINORRESISTENCIA
INDUCIDA POR ADMINISTRACION DE DIETA RICA EN
FRUCTOSA
Blaiotta C.'; Massa M.?; Castro M.3; Gagliardino J.%
Francini F.5

Centro de Endocrinologia Experimental y Aplicadal1 234 5
carolina_blaiotta @ hotmail.com

Previamente demostramos que la administracion de fructosa
(DRF) durante tres semanas genera insulinorresistencia, tole-
rancia a la glucosa alterada e higado graso. El objetivo de este
proyecto fue determinar la secuencia cronoldgica de aparicion
de la insulinorresistencia y el higado graso luego de administrar
DRF. Metodologia. Se emplearon ratas Wistar (180-200 g) divi-
didas en grupos: a) control (C) con dieta comercial estandar mas
agua corriente de bebida y b) DRF, la misma dieta mas fructosa
10% en el agua de bebida. A los 7, 14 y 21 dias de tratamiento
se midieron glucemias (G) (GOD-PAP), trigliceridemias (TG) (Kit
comercial) e insulinemias (In) (RIA). En el higado se determino:
a) contenido de TG y glucégeno y b) actividad de G6Pasa y Glu-
coquinasa (GQ). Resultados: (*p<0.05 vs. C)

C1 DRF1 c2 DRF2 C3 DRF3
In (ng/ml) 0,5+0,07 0,6+0,06 0,6+0,06 0,7+0,06 0,6+0,04 1,1+0,2*
G (mg/dl) 115+3 1184 103+3 1216 117+2 11713
TG (mg/dl) 103+6 134+11* 112+15 172+15* 102+11  226+31*
GQ (mU/mg prot)  10£0,5  12:0,4* 9+0,8 1621* 9+0,6 19+1*
G6Pasa 8+2 133 81 18+2* 71 151
(latencia%)
Glucégeno 7,0+0,4 7,4+0,3 6,8+0,4 8,2+0,2* 8,4+0,3 10,8+0,4*
(Hg/mg tej)
TG hepéticos 304+13 470+59* 27730 376+30 301+25  469+17*
(pg/100 mg tej)
Indice sensibilidad  203+37 169+16 181+26 150+13 158+10  108+15*
hepatica a In
(k/GPA x InPA)

Conclusién: la administracion de DRF induce asincrénicamente
cambios metabdlicos: a nivel hepatico a la semana de tratamien-
to aumenta el depdsito de TG, la actividad de la enzima GQ vy
G6Pasa (ciclo de sustrato). A nivel sanguineo el aumento de los
TG circulantes es el indicador mas precoz de la DRF, mientras
la hiperinsulinemia (reaccion células B) recién aparece a las 3
semanas de tratamiento
115. (549) EFECTO DIFERENCIAL DEL CONSUMO DE ACIDOS
GRASOS MONOINSATURADOS SOBRE EL METABOLIS-
MO LIPIDICO Y OSEO.

Alsina E.'; Martinez Reinoso J.?; Miksztowicz V.%; Zago V.4
Suarez C.5 Ferreira Monteiro A.%; Scherier L.7; Friedman
S.8; Macri E.°

Facultad de Odontologia, UBA'; Catedra de Bioquimi-
ca, Facultad de Odontologia, UBA?5689; Lab Lipidos y
Lipoproteinas-INFIBIOC, FFyB, UBA3“”

alsinaestefania @ yahoo.com.ar

Los efectos beneficiosos encontrados en la dieta mediterra-
nea (aceite de oliva=AO) llevaron a recomendar el consumo de
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) para el tratamiento de la
hipercolesterolemia (HC) nutricional. Actualmente, con el objeto
de utilizar grasas saludables a menor costo, diferentes empresas
alimentarias estan sustituyendo, de manera creciente, grasas
animales y aceites hidrogenados por aceites como el girasol alto
oleico (AGAO). Objetivo: Estudiar en ratas con HC, el efecto
de dietas ricas en acidos grasos monoinsaturados (®9) sobre
los lipidos séricos y su relacién con el contenido mineral éseo.
Métodos: se utilizaron Ratas Wistar macho al destete, las cuales
recibieron por 3 semanas (T3) una dieta aterogénica rica en grasa
saturada (GS) y col, con el objeto de inducir HC nutricional. Luego
por 5 semanas (T8), AGAO reemplazé GS por aceite de girasol
alto oleico y AO reemplazé GS por aceite de oliva. Las dietas
se administraron ad libitum durante las 8 semanas en las que
se monitorearon zoometria y consumo (kcal/100g peso corporal/
dia).A T3 se midié la colesterolemia total (col-t, mg/dL). A T8, se
calculé el indice hepatosomatico (IHS) y se determinaron: en suero
(mg/dL) col, col- noHDL y TG y por DPX la densidad mineral 6sea
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(DMO, g/cm2) y el contenido mineral ésea (CMO, g). Resultados
(media+DE.Anova.SNK): Los grupos no presentaron variaciones
en el peso, longitud corporal, consumo e IHS. Sin embargo el
col-t (AO 197,5+29,08 vs AGAO 245,67+ 24,9) y el col- noHDL
fueron menores en el grupo AO ( AO 163,83 +30,02 vs AGAO
213+28,66 (p<0.01). No se detectaron diferencias en CMO (AO
3,920+0,343 vs AGAO 4,175 + 0,558) y DMO (AO 0,261+0,005 vs
AGAO 0,255+0,005). Conclusion: Estos resultados sugieren que
en manejo nutricional de HC los AGMI se comportan diferente.
Los alimentos ricos en »9 provenientes del AGAO no serian de
eleccion. UBACyT 0008

116. (551) CAMBIOS EN LA EXPRESION DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES Y FACTOR DE TRANSCRIPCION NRF-2 EN
TEJIDO ADIPOSO DE RATAS OBESAS SPRAGUE DAWLEY

Santillan L."; Carmona Y.?; Giménez M.?

IMIBIO, CONICET, UNSL'23
lucassantillan2011 @ gmail.com

El Tejido Adiposo (TA) desempefia un papel principal en la
homeostasis energética. El TA esta diseminado en el organismo
siendo un importante foco de investigacion por el rol especifico
que la grasa juega en la patogenicidad de los desérdenes metabd-
licos como la obesidad. El estrés oxidativo (EO) ha sido implicado
en la patogénesis de la obesidad. El objetivo de este trabajo fue
investigar el metabolismo redox a través de la expresién de en-
zimas antioxidantes (SOD, GPx y CAT) y factor de transcripcion
NRF-2, en tejido adiposo perirenal (TAPR) en un modelo de ratas
obesas. Se trabajé con un grupo control (C) de 7 ratas machos
y 12 animales se dispusieron en jaulas individuales, alimentadas
con dieta hipercaldrica. Al final del experimento y de acuerdo a su
peso el grupo de 12 animales se separé en 2 grupos: obesidad
resistente (OR) y obesidad sensible (OS). El grupo C se alimentd
con dieta control y los grupos OR y OS con dieta hipercaldrica.
Se les extrajo TAPR y se guardd a 802C hasta su uso. Se extrajo
RNA con el método de TRIzol y fue transcripto a cDNA. Alicuo-
tas de 3 pl de cDNA fueron utilizados para amplificar por PCR.
El gen de B actina se us6é como control interno. Los productos
fueron analizados en gel de agarosa al 2 % y cuantificados con
el programa NIH Image J Software. La expresion de mRNA del
gen GPx aumenté en el grupo OR respecto a los grupos OS 'y C,
Los niveles de expresion del grupo OS fueron significativamente
mas bajos que el grupo C. La expresion de SOD en el grupo OS
aumento significativamente respecto al grupo C. No observamos
diferencias en la expresion de mRNA de catalasa en los tres
grupos estudiados. La expresion del NRF-2 estuvo aumentada sig-
nificativamente en el grupo OR respecto al grupo OS. En el TAPR
del grupo OR el aumento de la expresion de NRF-2 indujo una
mayor proteccion de estos animales por parte de la GPx, lo que
explicaria la resistencia a desarrollar obesidad en estos ratones.

117.  (621) PRODUCCION DE RADICALES LIBRES Y OXI-
DO NiTRICO EN MITOCONDRIAS DE RATAS DIABETICAS.
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON L- ARGININA.

Ortiz M."; Lores-arnaiz S.2; Albertoni Borghese M.%; Balonga
S.4 Filipuzzi A.5; Lavagna A.5; Cicerchia D.”; Majowicz M.; Bus-
tamante J.°

Céatedra de Biologia Celular y Molecular, FFyB, UBA'24568;
Catedra de Fisicoquimica, FFyB, UBA27°

mortiz @ffyb.uba.ar

Resultados previos en corteza cerebral de ratas diabéticas
(D) mostraron una disfuncion respiratoria asociada con despo-
larizacion y descenso en la produccion de 6xido nitrico (NO). El
objetivo de este trabajo fue evaluar la produccién de radicales
libres, la expresion de éxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y la
nitracion de proteinas (NP) en mitocondrias de corteza cerebral
de ratas controles (C), tratadas con L-arginina (C+A), D y D tra-
tadas con L-arg (D+A). La diabetes se indujo por inyeccion i.p.
de estreptozotocina (70mg/kg). L-arg se administré por 4 dias en
el agua de bebida (620 mg/kg/dia). Se determind la produccion
de anion superdxido (O2-), los niveles de perdxido de hidroge-
no (H202) y de monoaminooxidasa (MAQ). Los resultados se
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expresaron como % respecto del control (C: 100%). Se analiz
la expresion de nNOS y NP por Western Blot, expresando los
resultados como la relacion nNOS / tubulina y % respecto del
C (C: 100%) respectivamente. En D aumentaron un 86% los
niveles de O2- vs C*, siendo este efecto revertido parcialmente
en D+A. La produccion de H202 disminuy6 un 31% en D (0,22 +
0,03 nmol/min.mg prot.) vs C (0,32 + 0,03)*, revirtiéndose dicho
efecto en D+A. Los niveles de MAO disminuyeron un 54% en D
(4,4 £ 0,1 nmol/min.mg prot.) vs C (9,6 + 0,9)*. Dicha disminucion
se revirtié en D+A. La expresion de nNOS disminuyé en D (0,67
+ 0,05) vs C (0,95 = 0,09)*, revirtiéndose dicho efecto en D+A.
La NP disminuyé un 31% en D vs C**, revirtiéndose dicho efecto
en D+A. Para ninguna de las determinaciones hubo cambios en
C+A. Estadistica: ANOVA; *p<0.05; **p<0.01. Se concluye que en
la diabetes a corto plazo existe un aumento de la produccion de
O2-. La disminucién en los niveles de H202 podria estar asociada
a un descenso de la actividad de MAO. La expresion de la NOS
asociada a la mitocondria asi como la nitracién de proteinas se
encontraron disminuidas. El tratamiento con L-arg en los animales
diabéticos revirtié dichos efectos.
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118. (644) EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO SOBRE LA
EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES Y LA VIA DE
SENALIZACION DE PROLACTINA EN LA GLANDULA MAMARIA
DE LA RATA LACTANDO.

Campo Verde Arbocco F.'; Navas P.%; Hapon M.3%; Sanchez
A.% Jahn G.°

Laboratorio de Reproduccién y Lactancia, IMBECU, CCT'234%

farbocco @ mendoza-conicet.gob.ar

El hipotiroidismo (hipoT) genera alteraciones funcionales en la
glandula mamaria con impacto directo en la lactancia, como dis-
minucion en la calidad de la leche, bloqueo parcial del reflejo de
eyeccién inducido por succién y alteraciones en el metabolismo
lipidico. Nos propusimos estudiar si estos efectos del hipoT estan
mediados por cambios en la expresién de receptores hormonales
que regulan la funcién mamaria durante la lactancia y/o en la
via de sefalizacién de prolactina (RPRL). Usamos ratas Wistar
hembras hechas hipoT por administracién de PTU (0,1 g/l) en el
agua de bebida, sacrificadas en los dias 2 y 14 de lactancia (L2
y L14, n=6-8). Se disecaron las glandulas mamarias inguinales
para obtencién de ARN y proteinas. Se midié por PCR en tiempo
real el contenido de ARNm relativo al gen ribosomal S16, de
los receptores de estrégeno a y B (RE2a y B), de progesterona
(RP4A+B y B), de hormonas tiroideas alfa y beta (RTa.y B) y de
PRL (RPRL), y componentes de su via de sefalizacion, Stat5a,
Stat5b, SOCS-1y 3 y CIS y por Western Blot el contenido de
RE2 a, RP4, TRa y B a nivel de proteinas. En L15 los niveles
de ARNm de los TR, Statsa y ER o y B fueron mas altos que
en L2. El hipoT bloqued los aumentos en los ER y Stat5a pero
tendié a aumentar la expresion de los TR. No hubo cambios
en los ARNm de RPRL y los otros componentes de su via de
sefalizacién, mientras que el hipoT tendié a aumentar el RPB.
A nivel de proteinas, el contenido de ERa y RPB fue significa-
tivamente mayor en L15 comparado con L2. El hipoT aumentd
los niveles de PRB y de TRa en L15 y de TRB en ambos dias.
Estos resultados sugieren que algunos de los efectos negativos
del hipoT en tejido mamario lactante podrian estar mediados
por blogueos en la expresion de Stat5a y ERs, que estimulan
la sintesis de leche y por el aumento en la expresion de PRB,
factor inhibitorio. Ademas, el hipoT aparentemente induce la
expresion de TR mucho mas fuertemente a nivel de proteinas
que de ARNm.

119. (542) ACCION ANTIPROLIFERATIVA Y PRQAPOPT()TICA
DE LA PROLACTINA EN LA ADENOHIPOFISIS

Ferraris M.'; Zarate S.?; Jaita G.%; Magri M.4; Goffin V.5;
Seilicovich A.5; Pisera D.”

IDIR, Facultad de Medicina, UBA'234¢7; Faculté de Medi-
cine Necker, Universite Paris Descartes, Francia®
mferraris @ fmed.uba.ar
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La prolactina (PRL) puede actuar de forma autocrina/paracrina
sobre la adenohipdfisis (ADH). Hemos demostrado que la inhibicion
de la sefalizacion del receptor de PRL (PRLR) in vivo aumenta
la tasa de proliferacién celular en la ADH e incrementa el peso
hipofisario, lo que sugiere un efecto antiproliferativo de la PRL.
Con el objetivo de determinar la accion directa de la PRL a nivel
hipofisario, estudiamos in vitro el efecto del antagonista del PRLR,
A1-9-G129R-hPRL (A-PRLR) sobre la proliferacién y apoptosis de
células somatolactotropas GH3, que secretan constitutivamente
PRL. La inhibicién de la sefalizacién de PRL indujo un incremento
de la tasa de proliferaciéon (incorporaciéon de bromodeoxiuridina,
BrdU, CTRL 7.5%, A-PRLR 12.0%, p<0.05, X2). La evaluacién del
ciclo celular por citometria de flujo (FACS) mostré un incremento en
el porcentaje de células en la fase S (CTRL 26.2+5.2%, A-PRLR
41.1£4.9%, p<0.05, t de Student). Ademas, el A-PRLR disminuyd
el porcentaje de células apoptéticas (TUNEL, CTRL 3.6%, A-
PRLR 2.2%, p<0.05, X2; % de células hipodiploides, FACS, CTRL
32.8+1.8%, A-PRLR 27.3+19.6%, p<0.05 t de Student). Estos
resultados sugieren que la PRL actia como un factor autocrino/
paracrino antiproliferativo y proapoptdtico sobre la ADH. Para
evaluar las acciones directas de la PRL in vivo, ratas ovariectomi-
zadas fueron inyectadas con PRL ovina (oPRL, 1 mg/kg, 6 h, ip).
La oPRL incremento el porcentaje de células apoptdticas (células
hipodiploides, FACS, CTRL, 10.0+1.5%, oPRL 21.9+5.2%, p<0.05,
t de Student), y disminuy6 el porcentaje de células BrdU positivas
(FACS) y el porcentaje de células en la fase G2/M (CTRL 9.4+1.6%,
oPRL 5.0+0.6% p<0.05, t de Student). Nuestras observaciones
indican que la prolactina esta involucrada en la renovacion de
células adenohipofisarias actuando como un factor antiproliferativo
y proapoptético. Alteraciones en este sistema de control fisiologico
pueden conducir al desarrollo y progresion de tumores hipofisarios.
120. (48) INSULINA EN MITOCONDRIA: REGULACION DE LA
PIRUVATO DESHIDROGENASA
Cresto J.'; Camberos M.?; Cao G.3; Martucci L.*

Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas’2#; Anatomia
Patoldgica, Htal. de Nifios “P. Elizalde™
jeresto@cedie.org.ar

Nosotros demostramos que la enzima degradante de insulina
(EDI) facilita el transporte de la insulina al mitoplasto y que la
degradacion de la insulina participa en la regulacién del transporte.
En este trabajo estudiamos una de las razones por las cuales la
insulina es transportada al mitoplasto. Objetivos - Determinar si
la insulina internalizada regula la piruvato deshidrogenasa (PDH).
Métodos - EDI se obtuvo de musculo de rata por sucesivos pasos
cromatograficos. Mitocondrias hepaticas fueron aisladas segun
Parson y recuperadas a 37°C, oxigeno 100%. De acuerdo al
protocolo se colocéd 14C1-pirtvico, EDI y/o insulina. La reaccion
se detuvo en frio con el agregado de hidroxido de hiamina y
acido sulfurico 2 mM. El 14C02 liberado se leyd en un contador
de centelleo liquido. Resultados — Previamente se estudiaron:
concentracion proteica, concentracion de acido piruvico y tiempo
de reaccién en la determinacion de PDH. En las condiciones
seleccionadas se determiné que PDH inhibida por 250 pM ATP
era activada por EDI (1200 ng, p<0.05 y 1700 ng, p<0.002). EDI
544 y 1700 ng/tubo activaba PDH inhibida por ATP, pero este
incremento era inhibido (6 ng/tubo, p<0.0005) o activado por la
insulina (12 ng/tubo, p<0.002). El estudio de PDH en condiciones
basales (sin inhibicién por ATP) demostré que la insulina inhibe
PDH con dosis de 1 y 2 ng/tubo (p<0.005) para luego volver a
sus valores. Conclusién - La insulina regula PDH en mitoplastos
a través de mediadores y directamente por su presencia. El me-
canismo molecular de esta regulacién debe estudiarse.

121.  (131) DISMINUCION DE LA ABSORCION INTESTINAL
DE CALCIO VIA ESTRES OXIDATIVO EN LA DIABETES

MELLITUS EXPERIMENTAL
Rodriguez V.'; Peralta Lépez M.?; Rivoira M.3; Tolosa De
Talamoni N.*

Lab. Dr. Canas, Catedra de Bioquimica y Biologia Mole-
cular, FCM, UNC'234
valerod2003 @yahoo.com.ar
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La Diabetes mellitus (Dm) se asocia con alteraciones en la
homeostasis del calcio. Sin embargo, los mecanismos moleculares
desencadenados por la Dm en intestino y sus implicancias en la
absorcién de calcio no han sido dilucidados. El objetivo del trabajo
fue determinar el efecto de la Dm sobre la absorcidn intestinal de
calcio y los mecanismos involucrados. Se utilizaron ratas Wistar
machos adultas, las cuales se dividieron en controles y tratadas
con estreptozotocina (60 mg/kg de peso). Se evalud la absorcién
de Ca+2 por técnica del asa intestinal ligada in situ. El glutation
total, la actividad de fosfatasa alcalina (FA) y enzimas del sistema
antioxidante se determinaron por espectrofotometria. La expresion
de los genes involucrados en el transporte transcelular (Ca+2-
ATPasa, intercambiador Na+/Ca+2, TRPV6 y calbindina D9K) y
paracelular (claudina 2 y 12) del cation se determiné por RT-PCR.
A los 5 dias post-induccion se observé reduccion en la absorcion
de calcio en las ratas diabéticas (0,57 + 0,07 vs controles: 1,40
+ 0,10 nmoles 45Ca+2/mL plasma, p < 0,001). La actividad de
FA (presumiblemente involucrada en la entrada de Ca+2 al ente-
rocito) disminuyd en las ratas diabéticas en comparacion con la
de las ratas controles. Dado que esta enzima es sensible a los
cambios redox, es probable que la disminucién de su actividad
esté mediada por estrés oxidativo, a juzgar por la disminucién en
el contenido de glutatién intestinal y el incremento en la actividad
de catalasa. La expresion de los genes de la via transcelular no se
modificaron pero la expresion del gen de claudina 2 se incrementd
con la induccion diabética. En conclusion, la Dm experimental a
corto plazo (5 dias) inhibe la absorcidon intestinal de calcio con
signos de estrés oxidativo. Es probable que la mayor expresion
génica de claudina 2 sea un mecanismo compensatorio desen-
cadenado por la disminucién de la absorcion intestinal de calcio.
122. (124) PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON TIPO 1 (GLP1)
EN EL CONTROL CENTRAL DEL PESO CORPORAL.
Burguefio A."; Carabelli J.2; Fernandez Gianotti T.%; Gon-
zales Mansilla N.*; Sookoian S.5; Pirola C.®
Dpto de Genética y Biol Mol de Enfermedades Compejas,
Instituto de Investigaciones Médicas, IDIM, CONICET!23456
alburgueno @conicet.gov.ar

Glp1 regula la glucemia y la ingesta de alimento. Nos pro-
pusimos estudiar si Glp1 y la leptina comparten la misma via
de regulacion del balance energético. Ayunamos ratas wistar
de 20 semanas por 72hs y les administramos en forma sub-
cutanea leptina (Lep:10pg/rata), exenatide, un analogo estable
de Glp1 (Exe:5ug/rata) o vehiculo (V: PBS+BSA1%) cada 12hs
(n=8/grupo). Las ratas tratadas con V presentaron una notoria
disminucion del peso corporal (PC :p<0.005), el peso del tejido
adiposo visceral (PTA:p<0.02), la glucemia (p<0.00001) y la
leptina plasmatica (p<0.0000004) vs el control sin ayunar (C).
Observamos que el ayuno provocé una disminucion en el nivel de
expresion diencefélica del receptor de Glp1 (Glp1r) (p<0.0002 vs
C) y en la isoforma larga del receptor de leptina (ObRb) (p<0.05
vs C). Tanto la Lep como el Exe provocaron algunas respues-
tas similares (aunque de distinta magnitud) en los pardmetros
estudiados, como por ej: disminuyeron la presion arterial (PA:
Lep: p<0.02 y Exe: p<0.00005 vs V), aumentaron la glucemia
(Lep: p<0.001 y Exe: p<0.000001 vs V), aumentaron los niveles
de expresion del gen de proopiomelanocortina (Pomc, precursor
de 0-MSH) a nivel central (Lep: p<0.01 y Exe: p<0.02 vs V) y no
tuvieron efecto sobre la expresion del gen ObRb. En cambio,
solo la Lep produjo un aumento de la expresion de Glp1r a nivel
central (p<0.04 vs V). Ademas la relaciéon PTA/PC correlacioné
negativamente con la expresion de Glp1r (R=-0,51 p<0,008) y de
Trh (R=-0.53 p<0,04). De estos resultados puede inferirse que,
sobre algunos de los parametros estudiados, ambas hormonas
producen un efecto similar pudiendo proponerse que estarian
involucradas en la misma via regulatoria por lo que postulamos
que los efectos de Glp1 a nivel central podrian deberse a la
activacion del sistema simpatico por TRH.

123. (120) VAI,IDACI(')N IN VIVO E IN SILICE DE UN MODELO
MATEMATICO DE LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA
GLUCOSA (G)-INSULINA (1).
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Lombarte M.'; Acciarri O.2; Campetelli G.%; Aguirre M.%
Basualdo M.5; Rigalli A.®

Facultad de Ciencias Médicas, UNR?2+46; CIFASIS, CO-
NICET??®
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La diabetes mellitus afecta a millones de personas en el mun-
do. El desarrollo de tecnologias para su control ha conducido al
planteo de modelos matematicos. Estos modelos tienen un alto
numero de parametros y se requieren metodologias complejas
para su estimacién. En trabajos anteriores hemos planteado un
nuevo modelo simplificado del sistema G-I para la rata normal y
una metodologia de estimacion y optimizacion de sus parametros
a partir de los valores plasmaticos de G e | luego de la ingesta de
G. El objetivo de este trabajo fue su validacion in silice e in vivo.
Este modelo tiene dos ecuaciones diferenciales que representan
las variaciones de G e |, expresadas en funcién de sus valores
plasmaticos e incluye constantes asociadas al funcionamiento
hepatico (k4), absorcion intestinal (ka y kO), y consumo tisular
(k2 y k3) de G, asi como desaparicion plasmatica (k6) y secre-
cion (k1) de I. La validacidon del modelo consiste en perturbar el
sistema y observar su respuesta. En este trabajo se modificaron
las constates k1 y k2. La validacion in silice se realizé empleando
la herramienta Simulink de MatLab observandose variaciones
esperadas en las curvas de G e | en plasma. Para la validacion
in vivo se usaron 15 ratas Sprague-Dawley que se dividieron en
tres grupos: 1- tratadas con NaF, (el NaF disminuye la secrecion
de ), 2- con entrenamiento fisico diario, de manera de aumentar
el consumo periférico de G y 3- controles. En todos los grupos se
estimaron los parametros del modelo, observando una disminucién
en el parametro k1 (0.084+0.089, p=0.026) en ratas tratadas con
NaF y un aumento en el parametro k2 (0.0233+0.02128, p=0.007)
en ratas que realizaron actividad fisica respecto de ratas controles
en ambos casos (k1=0.6887+0.5212, k2=0.0004+0.0007), modifi-
caciones que coinciden con lo esperado para las perturbaciones
introducidas. Se concluye que el modelo matematico reproduce
adecuadamente las perturbaciones introducidas al sistema.

NEUROCIENCIAS 1
124. (2) ANTICUERPOS SERICOS PROVENIENTES DE PA-
CIENTES CON SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO
DISPARAN EL PROCESO APOPTOTICOS EN CELULAS
DE LA LINEA A-253: PARTICIPACION DE CASPASA-3 Y
MMP-3
Reina S."; Borda E.2
Catedra de Farmacologia, Facultad de Odontologia, UBA'2
slreina @yahoo.com

En el sindrome de Sjogren primario (SSp) se reportd un in-
cremento del proceso apoptético (PA) en las glandulas exdcrinas
asociando asi su participacién en la patogénesis del dafo glandu-
lar en esta autoinmunidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar
si los anticuerpos anti-mAChR del subtipo M3, contenidos en la
fracciéon de IgG sérica de pacientes con SSp, son capaces de
disparar el PA en una linea celular A-253. Estudiamos el PA, la
participacion de la caspasa-3 y de la metaloproteinasa-3 (MMP-3)
en el PA, a través de cultivo celular, de la transferencia terminal
de deoxinucleétidos (TUNEL) e enzimoinmuno ensayos. Utiliza-
mos una IgG antipéptido M3 (IgG-M3), purificada utilizando un
péptido sintético correspondiente al 2do dominio extracelular del
mAChR M3 humano. Los resultados demuestran que los IgG-M3
inducen el PA de las células A-253 de manera concentracion y
tiempo dependiente [IgG-M3:90%, 1x10-8M, 24h; Pilocarpina:85%,
1x10-7M, 24h; IgG normal:18%; basal:12%, n=8]. Este incremento
se acompafd por un incremento en la generacién de inositoles
fosfato (InsP) [InsP: 1IgG-M3:226%=14; Pilocarpina:206%=16, n=6].
Ambos procesos fueron inhibidos por la atropina (bloqueante de
los mAChR), como por el péptido sintético M3, respectivamente.
EI PA mostré un incremento en la actividad de la caspasa-3 [IgG-
M3:7.91+06;Pilocarpina:8.81+07], y de la MMP-3 [IgG-M3:600+50;
Pilocarpina:520+45;1gG normal:65+5.8;basal:60+5.1, n=6], y este
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incremento fue bloqueado por el J104794 (inhibidor del mAChR
subtipo M3). El mecanismo intracelular responsable de los efectos
bioldgicos de la IgG-M3 involucra a la fosfolipasa C, la calcio-
calmodulina, y el calcio extra- e intra-celular, ya que el mismo
fue inhibido por U-73122, W-7, verapamil, BAPTA y BAPTA-AM,
respectivamente. En conclusion, la IgG-M3 sérica purificada de
pacientes con SSp media el PA de las células A-253 contribuyendo
asi a la destruccion y/o atrofia de las glandulas salivales en el
SSp con la consiguiente xerostomia.

125. (8) RITMO SUENO - VIGILIA DE LA ACTIVIDAD DEL SIS-
TEMA NERVIOSO AUTONOMO DURANTE UNA MISION
SIMULADA AL PLANETA MARTE

Vigo D.'; Ogrinz B.2; Wan L.3; Bersenev E.#; Tuerlinckx F.5;
Van Den Bergh O.%; Aubert A.7

Departamento de Docencia e Investigacion, Facultad de
Ciencias Médicas, Universidad Catdlica Argentina, De-
partment of Psychology, University of Leuven, CONICET';
Department of Psychology, University of Leuven?35¢; State
Science Center of Russian Federation, Institute of Biomedi-
cal Problems of Russian Academia of Science’; Laboratory
of Experimental Cardiology and Interdisciplinary Centre for
Space Studies, University of Leuven’
dvigo1973@gmail.com

Introduccién: la permanencia prolongada en el espacio se
asocia a la exposicion a condiciones de microgravedad y confina-
miento, que determinan modificaciones en la actividad del sistema
nervioso auténomo (SNA). Objetivo: analizar si el confinamiento
por si mismo altera el ritmo suefio — vigilia de la actividad auto-
nomica cardiaca, en el contexto del estudio piloto del proyecto
Mars500 (Agencia Espacial Europea — Instituto de Problemas Bio-
médicos de Moscu). Disefio del Estudio: se obtuvieron registros
ECG de 24 hs antes, durante (30, 70 y 100 dias) y después de
105 dias de confinamiento en los seis miembros de la tripulacién
que participaron de la misién. Se obtuvieron los intervalos RR
del ECG para evaluar la actividad del SNA mediante andlisis de
Variabilidad de la Frecuencia Cardiaca (VFC) durante la vigilia y
el sueno. Los periodos de suefo-vigilia fueron determinados ajus-
tando una onda cuadrada a los datos. Las diferencias estadisticas
se evaluaron mediante un andlisis ANOVA de medidas repetidas.
Resultados: durante el confinamiento, se observé en los periodos
de vigilia una menor frecuencia cardiaca media y un aumento de
los componentes de VFC de muy baja, baja y alta frecuencia,
con una disminucion relativa del componente de baja frecuencia.
La VFC durante los periodos de suefio permanecié constante,
disminuyendo las diferencias de VFC entre el suefio y la vigilia.
Conclusiones: los cambios en la VFC observados durante el con-
finamiento reflejan un aumento de la actividad parasimpatica en la
vigilia. Diversos factores pueden dar cuenta de esta observacién
incluyendo una exposicién reducida a condiciones de luz natural
o cambios en el estado de animo asociados al aislamiento. A su
vez, la pérdida del predominio simpatico durante la vigilia puede
ser importante en diversos procesos centrales relacionados con
el rendimiento.

126. (60) PROGESTERONA (PROG) AUMENTALA EXPRI;SI()N
DE GENES DE PROTEINAS DE MIELINA Y ATENUA LA
INFLAMACION DE LA MEDULA ESPINAL EN UN MODELO
DE ESCLEROSIS MULTIPLE (EM)

Garay L."; Gonzalez Deniselle M.?; Lima A.%; Roig P.% De
Nicola A.®

IBYME, Dto Bioquimica Humana, Facultad de Medicina,
UBA'2%; IBYME®*

laurainesgaray @ gmail.com

La Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE) constituye un
modelo animal de EM. Ambas enfermedades presentan des-
mielinizacion, inflamacion y degeneracion del Sistema Nervioso
Central. Anteriormente demostramos que el pretratamiento con
PROG, mejora el grado clinico y disminuye la pérdida de la
proteina basica de mielina (MBP) y proteina proteolipidica (PLP)
en la médula espinal de ratones EAE. En este trabajo investi-
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gamos si estos efectos beneficiosos involucran mecanismos
transcripcionales a nivel de la mielina y de la inflamacion local.
Se analizaron 3 grupos experimentales: control (CTRL), EAE
sin tratamiento (EAE) y EAE implantados con un pellet de 100
mg de PROG 7 dias antes de la induccién de la enfermedad
(EAE+PROG). A nivel de la médula espinal se estudié mediante
PCR en tiempo real la accion hormonal sobre: 1) la mielina, ana-
lizando la expresion del ARNm de MBP, PLP y de los factores
de transcripciéon NKx2.2 y Olig1; 2) marcadores proinflamato-
rios, midiendo el ARNm de CD11b (reactividad microglial) y de
TNFa. Los resultados (veces de aumento respecto a control)
demostraron que el tratamiento con PROG reestablecié en parte
la disminuciéon del ARNm de MBP observada en los animales
EAE respecto a los controles (CTRL 1+0.02, EAE: 0.49+0.06
vs. EAE+PROG:0.73+0.09;p<0.05).El ARNm de PLP mostré una
tendencia similar. Mas aun, la disminucién del ARNm de NKx2.2
y Olig1 observada en los ratones EAE fue contrarrestada por el
tratamiento con PROG (EAE: 0.6+0.1 vs. EAE+PROG: 1.1+0.2,
p<0.05, EAE: 0.28+0.02 vs. EAE+PROG:0.4+0.1,p<0.05, respecti-
vamente). Por otro lado, los ARNm de CD11b y TNFa aumentaron
4.5+0.8 y 29+5.7 veces en EAE vs control, y descendieron con
PROG a 2.2+0.1 y 9.9+3.1 respectivamente. Estos resultados de-
muestran que los beneficios clinicos inducidos por el tratamiento
con PROG en los animales EAE, se acompafian de un aumento
en la expresion de genes que favorecen la mielinizacion a la
vez que disminuye la expresion de marcadores proinflamatorios.
127. (65) LAPROGESTERONA INHIBE LA GLIOSIS REACTIVA
Y ESTIMULA LA DIFERENCIACION DE LOS OLIGODEN-
DROCITOS LUEGO DE UNA INJURIA DE LA MEDULA

ESPINAL
Labombarda F.'; Gonzalez S.%; Lima A.% Roig P.% De
Nicola A.5
IBYME, Dto de Bioquimica Humana, Fac Med, UBA'2°%;
IBYME® 4

florlabombarda @ gmail.com

La lesién medular (SCI) produce astrogliosis, activaciéon de
la microglia, demielinizacion y proliferacion de precursores de
oligodendrocitos (OPC). Previamente, hemos descripto que la
progesterona (PG) estimula la proliferacion de OPC vy los diferen-
cia a células maduras. En este trabajo estudiamos el efecto de la
PG sobre las otras poblaciones gliales (astrocitos y microglia) a
fin de dilucidar si el efecto remielinizante del esteroide involucra
la modulacion de la gliosis reactiva. Ratas macho con transeccion
completa de la médula espinal recibieron tratamiento agudo (3d)
o cronico (21d) con PG (16mg/kg). Para estudiar la proliferacion
y la diferenciacion de las células gliales las ratas recibieron
BrdU (50mg/kg) 48 y 72 hs post injuria y fueron sacrificadas 3d
o 21d post-SCI. Los estudios de doble inmunofluorescencia y
microscopia confocal mostraron un aumento en la proliferacion
de astrocitos s100+, Ox-42+ (microglia) y células NG2+ (OPC),
y una activacién de astrocitos GFAP+ después de 3 dias de
SCI (p<0.001 CTL vs SCI, ANOVA). Veintiun dias después de
la SCI los astrocitos maduraron a células GFAP+ y disminuyé el
numero de oligodendrocitos maduros (CC1+) (p<0.001 CTL vs
SCI, ANOVA). El tratamiento agudo con PG inhibié la prolifera-
cioén de astrocitos y microglia, mientras que el crénico inhibi6 la
activacion de los mismos (p<0.01 SCI vs SCI+PG. ANOVA). La
PG estimulé la proliferaciéon de los OPC luego de 3d pero las
células BrdU+/NG2+ decrecieron luego de 21 d (p<0.05 SCI vs
SCI+PG. ANOVA) El aumento de la densidad de células BrdU+/
CC1+ luego de 21d de tratamiento con PG sugiriere la diferen-
ciacién de los OPC a oligodendrocitos maduros. En conclusién,
los efectos de la PG luego de SCI involucran: a) la inhibicion
de la astrogenesis y la activacién astrocitaria; b) efectos antiin-
flamatorios por la inhibicién de la proliferacion y activacion de
la microglia; c) proliferaciéon de OPC y la diferenciacion de los
mismos contribuyendo al proceso de remielinizacién.

128. (87) RATONES CNP::EGFP ADULTOS: UN MODELO
APROPIADO PARA DESMIELINIZACION CRONICA
Millet V."; Marder M.2; Pasquini L.
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Catedra de Quimica biolégica Patolégica, FFyB, UBA,
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Ratones transgénicos CNP::EGFP expresan la proteina verde
fluorescente(EGFP) bajo el promotor de 2-3-cyclic nucleotide
3-phosphodiesterase(CNPasa) en oligodendrocitos(OLG) y cé-
lulas de Schwann, resultando una herramienta muy utilizada en
el estudio de estas células. Sin embargo, los resultados obte-
nidos en estos animales no han sido nunca confrontados con
aquellos obtenidos en un animal wild type(WT). El agregado de
cuprizona(CPZ) en la dieta produce una desmielinizacién masiva
en distintas areas del cerebro, siendo su extensién dependiente
de la cepa y la edad del ratén utilizado. Nuestro objetivo fue eva-
luar la vulnerabilidad de animales WT y CNP::EGFP adultos a la
desmielinizacién por CPZ. CNP::EGFP fueron méas susceptibles
a esta desmielinizacion, evaluada por la disminuida expresion
de MBP, y el reclutamiento aumentado de OLG progenitores,
astrocitos y microglia. Esta vulnerabilidad incrementada se debe
a la presencia de una desmielinizacién basal en estos animales.
CNP::EGFP mostraron una disminucién del grosor del cuerpo
calloso, en la inmunorreactividad a MBP y CNPasa, en el numero
de axones mielinizados, las vueltas de la mielina y el G-radio.
Estos ratones transgénicos mostraron una distribucién axonal
mas dispersa en la corteza, evaluada por co-tincion con NF200
y MBP asi como una disminucién en el nimero de células NeuN+
en la region hipocampal CA3. CNP::EGFP presentaron una in-
crementada activacion microglial y astroglial, un aumento en la
peroxidacion lipidica y en el reclutamiento de OLG progenitores
de morfologia atipica. CNP::EGFP muestran una disminucién
en la locomocion, la actividad exploratoria y un déficit motriz.
Teniendo en cuenta nuestros resultados, los CNP::EGFP adultos
podrian considerarse un modelo de desmielinizacion crénica
siendo una herramienta util para evaluar terapias futuras para
enfermedades desmielinizantes, como la Esclerosis Multiple,
dado estas patologias presentan una desmielinizacién crénica
con degeneracion axonal.

129. (556) FURTHER EVIDENCE OF THE NEUROPROTECTIVE
EFFECTS OF PHYSICAL EXERCISE IN THE 6-HYDRO-
XYDOPAMINE-INDUCED HEMIPARKINSONIAN MICE
Aguiar Jr A."; Prediger R.%; Latini A.®
Universidade Federal de Santa Catarina'??
aderbalaguiar@gmail.com

Introduction. Parkinson’s disease is a prevalent progressive
neurodegeneration of the basal ganglia. Hypothesis. Our hypothe-
sis is that exercise might also afford neuroprotection against do-
paminergic neuronal death and motor dysfunction in experimental
Parkinsonism models. Objectives. The main objective is investi-
gating the potential of physical exercise as a modifying-disease
agent of Parkinsonism. Experimental design. Mice were exercised
during six weeks on a treadmill before the striatal lesion, and
the evolution of hemiparkinsonism were followed for four weeks.
Methods. Male C57BL/6 mice (8 weeks, 25-30 g) were assigned to
two groups: untrained and runners, using a blood-lactate-controlled
exercise during 6 weeks. After it, we injected 6-hydroxydopamine
(6-OHDA, 4 pg) or vehicle in the right midstriatum (AP 0.4, ML 1.8,
DV 3.5). Rota-rod performance, cylinder task and apomorphine-
induced rotations (0.6 mg/kg, s.c.) were weekly assessed during 4
weeks following stereotaxic surgery, when animals were perfused
to immunohistochemistry analysis. Results. In the cylinder task,
6-OHDA induced an asymmetry forepaw use with significant
different degrees (F2,16=11.9, P<0.05) in sedentary (60-80%)
and exercised animals (20-40%). Rota-rod performance demons-
trated a significant poor performance of 6-OHDA-lesioned mice
than vehicle-treated animals, while exercise ameliorated these
motor impairments (F3,96=47.1, P<0.05). Apomorphine challenge
of 6-OHDA-lesioned animals showed a significant progressive
contralateral rotation levels in sedentary animals, which was not
observed in the trained mice (F2,124=3.5, P<0.05). Exercise also
prevented the 6-OHDA-induced decreased of tyrosine hydroxylase
immunoreactivity in the striatum (F1,26=3.7, P<0.05) and substan-
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tia nigra pars compacta (F1,44=30.2, P<0.05) of 6-OHDA-treated
animals. Conclusion. Our evidences are coherent with this sta-
tement due to modifying-disease effects induced by exercise in
6-OHDA-treated hemiparkinsonian mice.

130. (273) NEUROPROTECCION DEL DANO GLAUCOMATO-
SO EN RATAS POR LA INDUCCION DE TOLERANCIA
ISQUEMICA

Belforte N.'; Sande P.2; De Zavalia N.3; Fernandez D.%;
Silberman D.5; Chianelli M.; Rosenstein R.”

Laboratorio de Neuroquimica Retiniana y Oftalmologia
Experimental, Dto de Bioquimica Huaman, Facultad de
Medicina, UBA, CEFYBO, CONICET'234567
nicolasbelforte @ hotmail.com

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa que involu-
cra diversos mecanismos patogénicos como el dafio por isquemia/
reperfusion. Se ha demostrado que el pre y post-condicionamiento
protegen a la retina frente al dafio isquémico agudo.El objetivo
de este trabajo fue examinar el efecto de una aplicacion sema-
nal de pulsos de isquemia retiniana en un modelo experimental
de glaucoma en ratas inducido por inyecciones de condroitin
sulfato (CS).Se inyectd CS(40%) o vehiculo bilateralmente en la
camara anterior del ojo de ratas Wistar macho adultas durante
10 semanas. La isquemia retiniana fue inducida por aumento de
la presion intraocular (PIO) a 120 mmHg por 5 min una vez por
semana, comenzando luego de la 6ta inyeccion intracameral.
A las 10 semanas de tratamiento se evalud: la PIO, la funcién
retiniana (electrorretinograma, (ERG)) y de la via visual (poten-
ciales visuales evocados (VEPs)), la histologia de la retina y
nervio optico (NO) y la peroxidacion lipidica (determinacion de
malonildialdehido).Los pulsos breves de isquemia no afectaron el
aumento de la PIO inducido por CS. En ojos inyectados con CS
se observé una disminucion significativa (p<0.01) en la amplitud
de las ondas a y b del ERG y los VEPs (p<0.01).La aplicacién
de pulsos de isquemia revirtié estas alteraciones funcionales. Las
inyecciones de CS indujeron una disminucion significativa (p<0.01)
en el numero de células positivas para dos marcadores especificos
de células ganglionares (NeuN y Thy-1), en el niumero de axones
del NO (p<0.01) y el nimero de células apoptéticas (p<0.05). La
aplicacién de pulsos de isquemia preservo la estructura de la re-
tina y el NO. La peroxidacion lipidica aumenté significativamente
(p<0.01) en ojos inyectados con CS, en tanto que los pulsos de
isquemia disminuyeron este parametro.Estos resultados indican
que la induccidn de tolerancia isquémica podria constituir una
avenida fértil para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
en el tratamiento del glaucoma.

131. (175) CUERPO CALLOSO EN IMAGENES DE RESO-
NANCIA MAGNETICA DEL PLANO SAGITAL MEDIO:
VARIACIONES DE ZONAS DE SU SUPERFICIE CON LA
EDAD EN AMBOS SEXOS (PARTE 1)

Merlo A."; Gomez E.2; Mifo J.3; Albanese A.*; Albanese E.°
Facultad de Medicina, USAL'234%
amerlo @salvador.edu.ar

En SAIC 2003 mostramos en un grupo femenino disminucion
con la edad de superficies de la imagen sagital media del cuerpo
calloso (CC). OBJETIVO: determinar las medidas de superficie
de zonas de la imagen del CC en el plano sagital medio de am-
bos sexos en dos rangos de edad. MATERIAL Y METODO. En
imagenes digitalizadas del plano sagital medio de resonancias
magnéticas de 48 sujetos femeninos y 48 masculinos, diestros,
sin diagnoéstico de enfermedades neurolégicas ni psiquiatricas,
se limitaron tres zonas del CC cada una contenida en sectores
circulares de angulos adyacentes de 60 grados. Por el programa
Scion Image for Windows se midieron las superficies en cm2 de
la zona anterior que contiene al genu, la media relacionada con
el cuerpo y la posterior que contiene al esplenio. Se calculd la
media + ES de los valores por sexo y rango de edad (41-60 y
61-84 anos). Para el estudio estadistico se utilizé el andlisis de
varianza. RESULTADOS. Los valores de superficies (media + ES
en cm2) en los rangos de 41-60 y 61-84 afos en la zona anterior
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del grupo femenino son 2.55+0.07 y 2.20+0.04 y del masculino
2.54+0.06 y 2.19+0.06, en la zona media del grupo femenino 1.16
+0.08y 1.07 + 0.02 y del masculino 1.18 + 0.05y 1.01 £+ 0.03y en
la zona posterior del grupo femenino 2.42+0.04 y 2.35+0.03 y del
masculino 2.38+0.06 y 2.25 +0.05. Las diferencias entre rangos
de edad, no entre sexos, son estadisticamente significativas (p<
0.01, ANOVA). CONCLUSION. Las superficies de zonas del CC
en el plano sagital medio de resonancia magnética que consti-
tuyen la totalidad de la imagen sagital media del CC no difieren
significativamente entre sexos. En ambos sexos disminuyen a
partir de los 61 afos.

ONCOLOGIA 2
132. (220) SEGURIDAD Y TOLERABILIDAD DE LA QUIMIO-
TERAPIA METRONOMICA (QTM), COMBINANDO CICLO-
FOSFAMIDA (CY) Y CELECOXIB (CEL), EN PACIENTES
CON CANCER DE MAMA AVANZADO (PCMA) PROGRE-
SADAS A QUIMIOTERAPIA ESTANDAR.
Perroud H.'; Rozados V.?; Alasino C.3; Rico M.*; Giordano
R.%; Pezzotto S.5; Scharov y O.”
Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias
Médicas, UNR'2467; Instituto de Oncologia y Especialida-
des Médicas?®; Laboratorio Cibic®
graciela.scharovsky @ gmail.com

La quimioterapia metrondmica (QTM) consiste en la adminis-
tracién cronica, a intervalos regulares, de drogas quimioterapéu-
ticas en dosis menores a la dosis maxima tolerada, sin periodos
de descanso prolongados. El efecto terapéutico se logra por
inhibicion de la angiogénesis tumoral presentando escasos efec-
tos secundarios. El objetivo fue evaluar la seguridad, toxicidad
y tolerabilidad de la QTM con Cy + Cel para el tratamiento de
PCMA (Ensayo clinico Fase I/Il en curso, aprobado por Comité
de Bioética y A.N.M.A.T) durante su primera etapa. El plan de
tratamiento consistio en 50mg Cy + 400mg Cel/dia via oral. Los
eventos adversos fueron registrados y clasificados segun los cri-
terios CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse Events)
y seguidos hasta su resolucién. La calidad de vida se evalué con
cuestionario FACT-B (Functional Assessment of Cancer Therapy
Breast) y escala ECOG. El tiempo de permanencia de las pacien-
tes (N=13) vari6 de 4 a 64 semanas (Mediana=13). La toxicidad
asociada al tratamiento fue muy baja: Hematolégica (2/13, Grado
'y 1l, que revirtieron con reduccion transitoria de la dosis de Cy),
Gastrica (4/13, Grado I) que revirtieron con la administraciéon de
un gastroprotector. No se observé toxicidad renal, hepatica o
cardiaca asociada a la terapia. La calidad de vida evaluada con
la escala ECOG presentd un score aumentado en 3/10 (30%), no
mostré modificaciones en 2/10 (20%) y una mejora en 5/10 (50%)
pacientes. Los resultados del cuestionario FACT-B no mostraron
diferencias significativas al analizar las diferentes variables. Se
observé enfermedad estable (EE) en 9/13 pacientes cuya duracion
fue de 12 a 64 semanas (Mediana=18) y respuesta parcial (RP) en
1/13. El tratamiento mostrd baja toxicidad, excelente tolerabilidad
y se acompafa de actividad antitumoral en PCMA, incluso en
aquellas pacientes resistentes a Cy, en la dosis maxima tolerada,
en lineas previas. La calidad de vida no se modifica 0 mejora en
un alto porcentaje de pacientes.

133. (309) E2F1/BRCA1 REGULAN LA TRANSCRIPCION DE
ATM EN EL CANCER DE PROSTATA

Moiola C.'; De Luca P.2; Meiss R.%; Vazquez E.* De Siervi A.°
Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Dto de Quimica Bio-
Iégica, FCEN, UBA'245; Academia Nacional de Medicina®
cmoiola@qb.fcen.uba.ar

Los defectos en el mantenimiento de la integridad gendémica y
su reparacion favorecen la progresion tumoral. Se ha demostrado
que mutaciones en el gen de ATM (ataxia telangiectasia mutada),
una quinasa que participa en la reparacion del ADN y el control
del ciclo celular en respuesta al dafio doble cadena en el ADN,
contribuyen a un aumento en la inestabilidad gendmica. Ademas,
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polimorfismos en ATM son considerados como factor de riesgo
para desarrollar cancer de préstata (PCa), viéndose incrementado
aun mas en individuos portadores de mutaciones del supresor
tumoral BRCA1. Nuestro objetivo es comprender los mecanismos
moleculares que conducen a estos desbalances y favorecen la
progresion de la enfermedad. Para ello nos focalizamos en el
estudio de la regulacion transcripcional de ATM en lineas celula-
res de PCa. Mediante RT-qPCR y ensayos con genes reporteros
determinamos que las proteinas BRCA1 y E2F1 co-regulan la
expresiéon de ATM. Ademas, identificamos sitios putativos de unién
para E2F1 en la secuencia promotora de ATM vy verificamos por
ChIP que BRCAT1 se asocia en la region cercana al sitio de inicio
de la transcripcion (-0,5 Kb). Considerando que la mayoria de los
agentes quimioterapéuticos inducen dafo en el ADN y teniendo
en cuenta el rol de ATM en la respuesta al estrés genotoxico,
evaluamos el efecto de distintos agentes sobre la expresion de
ATM. Determinamos que la Doxorrubicina (1uM) y su analogo, la
Mitoxantrona (1uM), disminuyeron la actividad del promotor de
ATM (p<0,05), mientras que el Etopdsido (5uM) y el Metotrexato
(200uM) no produjeron cambios significativos. Mas aun, este
efecto se ve incrementado en células PC3 que sobre-expresan
BRCAT1. Finalmente, mediante inmunohistoquimica y RT-qPCR,
encontramos que la expresion de ATM en los tumores generados
como xenotransplantes en ratones nude inoculados con células
PC3 que tienen silenciada la expresion de BRCA1, fue significa-
tivamente menor cuando se los comparé con el control.

134. (498) ESTUDIO EXPERIMENTAL DE TERAPIA POR
CAPTURA NEUTRONICA EN BORO (BNCT) PARA EL
TRATAMIENTO DE METASTASIS HEPATICAS

Trivillin V.'; Pozzi E.2; Buitrago Montafiez N.; Cardoso J.%;
Colombo L.%; Thorp S.%; Molinari A.7; Garabalino M., Heber
E.%; Monti Hughes A.'°; Miller M.""; Itoiz M.'?; Aromando
R.'3; Nigg D."; Quintana J.'%; Schwint A.'®

Comision Nacional de Energia Atomica’?23¢78910111516;
Instituto de Oncologia Dr. Angel H. Roffo*®; Cétedra de
Anatomia Patoldgica, Facultad de Odontologia, UBA'™ '3;
Idaho National Laboratory, Idaho Falls, Idaho, EE.UU'
trivilli@cnea.gov.ar

Se propuso BNCT como potencial tratamiento de metastasis
hepéticas de cancer de colon, multiples, bilobares, irresecables,
resistentes a quimioterapia. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la eficacia terapéutica y la potencial toxicidad de BNCT para el
tratamiento de metastasis hepaticas en un modelo experimental
en rata con 3 dosis de irradiacion en el reactor nuclear RA-3. Los
célculos dosimétricos se basaron en estudios de biodistribucion
con borofenilalanina (BPA). Los animales con tumor se dividieron
en los siguientes grupos, BPA-BNCT (A, B y C): BNCT mediado
por BPA, Haz Solo: sin BPA, expuesto al mismo rango de fluencia
de neutrones térmicos que los grupos BPA-BNCT, Sham: control
sin irradiacion. La dosis fisica total a tumor con BPA-BNCT fue:
(A)9 +1 Gy (B) 13+ 3 Gy o (C) 17 = 3 Gy. El higado normal
recibié de 6-10 Gy. La superficie de los nédulos tumorales se midio
pre-irradiacion. Los animales se sacrificaron a las 3 semanas. Se
evalué la superficie y peso tumoral post-tratamiento y se calculd
la relacion superficie Post/pre-tratamiento (Tabla).

Tratamiento Superficie Post/Pre- Peso Tumoral o

Tratamiento Post-Tratamient(mg)
Sham 5+3 346 + 302
Haz Solo 3+2 140 = 106
BPA-BNCT (A) 1.2 1.0 24 + 24
BPA-BNCT (B) 0.5+0.2 19 £ 16
BPA-BNCT (C) 0.4 +0.1 5+2
Peso tumoral pre-tratamiento 56 + 39

(grupo adicional)

En el grupo BPA-BNCT (C) se observé toxicidad en piel e
intestino que afectd la recuperacién post-tratamiento de los ani-
males. Sin embargo no se observd toxicidad en higado normal
(ni a nivel macroscépico ni histolégico) en ninguno de los grupos
evaluados. La dosis de 13 + 3 Gy en tumor optimizaria la relacion
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entre beneficio terapéutico y toxicidad. La diferencia entre el grupo
BPA-BNCT (B) y los grupos Haz Solo y Sham fue estadisticamente
significativa (ANOVA p< 0.001) para ambos parametros evalua-
dos. El BPA-BNCT induce una remisién parcial significativa del
nodulo tumoral experimental a las 3 semanas post-irradiacion sin
toxicidad en higado normal.

135. (59) LA COMBINACION DE INMUNOTERAPIA GENETICA
Y GEN SUICIDA PROLONGA EL TIEMPO LIBRE DE EN-
FERMEDAD Y LA SOBREVIDA GLOBAL EN UN MODELO
DE MELANOMA MURINO.

Villaverde M."; Combe K.2; Wei M.3; Glikin G.#; Finocchiaro L.°
Instituto de Oncologia Angel H Roffo' 5; Ecole Nationale
Vétérinaire d’Alfort, Paris, France??

marcelavillaverde @ hotmail.com

A pesar de los multiples tratamientos propuestos para el
melanoma, su prondstico permanece incierto, demandando la
implementacion de estrategias combinadas que aumenten la baja
efectividad de los tratamientos individuales. Nuestro laboratorio
desarrolla con éxito desde hace mas de 10 afos los primeros
protocolos clinicos veterinarios latinoamericanos de terapia génica
contra el melanoma canino. El objetivo del presente trabajo fue
validar un protocolo (adyuvante de cirugia) que combina la efecti-
vidad del gen suicida con genes que inmuno estimulan de manera
especifica la respuesta contra el melanoma en un modelo murino.
Brevemente, en ratones C57BI6/J se inyectaron intradermicamente
3x106 células de B16F-10. Cuando el volumen tumoral alcanzé
los 250 mm3 (medido diariamente con calibre) fueron tratados 3
veces por semana intratumoralmente con lipoplexes conteniendo
el gen control (Bgal) o el gen suicida (HSVtk) y la prodroga (GCV),
solos 0 en combinacién con la vacuna subcutdnea compuesta
de un extracto celular de melanoma B16F-10 y lipoplexes con-
teniendo los genes hIL-2 y mGM-CSF (vax). Todos los tumores
fueron resecados quirdrgicamente cuando alcanzaron un volumen
de 1500 mm3. Durante la cirugia, los margenes peritumorales
fueron inyectados con Bgal o HSVtk y GCV. Las condiciones
iniciales de tratamiento se restablecieron la semana siguiente
a la operacién. Los resultados demostraron que, los grupos
Bgal+vax, HSVtk y HSVtk+vax postergaron significativamente la
recaida local (Kaplan-Meier, log rank test: p<0,01, p<0,05 y p<0,01
respectivamente) comparado con pgal. Mas aun, el tratamiento
completo HSVtk+vax mostré un aumento en la sobrevida global
con respecto a pBgal y pgal+vax (Kaplan-Meier, log rank test:
p<0.05). Por otro lado, la visualizacion del estado metabdlico
mediante 18FDG/PET SCAN sugiere una importante activacion del
sistema inmune Unicamente en el grupo que recibié el tratamiento
completo HSVtk+vax. Por ultimo, cabe destacar que no se han
encontrado efectos adversos relacionados al tratamiento. Estos
resultados coinciden con los logrados por nuestro laboratorio en
los protocolos clinicos veterinarios, justificando el uso de la terapia
combinada como medio més efectivo para el tratamiento de la
enfermedad. EL conjunto de los resultados obtenidos en tanto en
el modelo de melanoma murino como en el melanoma espontaneo
canino, alientan la realizacién de ensayos clinicos en pacientes
humanos portadores de melanoma maligno.

136. (444) PARTICIPACIC')N DEL RECEPTOR ACTIVADO POR
PROLEFERACION PEROXISOMAL-ALFA (PPARA) EN LA
INICIACION DE LA CARCINOGENESIS HEPATICA
Casella M."; Monti J.2; Parody J.3; Ceballos M.#; Pisani G.5;
Carnovale C.5; Carrillo M.7; Alvarez M.8

Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET),
Cétedra de Morfologia, Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas, UNR' 7%, Instituto de Fisiologia Experimen-
tal (IFISE-CONICET)?34¢; Catedra de Morfologia, Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR®,; Instituto
de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET)
casellamlaura @hotmail.com.ar

PPARa es un receptor nuclear implicado en procesos metabd-
licos, inmunes e inflamatorios y en diferenciacion y proliferacion
celular de tejidos normales y neoplasicos. La relacion entre PPARa
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y cancer no esta aclarada: algunos estudios postulan propiedades
carcinogénicas de PPARa, mientras que otros lo muestran con ac-
tividad anti-neoplasica. Resultados previos de nuestro laboratorio
mostraron que en preneoplasia hepatica hay activacién de PPARa.
Por otro lado, se sabe que el estrés oxidativo (EO) es clave en el
desarrollo tumoral. Quercetina (Q) es un flavonoide con propie-
dades anti-oxidantes e inhibitorias de PPARa. La reduccion del
EO por Q previene el desarrollo de tumores hepaticos. Objetivo:
evaluar el efecto de la inhibiciéon de PPARa sobre el desarrollo
tumoral hepatico, diferenciandolo del efecto producido por modi-
ficaciones del EO. Ratas Wistar macho adultas con preneoplasia
hepatica (iniciadas-promovidas) fueron tratadas con Q 20 mg/kg
(Q20); MK866 1 mg/kg (MK) inhibidor de PPARa no anti-oxidante;
acido ascorbico 75 mg/kg (ASC) anti-oxidante no inhibidor de PPA-
Ra; o dejadas sin tratar (IP). La determinacion del EO mediante
deteccion de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico mostré
reduccion en Q20 (-45%*) y ASC (-35%*). Los niveles nucleares de
PPARa medidos por inmunoblot disminuyeron significativamente
en Q20 (-67%*) y MK (-50%*). La cuantificacién de los focos pre-
neoplésicos mostré una reduccion significativa del tamafio de los
mismos en Q20 (-58%*) y MK (-60%*), pero no en el grupo ASC.
El indice de proliferaciéon determinado por inmunohistoquimica
de PCNA se mostré disminuido en Q20 (-25%*) y MK (-52%*)
con respecto a IP. En dichos grupos se observé un aumento
significativo de células en fase G2 del ciclo celular (*p<0,05). En
conclusion, la activacion de PPARa en etapas tempranas del de-
sarrollo tumoral hepatico es critica para el proceso carcinogénico
y su aporte al desarrollo de la preneoplasia es independiente de
los efectos producidos por el EO.

137. (451) EL FLAVONOIDE SILIBINA MEJORA EL EFECTO
ANTITUMORAL DE LA RADIOTERAPIA SOBRE CELULAS
DE CANCER DE VEJIGA HUMANO

Prack Mc Cormick B.'; Eijan A.2; Sandes E.3

Instituto de Oncologia Angel H Roffo, Area de Investi-
gacion’23

b.mcprack @ gmail.com

La radioterapia (RT) es ampliamente utilizada en el tratamiento
tumoral, sin embargo las células tumorales pueden adquirir resis-
tencia, derivando en recurrencia y fracaso en muchos pacientes.
El factor de transcripcion NF-xB activa vias de sobrevida en
respuesta a la radiacién, siendo un posible blanco terapéutico
para mejorar el efecto de la RT. Ciertos flavonoides tienen la
capacidad de bloquear la via NF-kB. Por esto analizamos la capa-
cidad del flavonoide silibina (Sb) de mejorar el efecto antitumoral
de la RT sobre células de cancer de vejiga T24, evaluando: 1)
viabilidad celular en funcién de las dosis de RT (0-6 Gy) y Sb
(0-100uM) (MTS), 2) muerte celular (tincion con DAPI de células
adheridas y naranja de acridina de cuerpos apoptéticos (ca) del
sobrenadante); 3) Activacion de NF-xB (translocacion nuclear
de p65 por WB). La Sb sola mostré inocuidad a la dosis 6ptima
para la terapia combinada (40 uM). A las 72 h del tratamiento, la
terapia combinada presenté mayor actividad citotoxica que la RT
(Viabilidad. 4 Gy: 83%, 4Gy+Sb: 63%, 6Gy: 67%, 6Gy+Sb: 47%.
p=0.001), efecto superado a las 120 h cuando la recuperacion de
las células tratadas con RT es bloqueada en la terapia combinada
(4 Gy: 93%, 4Gy+Sb: 55%, 6Gy: 76%, 6Gy+Sb: 39%. p=0.003). A
nivel nuclear, a 72 h del tratamiento se observaron nucleos apop-
téticos y micronucleos en células tratadas con RT, y en aquellas
tratadas con la terapia combinada se encontraron pocos nucleos
en su mayoria apoptéticos. El nimero de ca en el sobrenadante
incrementd con la terapia combinada (control: 4x104 ca/ml, Sb:
4x104 ca/ml, RT: 11x104 ca/ml, RT+Sb: 22x104 ca/ml). A nivel
molecular, la translocacion de NF-xB al nucleo gatillada por la
RT fue bloqueada por Sb. Nuestros resultados muestran que Sb
incrementa la capacidad citotoxica de la RT en parte bloqueando
la via NF-kB. Estas evidencias sugieren un posible rol radiosen-
sibilizante y ameritan continuar con su estudio.

138. (259)LA METALOTIONEINA 1G (MT1G) SENSIBILIZA LAS
CELULAS TUMORALES COLORRECTALES A DISTINTOS
TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPEUTICOS.
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Las metalotioneinas (MTs) son una familia de proteinas de
secuencia aminoacidica conservada que difieren en sus regiones
génicas regulatorias. Dado el alto contenido y la disposicién es-
tructural de sus cisteinas, las MTs poseen capacidad de quelar
zinc y diversas drogas electrofilicas con gran afinidad, ademas de
poseer alta actividad antioxidante. Debido a estas propiedades,
muchos estudios han propuesto a estas proteinas como factores
de resistencia a agentes quimioterapéuticos, aunque esta de-
pende del tipo de droga y estirpe celular involucrados. Teniendo
en cuenta resultados previos en los que demostramos que la
metalotioneina 1G (MT1G) es la isoforma méas sub-expresada en
el tejido tumoral colorrectal, hemos sobre-expresado la MT1G en
la linea CACO-2, para evaluar su posible rol en la resistencia o
sensibilidad a agentes quimioterapéuticos utilizados en la clini-
ca, como oxaliplatino (OXA), cisplatino (CDDP) y 5-fluorouracilo
(5-FU). Mediante curvas dosis-respuesta, demostramos que
las células que sobre-expresan MT1G (CACO-MT1G) poseen
mayor sensibilidad a OXA y 5FU, (AIC50=-51%;p<0,01) pero no
al CDDP. Estudios de apoptosis por Anexina V-loduro de Propi-
dio muestran que las CACO-MT1G poseen mayores niveles de
apoptosis tanto en condiciones basales, como estimuladas con
OXA(p<0,05). Luego notamos que la estimulacion de las CACO-
2 con zinc promueve la sobre-expresion de todas las MTs 1y
2, pero sobretodo de la isoforma 1G. Usando células CACO-2
resistentes al OXA, demostramos que la adicién de Zn potencia
el efecto inhibitorio del OXA (AIC50=-48%;p<0,01). Asi, demos-
tramos que la MT1G es capaz de sensibilizar células colorrectales
al tratamiento con OXA y 5-FU (agentes de primera linea de tra-
tamiento en cancer colorrectal), a la vez que el agregado de Zn
a dichos tratamientos podria mejorar su efectividad terapéutica.
Estudios ulteriores seran necesarios para validar estos hallazgos
en el contexto clinico.

139. (232) “EXPRESIQN DIFERENCIAL DE FGFR-3 EN CAR-
CINOMAS Y GLANDULAS MAMARIAS MURINAS TRA-
TADAS CON FGF2 O MPA”

Sahores A."; Giulianelli S.2; Cerliani J.3; Géngora A.%; Lanari
C.5 Lamb C.¢

IBYME1 23456

anuchisahores @ hotmail.com

En trabajos previos demostramos que el factor de crecimiento
fibroblastico tipo 2 (FGF2) es capaz de reemplazar al acetato de
medroxiprogesterona (MPA) induciendo el crecimiento de tumores
hormono dependientes (HD), mientras que el antiprogestageno
RU486 inhibe el crecimiento tumoral. Sin embargo, en la glandula
mamaria murina el tratamiento prolongado con MPA o FGF2 in-
duce hiperplasias paraductales e intraductales, respectivamente.
Con el objetivo de investigar los mecanismos involucrados en
la regulacion del crecimiento normal y neoplasico inducidos por
MPA y FGF2, estudiamos la expresion de los receptores de FGF
(FGFR), en particular del FGFR-3. Estudiamos glandulas mama-
rias de hembras virgenes BALB/c tratadas durante 1 mes con
FGF2 (1 pg/raton/dia; bomba osmética subcutéanea [sc]) o con
MPA (15 mg/ratdn; sc) solos o combinados con RU486 (12 mg/
kg/ratén; sc). Ademas se trataron tumores C4-HD con vehiculo,
MPA, FGF2 o FGF2+RU486 durante 10 dias. En las glandulas
mamarias tratadas con MPA observamos por inmunohistoquimica
un aumento de la marca nuclear y disminucién de la marca cito-
plasmatica de FGFR-3 respecto al control (p<0.01) o al tratado
con FGF2 (p<0.01). En las hembras tratadas con FGF2 predominé
la marca intensa y citoplasmatica. Por inmunofluorescencia com-
probamos la polarizacion basal de la marca en células luminales
(CK8+). En los tumores C4-HD el tratamiento con MPA y FGF2
indujo principalmente una marca nuclear del FGFR-3, mientras que
en los tumores tratados con RU486, en regresion, la marca fue
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exclusivamente citoplasmatica y de membrana. Esta marcacion,
en contraste con la marca nuclear presente en tumores prolife-
rando sugiere que podria estar relacionada con mecanismos de
regresion por antiprogestagenos. Podemos concluir que el MPA
y el FGF2 regulan diferencialmente la expresiéon de FGFR-3 en
la glandula mamaria y de manera similar en los tumores C4-HD
sugiriendo que los cambios en la sefalizacién se adquirieron
durante el proceso carcinogénico.

ENDOCRINOLOGIA 2
140. (636) EVIDENCIAS DE LA CONTRIBUCI()N,DE LA
SENESCENCIA CELULAR EN LA REGULACION DEL
CRECIMIENTO TUMORAL HIPOFISARIO
Sabatino M."; Petiti J.2; Sosa L.3; Gutiérrez S.#; Glaser V.5;
Latini A.%; Torres A.7; De Paul A.2
Centro de Microscopia Electronica, Facultad de Ciencias
Médicas, UNC'23478; [aboratorio de Bioenergética e
Estresse Oxidativo, Centro de Ciencias Bioldgicas, Uni-
versidade de Santa Catarina®®
jetama @hotmail.com

Los adenomas hipofisarios son afecciones benignas con esca-
sa prevalencia de trasformacion maligna, sugiriendo mecanismos
intrinsecos como la senescencia celular que podrian actuar fre-
nando el desarrollo neoplasico. Nuestro objetivo fue determinar la
contribucién de la senescencia celular como mecanismo protector
anti-tumoral en el desarrollo del adenoma inducido experimen-
talmente por estrégeno. Ratas macho de la cepa Wistar fueron
estrogenizadas por implantacion subcutanea de capsulas con
30mg de benzoato de estradiol por 10, 20, 40 y 60 dias. Grupo
control: animales implantados con capsulas vacias. Se determind
proliferacion celular por inmunocitoquimica para Ki67. Se analiza-
ron diferentes parametros asociados a senescencia: actividad de
B-galactosidasa por histoenzimologia; expresion de proteinas de
fusion (MFN1) y fision (DRP1) mitocondrial, p21 (en fracciones
citoplasmaticas y nucleares), IL-6 y pATM asociado a respuesta
al dafo del DNA (DDR) por western blot. Estadistica: ANOVA-
Fisher. Los datos revelaron que la hiperplasia inducida por estro-
geno exhibié una respuesta proliferativa bifasica con un aumento
signifi