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MECANISMOS DEL POSICIONAMIENTO Y MOVILIDAD INTRACELULAR DE LOS LISOSOMAS
JING PU, CHRISTINA SCHINDLER, RUI JIA, MICHAL JARNIK, PETER BACKLUND Y JUAN S. BONIFACINO
Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development (NICHD),

National Institutes of Health (NIH), Bethesda, Maryland, USA

Desde su descubrimiento por Christian de Duve en
1955, los lisosomas se conocen como las organelas
responsables de la degradacion intracelular de proteinas,
lipidos, hidratos de carbono, &acidos nucleicos y otras
sustancias en las vias endociticas y secretorias. En las ul-
timas dos décadas, sin embargo, se ha encontrado que los
lisosomas participan en muchas otras funciones celulares,
algunas de ellas no relacionadas al catabolismo celular.
En mi presentacion, describiré observaciones recientes de
mi laboratorio sobre un aspecto emergente de la biologia
de lisosomas: su posicionamiento y movilidad en el cito-
plasma. Los lisosomas se mueven en forma bidireccional
a lo largo de microtubulos que se extienden entre el centro
y la periferia de la célula. Los movimientos centrifugos y
centripetos son mediados por motores de microtubulos
como las kinesinas y la dineina, respectivamente. Los
mecanismos de acoplamiento de los lisosomas a estos
motores son poco conocidos. En el curso de nuestras
investigaciones sobre el complejo BLOC-1, cuyas mu-
taciones causan la enfermedad de hipopigmentacion y
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hemorragica conocida como Hermansky-Pudlak Syndro-
me (HPS), obtuvimos resultados inesperados que revelan
nuevos aspectos de los mecanismos de posicionamiento y
movilidad lisosomal. Andlisis de cromatografia de afinidad
y espectrometria de masa usando la subunidad BLOS2
del complejo BLOC-1 como presa resultaron en el descu-
brimiento de un complejo relacionado denominado BORC
(BLOC-One-Related Complex). Encontramos que BORC
se asocia con la membrana lisosomal, a la cual recluta la
GTPasa de bajo peso molecular Arl8. Esto inicia una ca-
dena de interacciones que culminan con el reclutamiento
de la kinesina-1, resultando en el desplazamiento de los
lisosomas hacia la periferia celular. Estudios adicionales
mostraron que el movimiento centrifugo de los lisosomas
es importante para la autofagia, el metabolismo de co-
lesterol, la adhesion y migracion celular, y el crecimiento
tumoral. Estas observaciones revelaron nuevos aspectos
de la maquinaria intracelular responsable de la movilidad
de los lisosomas, y destacaron la importancia de este
proceso en la regulacion de varias funciones celulares.

HYPOXIA, HYPERTENSION AND THE SECRETS OF THE NEURAL RESPIRATORY NETWORK
(HIPOXIA, HIPERTENSION Y LOS SECRETOS DE LA RED NEURONAL

DEL CONTROL RESPIRATORIO)
BENEDITO H. MACHADO
Department of Physiology, School of Medicine of RibeirdoPreto,
University of Sdo Paulo, 14049-900, RibeiraoPreto, SP, Brazil.

In addition to the essential role played by the neural
mechanisms to provide the diaphragm and chest muscle
contraction and relaxation, essential for O, and CO,
pulmonary exchanges, the respiratory neurons located
in the ventral medulla are precisely connected to the
pre-sympathetic neurons in order to provide fine adjust-
mentsin the cardiac and vascular functions, accordingly
with the requirements of each phase of the respiratory
cycle. Recent experimental evidence point out that hy-
pertensive states may suffer profound influence from

changes in the neural respiratory network activity, which
should be considered as a new important player among
the several mechanisms underlying the genesis of neuro-
genic hypertension. Different experimental hypertensive
models, dependent on increase in sympathetic outflow,
are associated with important changes in the pattern of
coupling between respiratory and sympathetic activities.
In perspective, we may take in consideration that changes
in the respiratory pattern can contribute to an increased
sympathetic outflow to the cardiovascular system and



consequently to hypertension. To evaluate this possibil-
ity, we are performing electrophysiological recordings of
respiratory and pre-sympathetic neurons in the ventral
medulla of rats submitted to chronic intermittent hypoxia
(CIH) as well in spontaneously hypertensive (SH) rats.
Our recent findings are indicating that the major changes
are related to the electrophysiological properties of respi-
ratory neurons, which in turn may facilitate an increase
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in the frequency discharge of pre-sympathetic neurons.
It is important to note that the intrinsic electrophysiologi-
cal properties of pre-sympathetic neurons in these two
experimental models were not affected. We suggest
that changes in the respiratory network might be one of
the unrevealed secrets of the hypertension in CIH and
in SH rats.
Supported by FAPESP and CNPQ.

PROGESTERONA: UN ESTEROIDE MULTIFACETICO PARA LA NEUROPROTECCION
ALEJANDRO F. DE NICOLA
Laboratorio de Bioquimica Neuroenddcrina, IBYME-CONICET y Depto. Bioquimica Humana, Facultad de Medicina, UBA.

En el sistema nervioso, la progesterona y sus me-
tabolitos ejercen varios efectos no relacionadas con la
reproduccioén y la gravidez. Entre los mismos sobresalen
los neuroprotectores, anti-inflamatorios y promielinizantes,
que se magnifican en el microambiente patoldgico obser-
vado en modelos de neurodegeneracion, Alzheimer, Par-
kinson, neuropatia diabética, dolor neuropatico, epilepsia,
isquemia cerebral, trauma, retinitis pigmentosa, toxicos
desmielinizantes, neuroinflamacion, etc. Tres modelos
preclinicos ejemplifican las mencionadas acciones de
la progesterona: (a) la injuria de la medula espinal, (b)
la degeneracién de motoneurona, y (c) un modelo de
esclerosis multiple. La injuria de la medula espinal en
ratas produce desmielinizacion como consecuencia de
la apoptosis de oligodendrocitos por medio de factores y
enzimas proinflamatorias tales como TNFa, IL13, NF«B,
ciclooxigenasa2 (COX2) y oxido nitrico sintetasa (NOS).
La administracién de progesterona por periodos cortos
(8 dias) o mas prolongados (21 dias) antagoniza la tras-
cripcion de estos factores promoviendo la sintesis de
factores trascripcionales estimulantes de la proliferacion
y diferenciacion de los precursores de oligodendrocitos
(Olig2, Nkx2, Mash1, SOX10 y Olig1), resintetizdndose
las proteinas centrales de la mielina. Al mismo tiempo se
previene la cromatdlisis neuronal, y se atenua la astroglio-
sis y microgliosis promovida por la injuria. Estos cambios
por progesterona requieren de su receptor clasico (PR) ya
que no se observan en el ratén PRKO (Labombarda y col.
J Steroid Biochem Mol Biol. 2015). En la neurodegenera-
cién del raton mutante Wobbler, modelo de la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), se observa vacuolizacion de
motoneuronas, astrogliosis, microgliosis, aumentos de
los factores proinflamatorios y cambios de la morfologia
y funcién mitocondrial probablemente debidos al aumento
de la NOS mitocondrial, la menor actividad de las enzi-
mas antioxidantes y la toxicidad del NO que bloquea el
complejo | de la cadena respiratoria. Los cambios son

revertidos por tratamiento con progesterona por perio-
dos de 1 a 2 meses, mejorandose la fuerza muscular y
disminuyendo la atrofia muscular (Gonzalez Deniselle y
col. J Neurochem. 2012). Es posible la intervencion del
PR clasico en estos cambios, ya que el tratamiento de
Wobblers con Nestorona, una progestina sintética que
actua como superagonista PR, reduce TNFa, NF«xB e
iNOS, disminuye la astrogliosis y la microgliosis, previ-
niendo la tipica vacuolizacion de motoneurona como signo
de la mejora funcional y neuroquimica espinal (Meyer y
col., Neuroscience 2015). En pacientes con ELA se ha
detectado una correlacion positiva entre la progesterona
circulante y la sobrevida, ademas de aumentos de las
isoformas del PR en la medula espinal, sugiriendo una
respuesta reparativa ante la degeneracion espinal en
el humano con ELA (Gargiulo-Monachelli y col., Eur J
Neurol. 2014). En la encefalomielitis autoinmune expe-
rimental (EAE) murina, modelo de esclerosis multiple, el
pre-tratamiento con progesterona mejora el grado clinico,
previene la demielinizacion aumentando la proliferacion
de los precursores de oligodendrocitos y las proteinas
centrales de la mielina, bloqueando la sintesis de los
factores proinflamatorios TNFa y TLR4 producidos por la
activacion de astroglia y microglia. La Nestorona es muy
activa en la EAE, ya que mejora la performance de los
ratones en el rota-rod y disminuye el grado clinico (Ga-
ray y col., J. Neuroimmunol. 2014). Un hallazgo reciente
permitiria descifrar estos resultados y posiblemente los
anteriores. Hemos comprobado que la administracién
de progesterona aumenta la expresion genética de las
proteinas neuroesteroidogénicas de la médula espinal
que intervienen en el transporte del colesterol a la mito-
condria (STAR, VDAC), en la conversion de colesterol en
pregnenolona (P450scc), la 5 a-reductasa y la aromata-
sa, sugiriendo que la combinacion de las acciones de
la progesterona exdgena y los neuroesteroides locales
(progesterona, tetrahidroderivados y estrégenos) se
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potencian contribuyendo a la neuroproteccion, remieli-
nizacion y anti-inflamacion (Garay y col., 2015). Como
conclusién, hemos puntualizado las funciones de la
progesterona en las neuropatologias. ¢ En qué contexto
podriamos ubicar estas acciones no tradicionales? Du-
rante la gravidez, se produce un desafio inmunoldgico ya
que un concepto semi-alogénico se tolera en vez de ser
rechazado. En parte, esto se debe a que la progesterona
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placentaria cambia la respuesta proinflamatoria Th1 a una
anti-inflamatoria Th2. Sugerimos que los efectos anti-
inflamatorios que frenan el desarrollo de neuropatologias,
reflejan una propiedad ancestral de un esteroide disefiado
primariamente para el mantenimiento de la gestacion.
(Proyectos subsidiados por PIP CONICET, PICT Foncyt,
Ubacyt, Fundacion Roemmers, Fundacién René Baron,
y Population Council, EEUU).

DIAGNOSTIC ADVANCES IN REPRODUCTIVE MEDICINE THROUGH GENOMICS
ALEKSANDAR RAJKOVIC
Department of Obstetrics, Gynecology, and Reproductive Sciences, Department of Pathology, Magee-Womens Research
Institute, Department of Human Genetics, University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA 15213

Rapid progress in genomic medicine in recent years
has made it possible to diagnose subtle genetic abnor-
malities in a clinical setting on routine basis. This has
allowed for detailed genotype-phenotype correlations and
the identification of the genetic basis of many congenital
anomalies. Pre-conceptional, pre-implantation, prenatal
and perinatal medicine have become growing users of
genomic medicine. In addition to the availability of chro-
mosomal microarray analysis, exome and whole-genome
sequencing on pre- and postnatal samples, cell-free
DNA has recently revolutionized the field of prenatal
diagnosis. Non-invasive cell-free DNA represents the
first application of genomic medicine to clinical practice.
The population wide screening of aneuploidies, including
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detection of Klinefelter and other sex chromosome an-
euploidies will have implications for earlier interventions
and observations of such cases in pediatric practice.
Although current utility of cell-free DNA lies in diagnosing
aneuploidies, the non-invasive cell-free DNA diagnosis
of fetal micro-deletions and micro-duplications is becom-
ing a reality. Currently, efforts are under way to isolate
circulating cells of fetal/placental origin from the maternal
circulation. Reliable and economic isolation of such cells
will make it possible to sequence genomes in utero.
Genomic testing ranging from the pre-implantation thru
perinatal period has provoked ethical questions regard-
ing variants of unknown significance and susceptibility
to adult disorders.

MYOGENIC CONTROL OF THE DIAMETER OF CEREBRAL

RESISTANCE ARTERIES IN HEALTH AND DISEASE
WILLIAM C. COLE, OLAIA COLINAS, ALEJANDRO MORENO-DOMINGUEZ, HAI-LEI ZHU, KHALED ABDEL-RAHMAN,
X. ZOE ZHONG, EMMA WALSH, M. TERESA PEREZ-GARCIA*, AND MICHAEL P. WALSH.
The Smooth Muscle Research Group, Libin Cardiovascular Institute and Hotchkiss Brain Institute,
Cumming School of Medicine, University of Calgary, Alberta, Canada, and
*Department of Physiology, Universidad de Valladolid, Valladolid, Spain.

The myogenic response of small resistance arteries
to changes in systemic blood pressure is an essential
determinant of peripheral vasculature resistance, blood
pressure regulation and regional blood flow control that
are essential for a healthy brain and normal cognition.
Abnormal myogenic control of cerebral arterial diameter
is a hallmark of disease conditions that result in progres-
sive cognitive impairment, including diabetes, Alzhei-

mer’s disease, hypertension and stroke. However, the
underlying cellular defects responsible to inappropriate
myogenic control of cerebral arterial diameter have not
been elucidated. This deficit in our knowledge limits the
development of novel therapeutic approaches to correct
abnormalities in cerebral blood flow regulation. Three
cellular mechanisms are postulated to be responsible for
myogenic constriction evoked by intravascular pressure



elevation: 1) Ca?*-calmodulin-dependent activation of
myosin light chain kinase (MLCK) and phosphorylation
of myosin light chain regulatory subunits (LC,) owing to
a rise in cytosolic free Ca** concentration mediated by
Ca?* influx through voltage-gated Ca?* channels and Ca?*
release from internal stores; 2) Rho-associated kinase
(ROK)-mediated phosphorylation of the myosin light
chain phosphatase (MLCP) targeting subunit MYPT1 that
inhibits MLCP activity and augments LC,, phosphorylation;
and 3) actin dynamics involving increased polymerization
of globular (G)- to filamentous (F)-actin within the cortical
cytoskeleton that links the contractile apparatus to the cell
membrane. Integrin adhesion signaling is implicated in the
mechanotransduction mechanism(s) that detects the rise
in intravascular pressure and converts this mechanical
stimulus into a biochemical signal that evokes myogenic
constriction. The role of integrin adhesions in the myo-
genic response of rat cerebral arteries has been probed
using function-blocking antibodies against alpha-5 or
beta-1 integrins, inhibitors of focal adhesion kinase (FAK)
and Src family kinase (SFK), and ultra-high-sensitivity
western blotting to detect tyrosine phosphorylation of
adhesion proteins that participate in integrin-mediated
mechanotransduction, as well as, LC,  and MYPT1 phos-
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phoprotein levels and G-actin content. Pressure-evoked
changes in tyrosine phosphoprotein, LC,, and MYPT1
phosphoprotein, and G-actin content, as well as myogenic
constriction, were suppressed by integrin antibodies, or
inhibition of FAK or SFK. Abnormal control of arterial
diameter involving a rise in basal myogenic tone and a
loss of pressure-dependent regulation of diameter were
detected in the Goto-Kakizaki rat model of type 2 diabetes.
These alterations in tone development were accompanied
by elevated basal levels of ROK-mediated MYPT1 phos-
phorylation and actin polymerization, and a complete loss
of pressure-dependent changes in FAK phosphorylation,
LC,, and MYPT1 phosphoprotein, and G-actin content.
Taken together, these findings support the following
conclusions: 1) integrins and associated cellular signaling
mechanisms contribute to pressure-dependent regulation
of MLCP, crossbridge cycling and actin dynamics that
mediate myogenic constriction in cerebral arteries; and
2) abnormal pressure-dependent regulation of integrin
adhesion signaling, MYPT1 and LC,, phosphorylation
and actin dynamics contribute to the defective myogenic
constriction and inappropriate control of cerebral arterial
diameter in a rat model of type 2 diabetes. (Supported by
Canadian Institutes of Health Research)

BASES GENETICAS DEL CANCER DE MAMA HEREDITARIO Y MARCADORES MOLECULARES EN

EL DESARROLLO TUMORAL
PILAR CARVALLO
Facultad de Ciencias Biologicas-Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago Chile.

El cancer de mama constituye la primera causa de
muerte por cancer en Chile y la segunda en el mundo, por
lo cual la investigacion en este tema es de alta relevancia.
Para el cancer de mama y/u ovario hereditario, los genes
BRCA1y BRCAZ2, han sido descritos como los principales
genes cuyas mutaciones causan un alto riesgo para esta
enfermedad. A partir del mapeo de estos dos genes en
familias con alto riesgo de cancer de mama o de ovario,
se establecieron cuatro criterios basicos para la seleccion
de pacientes y sus familias: 1) tres familiares con cancer
de mama a cualquier edad, 2) dos familiares con cancer
de mama, una de ellas con edad de diagndstico antes
de los 43 afnos, 3) dos familiares con cancer, una de
mama y la otra de ovario, 4) dos familiares con cancer de
mama, siendo uno de ellos un hombre. Utilizando estos
criterios, se han realizado diversos estudios poblacionales
rastreando mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en
pacientes con cancer de mama hereditario. Los resulta-
dos obtenidos han arrojado una diversidad importante
en el porcentaje de familias que presentan mutaciones
en estos genes segun la poblacién analizada, los cuéles
van entre el 15% y el 60%. Los mayores porcentajes de

familias que presentan mutacion se han encontrado en
EE. UU. y el Reino Unido, (60%) seguidos de Francia y
Canada (40-50%). En Chile, la frecuencia de mutaciones
en BRCA1y BRCAZ2 en pacientes con historia familiar es
de 18-20%. La frecuencia de mutaciones en estos genes
para mujeres con diagnodstico antes de los 40 afios o bien
con cancer de mama bilateral, y sin antecedentes fami-
liares es de 10%. No hemos encontrado diferencia en la
edad promedio de aparicion del cancer de mama entre
mujeres que presentan mutacion en BRCA1/2 y las que
no lo presentan, asi como tampoco en la probabilidad de
un cancer primario en la segunda mama. BRCA1 también
estd involucrado en la biologia del cancer de mama, ya
que en tumores de pacientes que no presnetan mutacion
en la linea germinal, hemos encontrado una ausencia de
la proteina BRCA1, por detecciéon inmunohistoquimica.
Entre las causas moleculares de ausencia de BRCA1
hemos descrito la metilaciéon del promotor de BRCA1 en
un 51% de los tumores de mama. Ademas, reciente-
mente hemos encontrado que un 12% de los tumores
de mama presentan mutacion en BRCA1 o BRCA2,
llevando a la no expresion o bien a la deslocalizacion
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de BRCAT1 en el citoplasma. También hemos descrito
el aumento de expresién de dos microRNAs, mir-146a
y mir-638, en cancer de mama, cuyo blanco molecular
es BRCAA1. En relacion a la deslocalizacion de BRCA1
en el citoplasma hemos estudiado su colocalizacién
con BARD1, una proteina que interactua con BRCA1 a
través de dominios RING, y que es muy relevante para
la retencion de BRCA1 en el nucleo. Hemos encontrado
que BRCA1y BARD1 se encuentran colocalizando en la
mayoria de los tumores de mama, ya sea en nucleo o en
citoplasma. Ademas, un 10% de los tumores no expresa
BARD1, sin embargo, en estos tumores BRCA1 se en-
cuentra en el nucleo. En conclusion, la deslocalizacion
de BRCA1 en el citoplasma de tumores de mama, no
parece ser dependiente de BARD1, pero si puede ser
causada en algunos tumores por mutaciones puntuales.

CONFERENCIA PLENARIA ALBERTO TAQUINI

La pérdida de expresién de BRCA1 puede ser causada
por metilacion del promotor, por mutaciones puntuales
0 bien por aumento de expresion de microRNAs cuyo
blanco es BRCA1. La relevancia de la ausencia o des-
localizacién de BRCA1 en tumores de mama se centra
en las terapias que hoy se estan implementando para
pacientes con mutacion en BRCA1 o BRCA2 en la linea
germinal. Estas pacientes estan siendo tratadas con
derivados de platinos, por un lado, y en estudios clinicos
con inhibidores de PARP1/2. Si el grupo de pacientes
a tratar con estas terapias se amplia a aquellas con
ausencia o deslocalizacion de BRCA1, que constituyen
cerca del 60% de las pacientes totales con cancer de
mama, entonces serdn muchisimas mas las pacientes
beneficiadas de estas terapias que en algunos casos
son muy eficaces.

FISIOPATOGENIA Y TRATAMIENTO DEL ACCIDENTE DE PLACA CAROTIDEO
JOSE MILEI
Prof. Titular Emérito de Medicina Interna. UBA, Director del Instituto de Investigaciones Cardioldgicas
“Prof. Dr. Alberto C. Taquini”. UBA, Investigador Principal Conicet

Entre el 20 al 30% de los accidentes cerebrovasculares
isquémicos (ACVI) se deben a enfermedad carotidea. La
prevalencia de placas carotideas aumenta con la edad
y otros factores de riesgo como la hipertension arterial,
tabaquismo, diabetes e hipercolesterolemia. La endarte-
rectomia carotidea (EC) ha demostrado reducir la tasa de
recurrencia de ACVI en pacientes sintomaticos con obs-
trucciones > 70%, cuando el equipo quirdrgico mantiene
una morbi-mortalidad operatoria menor al 6%. El beneficio
de la EC es menos evidente en pacientes sintomaticos
con placas ateromatosas del 50 al 70%, y no disminuye
el riesgo de nuevas complicaciones en pacientes con
ateromatosis <50 %. El progreso de los métodos de
diagndstico por imagenes, incluida la angiografia digital
permite caracterizar la morfologia de la placa y orientar
el tratamiento. Se ha demostrado que la composicion de
la placa es un factor de riesgo independiente para el ictus
isquémico. Debido a esto, se han hecho muchos esfuer-
zos para correlacionar los sintomas y eventos cerebrales
con los estudios histoldgicos, la ecografia Doppler color
y la resonancia magnética (MRI). Fisiopatogenia. En un
estudio pionero caracterizamos con inmunohistoquimica
placas carotideas complicadas. Se analizaron los com-
ponentes celulares de especimenes de EC para valorar
su papel en la patogénesis de: 1) ruptura de la placa y
2) la hemorragia intraplaca sin ruptura (HIP). El sitio de
la ruptura de la placa se asocia a trombosis local y una
extensa infiltracion de macréfagos, linfocitos T, escasos
linfocitos B, mastocitos, y células musculares lisas. Tanto
las placas que muestran estas caracteristicas y los que

tienen grandes cantidades de lipidos y capas fibrosas
delgadas, deben ser considerados como “placas en ries-
go”. Las hemorragias intraplaca sin ruptura de la placa
son causados por la ruptura de los vasos neoformados
en el nucleo lipidico, base, y la periferia de las placas. En
ambos casos, un aumento en la cantidad de lipidos, del
estrés mecanico y una sobreproduccién de radicales libres
de oxigeno por macréfagos y metaloproteinasas, podria
conducir a la ruptura de las capas de cubierta o vasos
neoformados del nucleo lipidico y producir una ruptura de
placa o una HIP. Analizamos también también la relacion
entre la anatomia de las placas carotideas y la presencia
de sintomas en 281 endarterectomias carotideas. El 70%
mostré trombo, HIP, o ambos. La trombosis se observo
en 1/4 parte e HIP en casi 2/3 de los especimenes, 64%
de las placas mostré neovascularizacion No fue posible
demostrar que las placas complicadas estén asociadas
con sintomas y pareciera estas placas pueden ocurrir en
cualquier momento, En las placas en riesgo, observamos
un aumento en la expresion de c-fos, p53 y PCNA en las
células musculares lisas.

Tratamiento médico vs. endarterectomia vs. an-
gioplastia.

En la valoracién del riesgo de debe considerar la
presencia o no de sintomas, gravedad de la estenosis,
la existencia de la ulceracion de la placa y su composi-
cién. En pacientes sintomaticos el tratamiento debe
realizarse por endarterectomia o por medio de la
angioplastia ya que presentan mejor evolucién con
respecto al tratamiento médico. En pacientes de alto
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riesgo pueden utilizarse ambas estrategias, pero si
el paciente presenta insuficiencia cardiaca, edad >
75 afios, deterioro severo de la FSVI, IAM, EPOC
o alteraciones relacionadas a la anatomia como in-
movilidad del cuello, lesiones inaccesibles como las
intracraneales, irradiacién o cirugia previa del cuello
o traqueotomia, se deberia priorizar la angioplastia
carotidea sobre la endarterectomia. En cambio, en
pacientes con obstruccion severa de la arteria carotida
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interna sintomatica y con un riesgo periprocedimiento
de ACV y muerte menor al 6% podria realizarse an-
gioplastia carotidea (Clase | nivel B). Dado que estan
en marcha nuevos estudios multicéntricos, se deberia
revascularizar por el momento a pacientes asintoméa-
ticos con obstrucciones > 60%, antes de una cirugia
cardiovascular para proteger al cerebro en casos de
hipotension arterial, con oclusiones carotideas contra-
laterales o placas ulceradas con alto riesgo de ACV.

MINI RETINAS HUMANAS A PARTIR DE CELULAS IPS: PERSPECTIVAS

PARA APLICACIONES CLINICAS
MARIA VALERIA CANTO-SOLER
Retinal Degeneration Research Center. Assistant Professor of Ophtalmology. Wilmer Eye Institute, Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, Maryland

Las enfermedades degenerativas de la retina ocu-
rren como consecuencia de la pérdida de las células
photoreceptoras llevando gradualmente a la ceguera.
Desafortunadamente estas enfermedades aun no tienen
cura, y en la mayoria de los casos ni siquiera cuentan con
un tratamiento efectivo. Las células madres pluripotentes
inducidas (células iPS) presentan un gran potencial tanto
para el desarrollo de modelos de estas enfermedades
como asi también para la identificacion de posibles agen-
tes terapéuticos para su tratamiento. Para que esto sea
possible, sin embargo, es necesario establecer primero
sistemas de cultivo que permitan dirigir la diferenciacion
de las células iPS de modo que sean capaces de recrear
las caracterisiticas celulares y fisioldgicas de la retina
humana. Consecuentemente, nuestro laboratorio ha
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desarrollado una metodologia que permite obtener tejido
retinal en tres dimensiones (3D) a partir de células iPS hu-
manas. En nuestro sistema las células iPS humanas son
capaces de recapitular de manera altamente auténoma
los principales estadios del desarrollo de la retina que se
observan en el embrién, culminando con la formacion de
“mini retinas” en 3D. Estas mini retinas contienen todos
los tipos celulares retinales organizados en sus respecti-
vas capas. En partiular, la capa nuclear externa contiene
conos y bastones altamente diferenciados y capaces de
responder al estimulo de la luz. En esta charla se pre-
sentaran las caracteristicas mas relevantes de nuestro
sistema y se discutiran tanto los aspectos limitantes como
las oportunidades que este sistema presenta para una
variedad de posibles aplicaciones clinicas.

THE NEUROENDOCRINE CONTROL OF PUBERTY IN HIGHLY EVOLVED PRIMATES.
TONY M. PLANT
Department of Obstetrics, Gynecology and Reproductive Sciences
University of Pittsburgh School of Medicine - Pittsburgh, Pennsylvania, USA.

Gonadal function in the adult, spermatogenesis in the
male and ovarian cyclicity with ovulation in the female,
is dependent on the secretion of the pituitary gonadotro-
pins (LH and FSH), which in turn is driven by intermittent
release of GnRH from the hypothalamus. The neural
mechanism that generates the pulsatile release of GnRH
resides within the arcuate nucleus (aka infundibular
nucleus) and is known as the hypothalamic GnRH pulse
generator. Although the output of the pulse generator is

provided by Kisspeptin, the mechanisms that generate the
intermittent release of this neuropeptide are incompletely
understood: one hypothesis posits that pulsatility is gener-
ated by reciprocal stimulatory (NeurokininB) and inhibitory
(Dynorphin) inputs within the KNDy neurons of the arcuate
nucleus. Pulsatile GnRH release by the hypothalamus
is established during fetal development and in highly
evolved primates this mode of GnRH release is robust
during infancy. Several months after birth, however, the
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GnRH pulse generator is brought into check which leads
to a relatively hypogonadotropic state that guarantees
the continued quiescence of the pre-pubertal gonads.
Puberty in highly evolved primates is therefore viewed as
being triggered by a RE-ACTIVATION of pulsatile GnRH
release at the termination of the juvenile stage of devel-
opment. Insight into the neurobiological and genomic
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mechanisms that are responsible for the brake on the
GnRH pulse generator during juvenile development have
recently begun to emerge, and these, together with the
physiological control system and genetics that time the
application and release of the brake during the infant-
juvenile and juvenile-pubertal transitions, respectively,
will be discussed in this lecture.

PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y SENSIBLES: EL CASO DEL EXOMA Y EL GENOMA
ENFOQUE GENETICO

ANGELA R. SOLANO
Comité de Etica de SAIC. Genotipificacion y Cancer Hereditario, Departamento de Anaélisis Clinicos,
CEMIC, CABA e Instituto de Investigaciones Biomédicas (INBIOMED), Departamento de Bioquimica Humana,
Facultad de Medicina, UBA-CONICET

El avance tecnoldgico en biologia resulta en los ulti-
mos aflos mas rapido que la posibilidad de interpretarlo
y en particular los estudios genéticos son uno de los
mejores ejemplos de la necesidad de incorporar nuevas
asignaturas como la bioinformatica para una aplicacion
adecuada de estos avances. Esto es apenas el principio
de la cascada de eventos esenciales resultado de la gene-
racion de una enorme cantidad de datos (de unos pocos
megabytes pasamos a terabytes en muy poco tiempo) y
exige gran esfuerzo entre los especialistas para hacer su
trabajo en todos los aspectos: diagndstico, clinico, ético,
prondstico entre los principales. Las nuevas técnicas de
secuenciacion, englobadas en NGS, permiten secuenciar
cantidades practicamente ilimitadas de genes y pacientes,
por ello la secuenciacion del genoma y del exoma (zona
codificante del genoma) son una realidad de acceso, a
ser enmarcadas en un contexto adecuado. La experien-
cia que tenemos con 1000 secuenciaciones completas
de BRCA1/2, cientos de estudios en poliposis coldnicas
(FAP), sindrome de Lynch y cancer medular de tiroides
(protooncogen RET) entre los principales oncoldgicos y
otros estudios no oncoldgicos como hemocromatosis,
hepatitis, etc nos permiten transmitir la experiencia de
20 afos en el analisis genético en el contexto clinico. Un
punto muy importante es el consentimiento a ser firmado
previo al estudio genético que tenemos en permanente
actualizacion para la comprension de parte del paciente
de la amplitud de la informaciéon que se obtendra. Ade-
mas, la complejidad del tema se refleja en los congresos
de oncologia con sesiones de asesoramiento adaptado
ala NGS (NGS-counseling). La principal cautela tal vez,
es separar perfectamente los estudios de investigacion
de los andlisis clinicos ya que tienen contextos total-
mente diferentes y tanto las sociedades europeas como
las americanas coinciden en separar investigacion de
la clinica, aunque no pueden negar que hay una am-

plia gama de grises. Por ejemplo, los anadlisis clinicos
siempre involucran un informe de resultados con todos
los hallazgos del estudio realizado, o sea las variantes
detectadas en una secuenciacion y hasta el dia de hoy,
con confirmacion por la secuenciacion con el método de
Sanger por algunas razones: seguridad de la mutacién
detectada, nomenclatura correcta, entre las principales
razones para no dejar de validar hasta que los nuevos
métodos resuelvan estas cuestiones. Lo expresado es,
en cierto modo lo mas simple de implementarse, ya que
las cuestiones mas complejas en una secuenciacion de
genoma o exoma se refieren tal vez a: control de calidad
(minimas lecturas en cadenas + y -; secuencias control;
deteccion de mutaciones deletéreas “sin trascendencia
clinica”, etc); almacenamiento de los datos (en dominio y
tiempo); asesoramiento pre y post estudio genético, etc.
La inclusion de la experiencia de quienes se han realizado
estos estudios genéticos y en quienes se aplicaron medi-
das en consecuencia con el resultado, es muy importante
de tenerlas en cuenta. De hecho, en los congresos de la
especialidad (Oncologia, Genética humana al menos) se
hace enormes esfuerzos de inclusién aho tras afio. Hay
gran consenso en compartir universalmente el conoci-
miento resultado de los datos genéticos (“data sharing”),
en lo que participo activamente como miembro (GA4GH,
HVP and ENIGMA). La experiencia de una portadora de
mutacion en BRCA fue una de las presentaciones en
el congreso de la ASHG (American Society of Human
Genetics) de octubre de 2015 y por su interés sera men-
cionada. También estan en analisis como manejar los las
cuestiones éticas y legales (ELSI: ethical and legal social
issues). En resumen, la metodologia por mas compleja
que sea, ha pasado en este momento a segundo plano
y se concentran los esfuerzos en la interpretacion e
implementacion de procedimientos técnica y éticamente
validos, resultado de los consensos internacionales.
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PROTEINAS DOCKING/SCAFFOLD EN LA REGULACION DE LA ViA RAS-RAF-MEK-ERK

JOSE MARIA ROJAS

Unidad de Biologia Celular. UFIEC. ISCIIl. Madrid. Espana.

La via de senalizacion RAS-RAF-MEK-ERK actua en
todas las células eucariotas modulando, segun el contexto
celular, procesos de proliferacion, diferenciacion, senes-
cencia o apoptosis y su desregulacion da lugar a distintas
patologias, como el cancer. Entre los mecanismos que
rigen el funcionamiento de esta ruta esta el debido a la
formacién de plataformas moleculares, por proteinas de
naturaleza docking/scaffold, como es el caso de Sprouty?2
(Spry2) y Sur8. Las proteinas Sprouty (Spry) intervienen
en el control de la sefal inducida por FGFR y EGFR en
procesos morfogenéticos. Se han identificado en vertebra-
dos cuatro tipos de proteinas Spry, de los cuales hemos
investigado fundamentalmente Spry2. En mamiferos, la
familia Sprouty inhibe la activacion de ERK inducida por
ciertos factores de crecimiento (como FGF, VEGF y NGF),
probablemente actuando sobre RAF; pero en otros casos
(como con EGF) se produce una potenciacion de la sefal,
al secuestrar c-Cbl y aumentar la duracidon del Receptor
activado. La funcion de Spry2 se controla por fosforilacion
directa de tirosina y serina/treonina quinasas en residuos
especificos implicados en la funcion y/o estabilidad de esta

proteina. Sur8 es una proteina muy conservada en todos
los metazoos, con varios dominios del tipo LRR (Leucin-
Rich Repeats), y que une RAS de manera que facilita la
interaccion RAS-RAF y la estabiliza, formando un complejo
ternario con ambas proteinas y siendo imprescindible para
la activacion de ERK por Receptores Tirosina Quinasa.
Una mutacion puntual en Sur8 causa una patologia seme-
jante al sindrome de Noonan, un tipo de desorden neuro-
cardio-facial, por activacion constitutiva de ERK. Ademas,
previamente demostramos que la mutacion en el dominio
efector de las proteinas RAS, que afecta a su interaccién
con Sur8 (P34G), reduce la actividad transformante de
K-y N-RAS pero no de H-RAS. En esta comunicacion se
presentan los resultados de nuestra mas reciente inves-
tigacion in vitro e in vivo sobre el mecanismo molecular
de accion de las proteinas Spry2 y Sur8, incluyendo el
estudio de su relevancia fisioldgica mediante el uso de
ratones modificados genéticamente, junto con el analisis
de su posible papel en cancer, buscando la posibilidad
de su aplicacion traslacional como nuevos marcadores
y dianas moleculares.

MODULACION DE LA ACTIVIDAD DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-ADRENAL EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS Y PATOLOGICAS

CORA B. CYMERYNG

Laboratorio de Endocrinologia Molecular. Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botdnicos (CEFYBO-CONICET-UBA)

Frente a la gran cantidad y diversidad de estimulos
ambientales que enfrenta un organismo, una respuesta
coordinada del eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal (HHA)
es un aspecto esencial para la sobrevida del individuo.
En nuestro laboratorio, analizamos los mecanismos que
modulan la produccion adrenal de glucocorticoides y que
permiten evitar respuestas adrenocorticales despropor-
cionadas o insuficientes, condiciones potencialmente
riesgosas para la salud. En el curso de esta charla anali-
zaremos, en primer lugar, la influencia de las actividades
de oxido nitrico sintasa (NOS), hemooxigenasa (HO) y
ciclooxigenasa (COX) sobre la esteroidogénesis adrenal.

Considerando el rol central de los glucocorticoides como
mecanismo de defensa frente a procesos inflamatorios,
examinamos los sistemas modulatorios de la esteroido-
génesis adrenocortical frente a un estimulo inflamatorio
experimental altamente validado como el lipopolisacari-
do de bacteriano (LPS). El tratamiento in vivo con LPS
induce un aumento en la corticosteronemia y estimula la
expresion de las tres isoformas de NOS y de la HO-1 en
la corteza adrenal de rata. La actividad de cada uno de
estos sistemas modula negativamente la produccion de
corticosterona y se regulan entre si de forma reciproca.
En trabajos previos demostramos que el 6xido nitrico (NO)
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inhibe significativamente la esteroidogénesis adrenal e
induce la expresion de HO-1. De hecho, la inhibicion de
la actividad de NOS previene la inducciéon de HO-1. En
células adrenales murinas incubadas en presencia de
generadores de NO se observé induccion de la expresion
de HO-1 a través de un mecanismo a nivel transcripcional,
sin afectar la estabilidad de su ARNm. Este tratamiento
también afect6 parametros de estrés oxidativo, disminu-
yendo los niveles celulares de glutatién reducido y aumen-
tando la generacién de especies reactivas del oxigeno y
la peroxidacion lipidica. Sin embargo, el tratamiento con
antioxidantes no previno la inducciéon de HO-1. En otra
serie de experimentos, demostramos la participacion
del factor de transcripcion Nrf2 en la inducciéon de HO-1
por NO. Un anédlogo permeable de GMPc participa tanto
en la induccién de HO-1 como en la activacion de Nrf2.
Estos resultados llevaron a la hipétesis de que el GMPc,
producto de la activacion de la guanilato ciclasa soluble,
o algun metabolito, participa en la activacién del factor
Nrf2 y en la induccion de HO-1 en células adrenocortica-
les. El tratamiento in vivo con LPS en la corteza adrenal
aumenta la actividad de la ciclooxigenasa 2 (COX-2).
Esta enzima, responsable de catalizar la sintesis de
diversas prostaglandinas (como la PGE2) participa en la
estimulacion de la esteroidogénesis inducida por LPS,
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de acuerdo a resultados obtenidos utilizando inhibidores
farmacoldgicos. EI NO modula tanto la expresién como la
actividad de COX-2 a través de cambios en sus niveles
proteicos y modificaciones post-traduccionales (nitro-
tirosina). Posteriormente demostramos la participacion de
la via de p38 /MAPK en la induccion de COX-2 por LPS,
en un mecanismo que involucra el estrés oxidativo y la
activacion de Akt y que converge en la activacion del factor
de transcripcion NFkB. Recientemente comenzamos el
estudio de la funcion del eje HHA en un modelo murino
de resistencia a la insulina, inducido por la administra-
cién de una dieta rica en sacarosa (DRS). En particular,
observamos que el consumo de DRS durante periodos
prolongados provoca una disminucién en la produccién de
ACTH y glucocorticoides. El andlisis de la funcién adeno-
hipofisaria en estas condiciones sugiere que una mayor
disponibilidad sistémica de &cidos grasos no esterificados
tiene como consecuencia una disminucion en los niveles de
expresion de POMC (DEFINIR) y ACTH que se acompaia
de la generacioén de especies reactivas del oxigeno, de la
induccion de estrés de reticulo endoplasmico y de autofa-
gia. La demostracion de que el ejercicio moderado previene
las consecuencias neuroenddcrinas de la resistencia a la
insulina a nivel del HHA, sugiere un nuevo beneficio para
la indicacion de esta intervencion terapéutica.

CONTROL ESPACIO-TEMPORAL DE LAS MAP QUINASA FOSFATASAS (MKPS) POR MULTIPLES
MECANISMOS: IMPLICANCIAS EN LA FUNCION CELULAR

CRISTINA PAZ.

Laboratorio de Fosfatasas de Proteinas como Transductores de Sefiales Extracelulares. Depto. de Bioquimica Humana,
Facultad de Medicina, UBA; INBIOMED (UBA-CONICET)

El control de procesos como proliferacion, diferen-
ciacion y apoptosis involucra la accion coordinada en
tiempo y espacio de MAP quinasas (MAPKs) y MAPK
fosfatasas (MKPs). Las MKPs conforman una familia de
fosfatasas de actividad dual integrada por una docena de
miembros, siendo MKP-1, MKP-2 y MKP-3 arquetipos de
la familia. MKP-1 es una enzima nuclear que se induce
rapidamente por factores de crecimiento, hormonas, ci-
toquinas y diferentes condiciones de estrés. La isoforma
nuclear MKP-2 es homodloga a MKP-1 y se induce en
general por los mismos estimulos que ésta, aunque con
cinética mas lenta. Ambas enzimas reconocen como
sustratos a los miembros de los tres subgrupos de MA-
PKs (ERKs, JNKs y proteinas p38). En contraste, MKP-3
es una enzima citoplasmatica especifica para ERK1/2
que se induce solo por estimulos proliferativos. Nuestro
grupo ha analizado aspectos bioquimicos, regulatorios
y funcionales de las MKPs. Los trabajos iniciales se
hicieron en sistemas productores de esteroides, como

las células adrenocorticales y de Leydig bajo el estimulo
de las hormonas tréficas ACTH y LH respectivamente,
conociendo que éstas promueven la activacion de MAPKs
y que su actividad es necesaria para la estimulacién de
la esteroidogénesis. Hemos demostrado que ACTHy LH
incrementan rapidamente los niveles del ARNm de MKP-1
por un mecanismo transcripcional dependiente de PKA.
La expresion bajo un promotor constitutivo de la quimera
Flag-MKP-1 muestra que ambas hormonas promueven,
ademas, la fosforilacion de MKP-1 dependiente de ERK'y
su estabilizacion. Mediante la expresion de formas muta-
das de la quimera se demuestra que la estabilizacién es el
efecto neto de la fosforilacidon en cuatros sitios consenso
para ERK1/2. Mas aun, la fosforilacién juega un papel
importante en la localizacion de la proteina en el nucleo.
El blogueo de la expresion de MKP-1 (shARN-MKP-1)
reduce la desfosforilacion de ERK1/2 observable luego
de la estimulacion, disminuye la actividad del promotor
y los niveles del mensajero del gen que codifica para



14

StAR —proteina de accién obligatoria en la estimulacion
de la esteroidogénesis y la produccion de esteroides.
LH, via PKA, también aumenta los niveles del ARNm de
MKP-2, estabiliza la quimera Flag-MKP-2 y favorece su
localizacién en el nucleo. MKP-2 altera el perfil temporal
de P-ERK. Conforme a una cinética de induccién mas
lenta que MKP-1, MKP-2 completa la desfosforilacion
iniciada por MKP-1. El bloqueo de la expresion de MKP-
2, no altera los niveles de StAR pero reduce la expresion
del gen CYP11A1, que codifica para una hidroxilasa de
la sintesis de esteroides y de induccion posterior a StAR.
Esto sugiere que la regulaciéon de MKPs nucleares de
diferente cinética de induccion controla la expresion de re-
pertorios de genes necesarios en etapas temporalmente
diferentes de la esteroidogénesis, aguda y crénica. Luego
de la induccién de MKP-1 y MKP-2, LH induce MKP-3 a
nivel transcripcional y post-traduccional. Recientemente
se demostro que, en hepatocitos, MKP-3 interactua con
el factor de transcripcién Foxo1 promoviendo su desfos-
forilacion y localizacion nuclear y la expresién de genes
especificos. Foxo1 participa en la expresion del gen que
codifica para la proteina p21, reguladora del ciclo celular.
En linea con estos conocimientos, nosotros demostramos
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que LH aumenta los niveles del ARNm de p21 y que
MKP-3 participa en este evento. Secuencialmente se
observa, luego de la estimulacion, la activacion de AKT
y la fosforilacion de Foxo1 y, a un tiempo compatible
con la induccion de MKP-3, la desfosforilacion de ese
factor. MKP-3 es considerada una proteina antitumoral,
aunque el mecanismo de su accién antiproliferativa no
se conoce completamente. En células de origen huma-
no MKP-3 genera por splicing alternativo una isoforma
corta, MKP-3-S, que carece del dominio de interaccion
con Foxo1. Mientras que en tejido pancreatico normal
predomina la forma completa (L), en lineas celulares
tumorales pancreaticas predomina la forma S, sugiriendo
que una alteracién en la regulacién post-transcripcional
de MKP-3 que conduzca a una mayor expresiéon de
MKP-3-S en detrimento de MKP-3-L podria desregular
la proliferacion celular. Es evidente que la regulacion
de MKPs en el lugar y tiempo preciso es clave para un
funcionamiento celular armonico, evidencia que ha cam-
biado el concepto respecto al papel de estas enzimas
en la biologia celular: han pasado de ser consideradas
un mero instrumento para el turn-off de la sefalizacion
a potenciales blancos terapéuticos.

DESARROLLO PRECLINICO DE UN PEPTIDO INHIBIDOR DE CK2 EN CANCER

HERNAN G. FARINA

Profesor Asociado UNQ. Investigador Adjunto CONICET, Universidad Nacional de Quilmes, Departamento de Ciencia y
Tecnologia. Laboratorio de Oncologia Molecular

Desde hace méas de diez afos, el Laboratorio de
Oncologia Molecular de la Universidad Nacional de
Quilmes trabaja en la evaluacién del efecto terapéutico
y los mecanismos de accion de inhibidores de la enzima
caseina quinasa 2 (CK2). La enzima CK2 es de expre-
sién constitutiva en las células, con mas de trescientos
sustratos de fosforilacion. Si bien la cantidad de sustratos
de esta enzima es muy grande, los principales procesos
modulados se pueden resumir en replicacion y reparacion
del DNA, remodelacion de la cromatina, crecimiento y
proliferacion (Meggio & Pinna, 2003). Esta enzima se en-
cuentra sobre expresada en varios tipos tumorales, siendo
los adenocarcinomas mamarios donde se encuentran
los indices mas elevados (Ortega et al, 2014). En el afio
2004, en colaboracion con el equipo del Dr. Silvio Perea
del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La
Habana (Cuba) a partir de un codesarrollo con la empresa
Chemo-Romikin (Argentina), se obtuvo el péptido sintético
P15-Tat con propiedades inhibidoras de CK2 (designado
luego CIGB-300). CIGB-300 consta de una porcion ciclica
de once aminoacidos y un dominio de penetracion celular

derivado de la proteina Tat. Este péptido fue disefiado
para unirse a los sustratos de fosforilacion de la enzima
CK2. La proteina E7 de papilomavirus humano (HPV),
susceptible de fosforilacion por CK2, se utilizé para su
seleccion. Este fue un concepto novedoso en el disefio
de inhibidores de quinasas ya que la mayoria estaban
dirigidos a interaccionar directamente con la enzima,
especificamente con las regiones de unién al ATP o
GTP. Debido a su método de obtencion y validacion, los
primeros modelos estudiados para medir la efectividad
terapéutica de este inhibidor fueron tumores HPV+,
donde se obtuvo una excelente respuesta antitumoral
tanto in vitro como in vivo (Perea et al, 2004). Se pro-
baron diferentes vias de administracion, principalmente
intralesional, intraperitoneal y endovenosa, con un perfil
aceptable de biodistribucion y efectividad en modelos
in vivo de cancer de cérvix y pulmén en esquemas de
administracion de cinco dias consecutivos (Perera et
al, 2008). En el afio 2009 reportamos que este inhibidor
era internalizado y localizado en el nucléolo, sitio donde
inhibia la fosforilacion de la proteina B23/nucleofosmina,
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desencadenando el desensamblaje nucleolar y la conse-
cuente apoptosis de las células tumorales. El responsable
de esta localizacién seria el dominio de penetracion Tat,
ya que al utilizar otros péptidos ciclicos con el mismo
dominio de penetracion, encontramos que el patron de
localizacién era similar (Perera et al, 2009). En relacion
al efecto in vitro, reportamos que el grado de deposicion
nucleolar del péptido correlacionaba con la sensibilidad
al tratamiento (Perera et al, 2012). Acompanado de este
resultado, demostramos que esta sensibilidad podria
estar asociada también a los mecanismos de internali-
zacion, transporte y degradacion. Demostramos que el
compuesto CIGB-300 era capaz de internalizarse por vias
dependientes e independientes de energia, y que parte
de su degradacion en lisosomas ocurria diferencialmente
en células mas y menos sensibles (Benavent Acero et al,
2014). Estudiando el efecto antiangiogénico de la inhibicion
de CK2, demostramos mediante andlisis por microarreglos,
que las principales rutas de sefalizacion que se alteraban
en células de endotelio normal tratadas con el péptido
CIGB-300 eran las que dependian de VEGF y Notch. Sobre
modelos de angiogénesis in vitro e in vivo este inhibidor
de CK2 demostrd tener un gran efecto antiangiogénico
(Farina et al, 2011). Este afio publicamos que la inhibicion
de la fosforilacion de B23 en células tumorales modula
genes relacionados a la sintesis proteica, al metabolismo
energético y a la biogénesis ribosomal (Perera et al, 2015).
La coleccion de resultados in vitro e in vivo permitieron el
avance del CIGB-300 hacia la etapa clinica. En un ensayo
piloto de Fase |, el péptido mostr6 un perfil adecuado de
tolerancia y seguridad luego de su administracion en le-
siones de cuello uterino e indicios de efectividad (Solares
et al, 2009). En la actualidad se ha avanzado a Fase Il y
se esta explorando la via de administracion endovenosay
otras indicaciones clinicas incluyendo cancer pulmonar. El
conjunto de resultados de este trabajo propone a la quinasa
CK2 como un blanco atractivo en cancer y demuestra su
relevancia en la progresion tumoral a través de los efectos
de este compuesto peptidico.

- Benavent Acero FR, Perera Negrin Y, Alonso DF, Perea
SE, Gomez DE, Farina HG. Mechanisms of Cellular
Uptake, Intracellular Transportation, and Degradation
of CIGB-300, a Tat-Conjugated Peptide, in Tumor Cell
Lines. Mol Pharm. 2014 Jun 2;11(6):1798-807. doi:
10.1021/mp4006062. Epub 2014 Apr 28.
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SIMPOSIO SAIC II: MEDICOS JOVENES ACERCAN LA CLIiNICA A LA SAIC

ACUAPORINAS Y EDEMA MIOCARDICO POSTERIOR AL USO DE BOMBA DE CIRCULACION

EXTRACORPOREA EN EL REEMPLAZO DE VALVULA AORTICA
POLITI MT, FULLANA JM, BORTMAN G, PIAZZA A, CAPURRO C
Médica Residente de Cardiologia, Sanatorio de la Trinidad Mitre. Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay
(IFIBIO). Laboratorio de Biomembranas

La bomba de circulacidén extracorporea (BCE) es
una estrategia imprescindible para realizar cirugias de
reemplazo valvular cardiaco. Sin embargo, una de sus
consecuencias desfavorables, la formacion de edema
miocardico post-bomba, se ha relacionado con disfun-
cion miocardica y peor evolucion clinica. Si bien existen
modelos fisiopatoldgicos en animales en los que las
acuaporinas (AQPs) tendrian un rol en la formacion del
edema de miocardio post-bomba, no hay datos sobre su
participacion en el edema de miocardio posterior al uso
de BCE en cirugias de reemplazo valvular adrtico en
humanos. Este estudio consiste en la toma de muestras

transmurales por puncion biopsia de tejido miocardico
con hipertrofia secundaria a estenosis adrtica severa
antes y después del uso de BCE durante las cirugias de
reemplazo valvular adrtico. Su desenlace primario es el
cambio en la expresién y funcion de AQP1 y AQP4 en
miocardiocitos aislados antes y después de la BCE. El
estudio explora los mecanismos por los que las AQPs
participarian en edema de miocardio y en la regulacion
del volumen celular de miocardiocitos. A su vez, analizara
los datos clinicos e imagenoldgicos de los pacientes y
su relacién con la expresion de AQPs y el desarrollo de
edema miocardico.

¢MEJORA LA CIRUGIA DEL ESTRABISMO LA ACTIVIDAD BINOCULAR CORTICAL?
- ESTUDIO CON FMRI

MARTIN CARNEVALE

Médico Especialista en diagndstico por imagenes. TCba Fellowship Neuroimdgenes. FLENI

Introduccion: La ambliopia se define como el poseer
menor agudeza visual como consecuencia de la interrup-
cion del desarrollo de la via dptica durante el periodo de
plasticidad sensorial. Algunos pacientes estrabicos con
ambliopia se sienten mas comodos usando su ojo fijador
que ambos. Ha sido propuesto que, mediante la utilizacion
de Resonancia Magnética Funcional (fMRI), el patron de
activacion cortical ante estimulos visuales binoculares y
monoculares en pacientes estrabicos es diferente al de
personas con correcta alineacién de la mirada. Aquellos
pacientes con algun grado de ambliopia poseen mayor
activacion cortical tras estimulos monoculares al ojo
sano que luego de efectuar estimulos a vision binocular.
Utilizamos fMRI tanto en vision binocular como con vision
monocular de cada lado con el objetivo de evaluar el
grado de activacion cortical en pacientes con ambliopia
de origen estrabica. Posteriormente repetimos las medi-
ciones luego de la cirugia correctiva de estrabismo con
el fin de estudiar las consecuencias de la misma sobre
el cerebro. Materiales y métodos: Se estudiaron de 11
pacientes estrabicos (6 hombres y 5 mujeres- edad pro-
medio 41 afos) pasibles de correccion quirurgica y se
realizé el estudio del cortex visual antes y después de
la terapéutica efectuada. Para ello se efectué una reso-

nancia magnética encefdlica a fin de descartar posibles
causas estructurales de estrabismo y excluir patologia
neuroldgica preexistente. Posteriormente se realizé fMRI
mediante estimulos visuales (una serie de barras en
movimiento) repitiéndolo con vision binocular y mono-
cular para cada ojo. Se sumaron las areas de activacion
estadisticamente significativa (resultado en mm?) en la
totalidad de la corteza bioccipital comparandose los valo-
res obtenidos para cada estimulo entre si, y observando
modificaciones de la activacion cortical binocular antes y
después de la cirugia de alineacion ocular. Resultados:
En 8 de 11 pacientes (72% de los casos) se observo me-
joria en la sumatoria de activacion cortical occipital ante
estimulo binocular. En dos de los pacientes restantes se
obtuvo mejoria en las activaciones monoculares (ambas)
aunque descenso de la sumatoria ante estimulo binocular.
El ultimo de los pacientes del grupo presentoé disminucion
de activacion cortical ante todos los estimulos, en este
caso con una mejoria postquirdrgica clinica modesta.
Al analizar el comportamiento cerebral ante estimulos
monoculares se observa una caida de la activacion tanto
para OD como para Ol en 5 de los 8 (62,5%) pacientes
gue presentaban mejoria binocular postquirdrgica. De los
3 pacientes restantes uno de ellos mostré mejoria ante
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estimulos al Ol solamente mientras que los otros dos
mejoraron ante ambos estimulos monoculares. Conclu-
siones: El objetivo del presente proyecto fue estudiar las
modificaciones corticales que suceden al restablecimiento
de la esteropsis. Si bien uno de los principales motivos de
la cirugia de estrabismo es de indole estético, luego de
ella muchos pacientes refieren una “mejor” visiéon bino-
cular. Esta mejoria es plenamente de caracter subjetivo.
Nosotos intentamos demostrar el aumento de activacion
cortical en vision binocular tras restablecer la correcta
alineacion ocular. En mas del 70% de los pacientes la
sumatoria de activacién cortical occipital aumenté. Mas
aun, en el 62% de ellos se produjo un descenso de la
activacion monocular de ambos ojos, un hallazgo que los
acerca al patrén de activacion cortical de las personas no
estrabicas. El hallazgo hablaria a favor de una mejoria
no solo estética sino de la activacion cortical, que seria
el sustrato para la sensacién subjetiva de mejor percep-
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cion. La cirugia correctiva de estrabismo en pacientes
adultos obtiene buenos estéticos y logra restablecer la
esteropsis. Aumenta la sensacién subjetiva de percepcion
segun es referido por los pacientes. Estos cambios se
ven apoyados por el hecho de lograr un aumento de ac-
tivacion cortical cerebral en corteza visual visto mediante
fMRI. Accesoriamente se observa una disminucion de la
activacion cortical monocular en ambos ojos luego de la
correcta alineacion ocular acercando al patrén de activa-
cién observado en sujetos no estrabicos. Como principal
limitacion del trabajo se destaca el pequefo tamano de
la muestra y la heterogeneidad de las causas responsa-
bles del estrabismo en los distintos pacientes, lo cual no
permitié un andlisis estadistico cuantitativo exhaustivo.
Sin embargo, los hallazgos resultan prometedores para
“poner en evidencia” y objetivar un fendmeno subjetivo
referido por muchos de los pacientes sometidos a la
intervencion quirurgica.

DEL SECUENCIADOR... AL QUIROFANO

MARIA FLORENCIA CALVO

Médica especialista en Mastologia. Médica especialista en Ginecologia y Obstetricia. Hospital Italiano de Buenos Aires

A lo largo de las ultimas décadas, el desarrollo de
la bioingenieria y la biologia molecular han permitido
el avance de la medicina y la terapéutica clinica hasta
fronteras que alguna vez fueron inimaginables. Hoy se
genera diariamente un volumen de conocimiento cienti-
fico que incluso aun no podemos procesar, interpretar ni
comprender en su totalidad. Frecuentemente, tampoco
conocemos el impacto y el alcance que los hallazgos y
progresos logrados en el laboratorio pueden tener sobre
las decisiones clinicas, la toma de conductas médicas y
la calidad de vida de nuestros pacientes. Por ejemplo,
es sabido que algunos canceres son de caracter practi-
camente hereditario, y estos son los que conforman los
famosos sindromes de cancer de origen genético. En
este caso, un paciente hereda una o varias mutaciones
genéticas, generalmente correspondientes a la linea ger-
minal. Esto hace que los pacientes portadores necesiten
adquirir una Unica mutacion de novo para poder permitir
la expresion del fenotipo. En este caso, el desarrollo de
un cancer (jo varios!). Conocer los canceres hereditarios
y poder identificar los pacientes o las familias en riesgo
nos permite varias opciones de manejo interesantes que
iremos explorando. En algunos casos esto significa poder
implementar estrategias de deteccion y prevencion unicas
para estas familias y en otros casos puede implicar la rea-
lizacién de cirugias profilacticas para intentar evitar el de-
sarrollo de la enfermedad. En alguna oportunidad permite
la seleccion de pacientes que se podrian beneficiar con

drogas que disminuyan la incidencia de la enfermedad
en cuestion. Lo que resulta sorprendente quizas, es que
algo tan pequefio como un cambio de un unico aminoa-
cido pueda conducir, por ejemplo, a que un médico y un
paciente juntos, tomen la decisién de remover un érgano
entero, que hasta el momento, aparentaba estar sano.
Tomemos como ejemplo al Sindrome de Cancer de
Mama y Ovario Hereditario. Este sindrome de herencia
autosémica dominante, esta asociado a la mutacién de
los bien conocidos genes BRCA1 y BRCA2 los que, en
los ultimos afos, han recibido una prensa inesperada.
Por un lado, entendemos que este conocimiento publico
aumenté drasticamente la difusion y la concientizacion
global de las mujeres acerca del cancer de mama, su
prevencion y diagnostico precoz. Pero por otro, muchas
mujeres hoy viven con miedo, pensando que quizas ellas
también puedan tener una mutacién y no saberlo. Sin
embargo, sabemos que solo un 5-10% de los canceres
de mama diagnosticados podria estar asociado a la
mutacion de alguno de estos genes. Pero en el mundo,
hoy son cada vez mas las mujeres que les piden a sus
médicos “que les saquen las mamas”, aunque la inmensa
mayoria no obtendra ningun beneficio real de la cirugia
y se expondra a las complicaciones tanto fisicas como
emocionales vinculadas al procedimiento. Lo problema-
tico y preocupante, ademas, es que son cada vez mas
los cirujanos que acceden a realizar estas cirugias y los
oncologos que las sugieren, aun en pacientes en quiénes
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no se cumplen los criterios necesarios para realizarlas.
Entonces, ;Quiénes se benefician verdaderamente con
estas practicas? Hoy sabemos que el diagndstico de las
alteraciones genéticas en una poblacion vulnerable, nos
permite en una enorme proporcion de casos, adelantarnos
al diagnéstico de la enfermedad, disminuyendo la inciden-
cia del cancer e idealmente mejorando la sobrevida en
las pacientes portadoras. Es por esto que la consejeria
genética y el asesoramiento juegan un rol cada vez mas
significativo en el cuidado de los pacientes y las familias
con cancer. ¢Pero cudles son las limitaciones de este
conocimiento? ;,Cémo sabemos en quiénes buscar las
mutaciones y en quiénes no? ;Qué pasa si una historia
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familiar es altamente sugerente de un sindrome de cén-
cer hereditario, pero no podemos identificar la mutacion
implicada? ¢;Estamos adecuadamente formados para
transmitir esta informacion a los pacientes? ;Qué pasa
con las generaciones que siguen? ; Sabemos acompanar
a las pacientes para que estén en condiciones de utilizar
esta informacion para tomar decisiones terapéuticas?
i Las pacientes QUIEREN tener este conocimiento?
¢ Estamos “enfermando” gente “sana”? Para intentar
responder algunos de estos interrogantes (jy plantearnos
varios otros!), los invito a que recorramos juntos el camino
intrincado pero intrigante desde el secuenciador... hasta
el quirdfano.

SISTEMA DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN PEDIATRIA:
LO BUENO, LO MALO, LO FEO

FLORENCIA CLEMENT

Becatria Investigacion, “Instituto Nacional del Cancer”, Ministerio de Salud de la Nacion. Laboratorio: Factores de
Crecimiento y Biologia Tumoral. “Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas Infantiles Dr. César Bergada” (CEDIE) -
CONICET - FEI - Division de Endocrinologia, Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez - Buenos Aires.

Un nifio es, por definicion, un ser humano en creci-
miento. El principal responsable humoral de este sor-
prendente proceso fisioldgico es el eje somatotrépico,
actuando a través de su principal efector, el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1). Los fac-
tores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) son,
como muchos factores de crecimiento conocidos en
biologia, capaces de sacar a las células de su estado
de quiescencia para ingresar al ciclo celular, estimular
su division y protegerlas de la apoptosis, lo que conduce
finalmente al crecimiento de los diferentes tejidos; pero a
diferencia del resto, los IGFs son los Unicos factores de
crecimiento que mantienen concentraciones plasmaticas
significativas desde la embriogénesis hasta la senectud.
Tanto el exceso como la disminucion de sus concentra-
ciones plasmaticas en situaciones anormales, se asocian
a diferentes trastornos del crecimiento. Sin embargo, en
la practica clinica de la endocrinologia pediatrica, existe
otra preocupacion en relacién a este sistema. Ha sido
demostrado que los IGFs juegan un rol crucial en el
desarrollo y la evolucién de los tejidos tumorales, lo cual
plantea el interrogante sobre la posible relacion entre
concentraciones plasmaticas elevadas de este factor
mitogénico y antiapoptético al que en algunos casos
estan expuestos crénicamente los pacientes tratados
con hormona de crecimiento, y la aparicion o recaida de
patologias malignas. Por otro lado, existe una creciente
necesidad de nuevos marcadores prondsticos tumorales
especificos en la practica de la Oncologia Infantil, para
clasificar mejor el riesgo de los pacientes e individuali-

zar sus tratamientos, ya que en las ultimas décadas se
han logrado aumentar significativamente las tasas de
sobrevida de los nifios con cancer, pero a expensas de
importantes secuelas secundarias al tratamiento. Siendo
los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) la pa-
tologia maligna sélida mas frecuente en la nifiez y una
de las causas mas frecuentes de insuficiencia hipofisaria
secundaria a radioterapia que requiere tratamiento con
hormona de crecimiento en este grupo etario, decidimos
estudiar la expresion de los diferentes componentes del
sistema de los IGFs en los mismos, en un intento de dar
respuesta a las necesidades planteadas. Estamos llevan-
do a cabo un estudio prospectivo de los tumores de SNC
intervenidos quirdrgicamente en nuestro hospital con la
hipétesis de que los niveles de expresion de los distintos
componentes del sistema de los IGFs (especificamente
IGF-1, IGF-2, el receptor de tipo 1 - IGF- 1R- y el recep-
tor de Insulina de tipo A, IR-A) estan asociados al grado
de malignidad de los tumores al diagnédstico, un factor
prondstico ya establecido. Comenzamos analizando los
gliomas, el subgrupo mas numeroso de tumores del SNC
en nifios, y encontramos que: -El IGF-1R determinado por
inmunohistoquimica en 37 casos, fue positivo en 25/30
(83.3%) tumores de bajo grado y en 7/7 (100%) gliomas
de alto grado. - La localizacion intracelular nuclear de
este receptor, determinada por el mismo método y con-
firmada por fraccionamiento celular y Western blot, fue
mayor en los tumores de alto grado, con respecto a los
de bajo grado (22/25 vs 5/7, p<0.05). — La expresién de
IGF-1, determinada por PCR en tiempo real, fue mayor
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en gliomas de alto grado, mientras la expresion de IGF-2
por el mismo método, fue mayor en los de bajo grado (p<
0.05, Mann Whitney Test). Por su parte, los niveles de
expresion de IR no mostraron diferencias entre ambos
grupos, con predominio del subtipo A (IR-A). Nuestros
resultados podrian indicar que, si bien la expresién de
IGF-1R y el IR no muestra diferencias en los gliomas
clasificados por grado tumoral, la diada IGF-2/IR podria
tener un rol més importante en la biologia de los tumores
de bajo grado mientras la localizacion intranuclear del
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IGF-1Ry la mayor expresion de IGF-1 estarian asociadas
a los gliomas de alto grado, sugiriendo que un circuito
IGF1/IGF-1R intratumoral podria estar involucrado en
el comportamiento bioldgico de este tipo particular de
tumores pediétricos. El seguimiento a largo plazo de los
pacientes incluidos en el estudio nos permitird confirmar
la utilidad prondstica de estos marcadores histoldgicos,
mientras la evolucion de los que requieran tratamiento
con GH quiza nos aporte algin nuevo conocimiento sobre
la influencia del mismo en la recaida tumoral.

HERRAMIENTAS DE UN ESTUDIO DE VALIDACION DIAGNOSTICA PARA REDUCIR LA
INCERTIDUMBRE EN PUBERTAD PRECOZ CENTRAL.

ANALIA FREIRE

Médica Pediatra especialista en Endocrinologia Infantil. Centro de Investigaciones Endocrinolégicas
Dr César Bergada (CEDIE)

El diagndstico de Pubertad Precoz Central (PPC) en
estadios tempranos requiere confirmacion con prueba de
estimulo gonadotroéfico, ya que las caracteristicas clinicas
son indistinguibles de la Telarca Precoz (TP). Este ultimo
es un cuadro benigno y no progresivo en su evolucion,
pero la PPC es una entidad que debe tratarse a tiempo
para evitar el deterioro de la talla final y los disturbios
psicosociales que sufren las ninas. Definir la necesidad
de tratamiento es muy importante dado que el mismo es
de alto costo, intramuscular y por un periodo prolongado.
Para el test de estimulo clasico se utiliza GnRH natural
(“gold standard’), el cual durante un tiempo se habia
discontinuado en el mercado nacional. Objetivo: Evaluar
la eficiencia diagndstica del Test Acetato de Triptorelina
(index test) comparandola con el test GnRH (test de refe-
rencia) en nifias con sospecha de PPC. Disefio: Estudio
de validacion diagndstica, prospectivo, comparativo. Se
incluyeron pacientes con desarrollo sexual precoz entre
5y 8.3 anos, en las cuales se realizaron las dos pruebas
Ay B. A. Test de Acetato de Triptorelina:1) LH, FSH,
Estradiol basales 2) Aplicacion subcutanea de Acetato
de Triptorelina 0.1 mg/m2 y 3) LH, FSH y estradiol 3 y
24 horas después de la aplicacion. B. Test GnRH: 1)
LH, FSH, Estradiol basales. 2) Administracion GnRH
natural 100 ug/m? endovenoso .3) LH, FSH 30’ y 60’
post aplicacion. Esta prueba fue el test de referencia
para determinar los casos (verdaderos positivos) y los
controles (verdaderos negativos). Las determinaciones
de gonadotrofinas fueron realizadas por dos ensayos ul-
trasensibles: inmunofluorescente (IFMA) y electroquimio-
luminiscente (ECLIA) y el estradiol por ECLIA. El analisis
estadistico incluy6 curvas ROC para definir los puntos de
corte mas adecuados, segun sensibilidad, especificidad y
valores predictivos positivos y negativos de las medidas

de resultado primarias (LH-3 hs y Estradiol-24 hs). Este
estudio evalué la eficiencia diagndstica del analogo de
GnRH, Acetato de Triptorelina acuoso y subcutaneo, para
ser empleado como test diagndstico ante la sospecha de
Pubertad Precoz Central (PPC), comparandolo con el
GnRH clésico como test de referencia. El test de GnRH
clasico, si bien es el “gold standard’, es un compuesto
que no se encuentra comercialmente disponible en todo
el mundo. El diagndstico de PPC o de Telarca precoz (TP)
se determind de acuerdo a la respuesta del GnRH clasico
y las caracteristicas clinicas de las pacientes durante el
seguimiento. Las 46 pacientes fueron clasificadas por el
test de referencia y las caracteristicas clinicas durante
el seguimiento a largo plazo, como 33 PPCy 13 TP. AL
momento de la realizacion de los test, las caracteristicas
clinicas de las nifias fueron similares en los dos grupos,
lo cual confirma la necesidad de contar con una prueba
diagndstica confiable que permita descartar o confirmar
la activacion del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal. Las
variables predictivas primarias que presentaron mayor
eficiencia diagnostica en el Test de Triptorelina fueron la
determinacion de LH a las 3 hs (LH-3h) y la determina-
cion de Estradiol a las 24 hs de la aplicacién (E2-24 h).
Empleando curvas ROC se obtuvo que la LH-3 hs > 6
=7 Ul/L por IFMA o LH-3 h > 6 = 8 por ECLIA confirmé
el diagndstico de CPP con una especificidad del 100%
(95% Cl: 0.75-1.00) y una sensibilidad del 76% (95%
Cl: 0.58-0.89). Considerando ambas respuestas: LH-3h
6 E2 24-h (con un cutoff de 295 pmol/L equivalente a
80 pg/mL) manteniendo la misma especifidad del 100%
la sensibilidad se elevé a 94% (Cl 95%: 0.8-0.99) y la
eficiencia diagnodstica alcanzo el 96%. Conclusiones:
EL test de Triptorelina presenta una elevada certeza
para el diagndstico diferencial entre pubertad precoz
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central y telarca precoz, constituyendo una alternativa
valida al test de GnRH cuando este no esta disponible.
Ademas, el test de Triptorelina permite la evaluacion
integral del eje pituitario-ovérico. La validacion del
test diagndstico propuesto permite su implementacién
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en la préctica clinica permitiendo a nifias con PPC
acceder a un diagnéstico y tratamiento oportuno, el
cual que permite mejorar el prondstico de talla final
y evitar la afectacion psicosocial de una maduracion
fisica inapropiada.

SIMPOSIO SAIC lll: ESTATUTO BIOLOGICO Y SOCIAL DEL EMBRION HUMANO

EL DESARROLLO DE EMBRIONES IN VITRO EN LOS TRATAMIENTOS DE REPRODUCCION
ASISTIDA: ASPECTO ETICO BIOMEDICO

ROBERTO COCO

Fecunditas Medicina Reproductiva, robertococo @fecunditas.com.ar

Con el nacimiento de Louise Brown en el afio 1978,
la primera bebé de probeta, dio comienzo a la tecnologia
reproductiva de alta complejidad. La fecundacion y el
desarrollo de los ovocitos fecundados hasta el estadio
de blastocisto es una realidad desde entonces, y cada
dia va en aumento su uso. Al inicio hubo indicaciones
médicas muy precisas, pero rapidamente se extendio a
otras indicaciones no médicas, al punto que hoy es una
alternativa eficaz para lograr el embarazo. Los avances
logrados en la tecnologia reproductiva, dio lugar a la ilu-
sion de que todo es posible... y es asi que situaciones
impensadas a lo largo de la historia de la humanidad hoy
son contemplados por la tecnologia reproductiva: mujeres
u hombres solos, parejas de homosexuales, pacientes sin
gametas, mujeres sin Utero , varones sin deferentes, per-
sonas trans, parejas que acceden a PGD por diferentes
motivos: riesgo genético, tipificado HLA, Isoinmunizacion
RHD, predisposicion a canceres, la erradicacion de enfer-
medades mitocondriales y mas recientemente la posibili-
dad de editar genes como reemplazo de los defectuosos
y la creacion de gametas artificiales. En estos 37 afos
de existencia de la tecnologia reproductiva humana, han
nacido mas de 6 millones de nifios por FIV en el mundo
entero, se logré el Nobel de Medicina 2010, posibilitd
nuevas configuraciones familiares y desterr6 certezas

consideradas eternas como “madre hay una solay es
la que pare”. Para muchos la fecundacion in vitro FIV fue
considerada como un procedimiento artificial, aunque la
esencia de la misma es propiciar la fecundacion al colocar
juntas ambas gametas. Cuando uno de los miembros de la
pareja no produce gametas una alternativa es la donacion
de las mismas. Pero en realidad esta alternativa representa
un fracaso en el tratamiento, ya que la pareja viene en
busca de su hijo genético. En un futuro cercano, al igual
gue esta ocurriendo en animales, tendra lugar la reproduc-
cién artificial con la posibilidad de crear gametas a partir
de células madre gonadales, inducidas a partir de células
somaticas o a partir de clonacion, que permitira restaurar
la reproduccion natural, ademas de posibilitar que la pareja
independiente de su género tenga cada miembro a su hijo
genético. Esto ultimo adquiere relevancia sobre todo en
los paises que cuentan con el matrimonio igualitario. De
esta manera una pareja homosexual podra re direccionar
la gametogénesis y asi obtener la gameta necesaria para
lograr la fecundacion con material genético de cada inte-
grante de la pareja. Como los avances de la ciencia no
se pueden detener, tendriamos que empezar a admitir
que los avances logrados tienen sentido en la medida que
no dafen fisica ni emocionalmente a las personas que
requieran de las innovaciones logradas.

EL ESTATUTO DEL EMBRION Y EL CONCEPTO DE PERSONA EN EL DERECHO: IMPLICANCIAS
ETICAS Y LEGALES

CARLOS BURGER

A

bogado. Secretario del Comité de Etica Central, Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires. Miembro del Comité
de Etica y Protocolos de Investigacion, Hospital Italiano de Buenos Aires. Miembro del Comité de Etica en Investigacion,
HIGA Ramoén Carrillo. Coordinador de la Oficina de Derechos Humanos, HIGA Eva Perdn
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EL INICIO DE LA VIDA. PERSPECTIVAS ETICAS Y EPISTEMOLOGICAS CONTEMPORANEAS

SUSANA LA ROCCA

Profesora de Filosofia. Especialista en Bioética. Mg en Epistemologia UNMdP. Directora del grupo de investigacion: Etica,
lenguaje y epistemologia. Facultad de Psicologia, UNMdP. Miembro del Comité de Bioética del
Hospital Privado de Comunidad Mar del Plata

La reflexion acerca del respeto que debiera o debe
otorgarse al inicio de la vida humana sigue siendo un
tema perentorio para la sociedad actual, en tanto nos
enfrentamos dia a dia a progresos biotecnolégicos que
posibilitan llevar a cabo precoces intervenciones tera-
péuticas y diagndsticos sobre células, embriones o fetos.
La cuestion del comienzo de la vida humana se plantea
desde diversas posiciones que pueden calificarse como:
garantistas, no garantistas y precautorias y estan sus-
tentadas desde diferentes perspectivas epistemoldgicas
no siempre evidentes. La denominada falacia naturalista
de Davis Hume en El Tratado de la Naturaleza Humana
(....) sostiene que es imposible derivar juicios normativos
a partir de juicios descriptivos, o lo que es lo mismo,
concluir una serie de deberes a partir de unos juicios de
existencia. Esta importantisima posicion epistemolégica
tiene incontables consecuencias en el orden epistémico
y ético. En este trabajo nos interesan dos: los procedi-
mientos formales de algunas éticas ante la imposibilidad
de fundar la universalidad material del bien y la actitud
de algunas posiciones filoséficas denominada abstencion
justificada. (Habermas, 2002). En consonancia con estos
presupuestos, la ética dialdgica o discursiva (Apel, Ha-
bermas) ubica el procedimiento de toma de decisiones
éticas en el plano de la discusién comunicativa. Nada se
dice sobre cuestiones que podrian trascender la comuni-
cacion y que de alguna manera la impedirian puesto que
afectados por las decisiones de otros no pueden intervenir
para opinar respecto a las consecuencias de las mismas.
Cuando se manipula el inicio de la vida, los que nacen o
no de una determinada manera no elegida por ellos y si
por otros, no pueden argumentar ni a favor ni en contra
de quienes suponen que los representan. A pesar de
esta circunstancia de ser, no se sigue de ella que del
procedimiento que propone la ética del discurso resulte
un deber ser universal. La ética del discurso acepta en
este punto la falacia naturalista de Hume. Sin embargo,
Habermas en su libro El futuro de la naturaleza humana
¢, Hacia una eugenesia liberal? (2002), se pregunta si la
manipulacion de la composiciéon del genoma humano y
la expectativa de dominar los procesos evolutivos y re-
productivos, que tienden a resquebrajar la frontera entre
lo subjetivo y lo objetivo, entre lo natural y lo hecho en

regiones que hasta el momento escapaban a nuestra
disposicion de intervenir podrian requerir al pensamiento
filosofico a revisar la “abstencion fundamentada”, tan
propiciada por el pensamiento liberal postmoderno. Esta
pregunta que supone un quiebre en la posicion formalista
y procedimiental de Habermas da paso al denominado
giro viviente de la ética que implica intervenir a favor de la
vida porque sin ella no hay ética. Situarse en este contexto
tedrico, puede habilitarnos a desarrollar un andlisis mas
concreto de los procesos de manipulacion biogenética
teniendo en cuenta el deber ético de lograr respetar la
vida. Enrique Dussel, desde la filosofia de la liberacion,
afirma que una ética de los valores, no puede justificarse
si a la vez no da cuenta del sujeto en quien se encarnan
los valores que tienen como fin la reproduccion de la vida.
Si el valor justicia es importante, no lo es porque sea un
valor en si, sino porque los actos que dan a cada uno lo
que le es debido, permiten la reproduccién de la vida, y
esto es central por ejemplo en la vida politica. (Dussel,
2000, 176). Hans Jonas también se posiciona antes las
practicas de intervencion biogenética y sostiene el riesgo
de manipulaciones erréneas, el primer mandato moral es
la actitud de cautela y el pensamiento hipotético que exa-
mine el uso eventual o posible de esas capacidades y sus
consecuencias (Jonas, 1997, 109). Una ciencia permeada
por valores de respeto hacia las autobiografias de los sin
voz se obliga a tener actitudes de extrema cautela que se
plasman en el principio de precaucion aplicado en este
caso a las intervenciones genéticas sobre el embrién
humano “tenemos que volver a temer y a temblar e,
incluso sin Dios, a respetar lo sagrado. Hay tareas
suficientes a este lado del limite que esto establece.
El estado del hombre clama constantemente por su
mejora. Intentemos ayudar. Intentemos prevenir, ali-
viar y curar. Pero no intentemos ser creadores en la
raiz de nuestra existencia, en la sede primigenia de
su secreto” (Jonas, 1997, 143). Estamos en condicio-
nes, como asegura Dussel, de evitar de cometer la
falacia naturalista si reconocemos que ciencia y ética
pueden cumplir una tarea diferenciable pero articulada
y los principios éticos del deber ser son justificables
desde enunciados descriptivos, de hechos de la vida
humana.



22

MEDICINA - Volumen 75 - (Supl. Il), 2015

¢QUE ES EL EMBRION? UN DEBATE SIN FIN: PINCELADAS ANTROPOLOGICAS

MARIA MARTA MAINETTI

Licenciada en Antropologia (UNLP). Especialista en Bioética (UNMdP). Mg en Bioética (ULLIA). Miembro del Programa
Temético de Bioética de la UNMdP. Codirectora del Grupo de Investigacion: Etica, lenguaje y epistemologia, Facultad de
Psicologia, UNMdP. Miembro del Comité de Bioética del Hospital Privado de Comunidad Mar del Plata.

Todas las sociedades humanas atribuyeron signifi-
cados y elaboraron creencias en torno a la vida todavia
no nacida. Es la ciencia, sin embargo, la que devela el
“misterio” y en base a ella, la filosofia y la teologia esta-
blecen teorias. ; Cuando comienza la existencia de una
vida humana? ;Cuando esa vida puede considerarse
persona? Son cuestiones que diferentes pensadores a lo
largo de la historia han respondido de diversas maneras
de acuerdo a los conocimientos cientificos y a las teorias
filoséficas del momento. En la actualidad, los avances
en la biologia molecular y de las modernas tecnologias
reproductivas, generan nuevas posibilidades de inter-
vencion que requieren la profundizacion y actualizacion
de dichas cuestiones. Pero el debate pareciera no tener
fin. Definir el estatuto del embrién es fundamental para
evaluar éticamente cada una de las acciones que lo
comprometen, como por ejemplo las técnicas de fecun-
dacion in vitro. Sin embargo, se trata de una problematica
compleja, que incluye la ponderacién de argumentos
bioldgicos, antropoldgicos vy filoséficos. Desde el punto
de vista biolégico, uno de los problemas que se relaciona
con la generacion de los seres vivos en general y con la
del ser humano en particular, es que las propiedades a
partir de las cuales se afirma la existencia de un ser vivo
individual, van surgiendo sucesivamente en el curso de
su desarrollo y de un modo progresivo. Es decir, tanto
la vida, como la muerte se encuentran al término de un
proceso, pero ellas mismas no pueden identificarse pura
y simplemente con el proceso que a ellas conduce. Es
decir, no hay dificultades para reconocer la existencia
de un sujeto determinado cuando sus potencialidades
estan completamente desplegadas, el problema esta,
justamente en definir cuantas son las propiedades que
lo definen como tal. Desde el punto de vista filoséfico,
se trata de definir si el embridn posee las caracteristicas
que constituyen a la persona como tal y si es por lo tanto
portador de dignidad intrinseca como todo ser humano y
merecedor de derechos.

Se visualizan asi, dos cuestiones diferentes pero
relacionadas entre si:

¢ El comienzo de la vida humana como realidad biologica

* Desde qué momento del desarrollo bioldgico, se es
persona

La cuestion del comienzo de la vida humana se
plantea en el campo cientifico poniendo en discusion el
momento exacto de la hominizacion del embrién. Existen
diversas posturas que condicionan, justifican o aprueban
las diferentes técnicas que actualmente se utilizan para
eliminar, manipular y seleccionar embriones, sin consi-
derarlos vidas humanas. Los avances en el conocimiento
cientifico fueron demostrando que la vida humana es
parte de un proceso continuo e ininterrumpido. Se
fueron generando asi variados argumentos para deter-
minar un inicio, de acuerdo a diversas caracteristicas
consideradas necesarias para asegurar la existencia de
un individuo: la anidacion en el Utero y la pérdida de la
totipotencia (la capacidad de dividirse en dos) son los
argumentos mas aceptados. De todos modos, demostrar
que el embrién es un individuo, no basta para establecer
que es una persona. Hay quienes consideran que es
un individuo, pero que no es persona porgue no posee
razon, ya que en las primeras etapas todavia no se ha
formado el sistema nervioso (estructura biolégica fun-
damental para el desarrollo de esta capacidad humana)
o se ha formado en parte; por lo tanto todavia no seria
un ser racional, es decir, persona; el caracter personal
lo adquiriria en algun momento del desarrollo, sobre
el cual no hay coincidencia en diferentes autores. De
acuerdo a estas posturas, aparecen términos como el
de preembrion, término puramente arbitrario, que pre-
tende minimizar los primeros dias del embrién, como
si estos no constituyeran ya un embrion verdadero. En
realidad, una vez producida la fecundacion, no existe de
ahi en mas ningun cambio sustancial. Es evidente que
este tema es de gran actualidad para el juicio ético que
debe formularse con respecto al aborto y a los avances
cientifico-técnicos que permiten la manipulacién, expe-
rimentacion y descarte de embriones. De todos modos,
en una sociedad plural en lo religioso, cultural y ético, es
indispensable un didlogo abierto que permita contemplar
los valores minimos necesarios para una convivencia
pacifica y de respeto por toda vida humana.
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SIMPOSIO SAIC IV AVANCES EN INVESTIGACION PEDIATRICA

DESDE EL LABORATORIO DE INVESTIGACION AL PACIENTE CON RETINOBLASTOMA
Y NUEVAMENTE AL LABORATORIO. ESTUDIOS DE INVESTIGACION TRASLACIONAL EN
ONCOLOGIA PEDIATRICA

PAULA SCHAIQUEVICH

Investigadora CONICET. Unidd de Farmacocinética Clinica. Hospital de Pediatria “Prof Dr Juan P. Garrahan”

El retinoblastoma es el tumor primario ocular mas
frecuente de la edad pediatrica, representando el 11% del
total de los casos de cancer infantil durante el primer afio
de vida. Suincidencia es de alrededor de 3,5 a 5 casos por
millén de ninos menores de 15 anos de edad en paises
desarrollados y en Argentina. La enfermedad se puede
presentar en un ojo (unilateral) o en ambos (bilateral). Si
bien la tasa de curacion en nuestro pais es superior al
90%, esto implica en numerosos casos la enucleacion del
ojo afectado y en el caso de la enfermedad bilateral, la
consecuente ceguera del nifio. Por ello, es de importancia
esencial el desarrollo y uso de terapias conservadoras
en aquellos casos que es posible aplicarlas. El trata-
miento conservador del retinoblastoma incluyé durante
décadas el uso de quimioterapia sistémica combinada a
pesar de los eventos adversos incluso graves o fatales.
Es especialmente importante destacar en la decision de
tratamiento, el balance entre el tratamiento conservador
del globo ocular y la vida del paciente. Por ello, nuestro
grupo de investigacion traslacional, es un grupo de trabajo
multidisciplinario abocado al desarrollo de vias de admi-
nistracion local novedosas con el objetivo de aumentar
la concentracién de drogas en el tumor (mayor eficacia
clinica) respecto de la cantidad que alcanza en circulacion
sistémica. El desarrollo de nuevas vias de administracion,
nuevas combinaciones de farmacos y de esquemas de

administracion, requiere del estudio en modelos preclini-
cos previo a su traslacion a la terapéutica del paciente. En
la presentacion oral se expondran los distintos estudios
preclinicos (en animales de laboratorio y cultivos celu-
lares) realizados en el laboratorio, los resultados de los
estudios de farmacologia ocular en pacientes del Hospital
JP Garrahanyy la relacion entre ambos tipos de estudios y
su traslacion con retroalimentacion hacia la investigacion
para responder nuevos desafios. Asimismo, se abordara
el estudio de vias de administracidon poco convencionales
para el tratamiento del retinoblastoma diseminado en el
nervio optico. Esto resulta de gran relevancia en paises
en desarrollo dado que es se presentan pacientes con
retinoblastoma diseminado a diferencia de la practica-
mente nula prevalencia en paises desarrollados, y los
pacientes con la enfermedad avanzada raramente se cu-
ran. Discutiremos los estudios de farmacologia ocular que
realizamos para abordar la problematica del tratamiento
del retinoblastoma diseminado, desde el conocimiento
de la etiologia de la enfermedad al desarrollo de nuevas
vias de administracion de quimioterapia. Finalmente, se
discutira el desarrollo de nuevas lineas de investigacion
utilizando cultivos celulares comerciales y de células pro-
cedentes de pacientes con retinoblastoma y los estudios
de sensibilidad farmacoldgica en curso con potencial
aplicacion al tratamiento del tumor ocular.

CREACION DEL INSTITUTO DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL GARRAHAN

GUILLERMO L CHANTADA

Coordinador Instituto de Investigacion, Hospital de Pediatria SAMIC Prof Dr Juan P Garrahan
Investigador Principal en Salud, CONICET gchantada @garrahan.gov.ar

A partir de la decision del Consejo de Administracion
del Hospital de crear un Instituto de Investigacion en
2014, se podran alinear los desarrollos de investiga-
cién existentes en el hospital con un plan estratégico
institucional que incluya una profesionalizaciéon de
varios recursos indispensables para una investigacion
traslacional de calidad hoy disponibles en el Hospital,

pero en forma no sistematizada. Estos incluyen un
biobanco dedicado, modernizacién del bioterio, el
desarrollo un area de ensayos clinicos bajo estanda-
res de buenas practicas, la captura y procesamiento
de datos. El instituto proyecta incorporar areas de
gendmica, terapia celular y estudio de enfermedades
poco frecuentes.
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¢ Actividades y metodologia:

Las tareas a desarrollar por el Instituto de Investigacion
incluyen:

1) Creacién de una carrera de investigadores en la
némina de personal del Hospital Garrahan. Esta estruc-
tura incluye investigadores dependientes del Instituto, del
CONICET o de otras pertenencias institucionales afines.
Se contempla que los investigadores en sus grados su-
periores deban tener una dedicacion completa a la inves-
tigacion, coordinando la actividad de otros investigadores
a tiempo parcial. Esta accion, junto con la consecucién de
un espacio fisico dedicado, permitira crear un ambiente
académico de discusion de problemas bajo la éptica de la
investigacion, que atraiga becarios doctorandos, pasantes
y residentes a la investigacion traslacional en Pediatria.
Se creara un sistema de becas doctorales para médicos
especialistas en coordinacién con el plan de residencias
post-basicas.

2) Creacion de un consejo asesor que colabore en la
evaluacion de los investigadores, sus proyectos y sus
resultados.

3) Creacion de una estructura organica institucional
que ponga bajo el marco de la matriz institucional
areas hoy consideradas indispensables para la inves-
tigacion que en el momento actual encuentran menor
desarrollo o dispersas entre distintos departamentos
del Hospital.

4) Vinculacion: El Instituto serd un nexo que facilite
la interaccion con instituciones locales e internacionales
de investigacion y haga todos los esfuerzos necesarios
para atraer a nuevos investigadores y al personal que
desarrolla sus tareas en el Hospital a actividades de
investigacion. Se ha lanzado un programa de subsidios
orientados cofinanciados con la Agencia Nacional de
Promocidn Cientifica y Tecnoldgica (PICTO-Garrahan).
Se desea que exista un estrecho vinculo con la comunidad
mediante acciones en conjunto con ONGs.

MEDICINA - Volumen 75 - (Supl. Il), 2015

5) Construccién de un edificio propio para el funciona-
miento futuro del Instituto donde puedan desarrollar sus
actividades los grupos actuales y se pueda recibir nuevos
grupos en siguientes etapas de desarrollo. En este edificio
propio, se propone asignar espacios dedicados a areas
que permitan la vinculacion de los nifos internados en
el Hospital a la investigacion, a través del juego, que los
familiarice con las investigaciones que en muchas oca-
siones son las que hacen posible su curacién. El nuevo
edificio, se vinculara fisicamente con el edificio central
del Hospital en sus areas de internacion, vinculandolo al
area de ensayos clinicos y farmacolégicos que permita
al personal médico y de enfermeria integrarse a la inves-
tigacién en forma natural.

Ordenamiento en 3 areas iniciales de desarrollo es-
tratégico, orientadas a las necesidades asistenciales del
Hospital.

- Investigaciones que permitan conocer los mecanis-
mos de distintas enfermedades, tanto las prevalentes,
donde se desee conocer aspectos especificos de nuestra
poblacién, como las enfermedades oncoldgicas, inmuno-
I6gicas, endocrinoldgicas y las poco frecuentes en gene-
ral. Esta area incluye los estudios epidemioldgicos con
su correlato molecular que permita establecer parametros
locales de interés en la salud publica.

- Investigaciones dedicadas a la identificacion, de-
sarrollo y evaluacion de nuevos tratamientos médicos o
quirurgicos que permitan acercar a la poblacion pedia-
trica nuevos desarrollos terapéuticos, preferentemente
aquellos desarrollados en el pais en especial para las
enfermedades poco frecuentes.

- Investigaciones dedicadas al desarrollo o evaluacion
de aplicaciones fisicas o informéaticas o instrumentos que
permitan la rehabilitacién de pacientes pediatricos con
dolencias cronicas permitiendo el monitoreo de ciertas
funciones, acciones de farmacos o bien instrumentos que
ayuden a la rehabilitacion de pacientes.

DESARROLLO DE MEDICAMENTOS PARA ENFERMEDADES PEDIATRICAS DESATENDIDAS

FACUNDO GARCIA BOURNISSEN

Investigador Adjunto, CONICET Hospital de Nifios “Ricardo Gutierrez”
Gallo 1330, (1425) Buenos Aires, Argentina

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce
17 enfermedades como ignoradas o “desatendidas” (ne-
glected diseases, en inglés). Estas enfermedades afectan
a mas de 1.000 millones de personas en el mundo (es
decir, a 1 de cada 7 personas vivas) y causan enormes
pérdidas econémicas para los paises afectados. A pesar
de que la lista de enfermedades ignoradas de la OMS
es extensa e incluye muchas enfermedades con un

impacto importante en la salud de las personas que las
padecen (por ej. Dengue, Enfermedad de Chagas, Lepra,
Leishmaniasis, entre otras), este listado solo representa
una fraccion de las enfermedades y problemas de salud
que afectan a las poblaciones mas empobrecidas y
marginalizadas del planeta. Estos problemas, definidos
globalmente como “condiciones ignoradas” (neglected
conditions) abarcan no solo las enfermedades definidas
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por la OMS como ignoradas sino también problemas de
salud reproductiva, enfermedades de transmisién sexual,
déficits de micronutrientes, y problemas toxicoldgicos
comunes (por ej., exposicion al plomo y otros toxicos).
Estos problemas de salud tienen en comun haber sido
persistentemente ignorados por los sectores publicos y
privados debido a la escasa disponibilidad de incentivos
para investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos
(por €j., nuevas drogas o vacunas), y la falta de fondos
suficientes para la implementacion de estrategias de
control ya existentes. Lamentablemente, la poblacion
pediatrica no solo se encuentra entre las principales victi-
mas de las enfermedades ignoradas, sino que también ha
sido dejada de lado del proceso de desarrollo de nuevas
terapias, lo que tiene como consecuencia la ausencia de
medicamentos seguros y efectivos y de formulaciones
adecuadas para los nifios con estas enfermedades. Estos
déficits comunmente fuerzan a la comunidad médica a
administrar a estos nifios con enfermedades ignoradas
tratamientos disefiados y casi exclusivamente estudiados
en adultos, para los que no existe generalmente evidencia
pediatrica que permita ajustar dosis y predecir eventos
adversos especificos de esta poblacion, produciendo
como consecuencia un riesgo elevado de toxicidad (por
sobredosis) y falla terapéutica (por utilizacion de dosis
menores a las requeridas por los nifos). Las dificultades
(percibidas, pero no siempre reales) asociadas a la inves-
tigacion clinica farmacolégica en pediatria son multiples
(por €j., bajo reclutamiento de pacientes, complejidades
éticas, dificil evaluacion clinica de eventos adversos, y
falta de informacion suficiente sobre diferencias farma-
cocinéticas y farmacodinamicas en la edad pediatrica),
y suelen ser citadas como excusa para la escasez de
estudios clinicos y, por lo tanto, de informacién fehaciente
sobre la farmacologia clinica de muchos medicamentos

25

en pediatria. Esta excusa deja entrever la falta de com-
promiso de las empresas farmacolégicas y de muchas
agencias de financiamiento para la investigacion con la
poblacién pediatrica, mas que una verdadera dificultad
en la realizaciéon de los estudios clinicos. Esta falta de
compromiso parece estar en retroceso en los ultimos
afos, a juzgar por el creciente interés en la realizacion de
estudios pediatricos de Agencias No Gubernamentales
(por ej, Drugs for Neglected Diseases initiative, Thrasher
Research Fund, Gates Foundation, y otras) y algunas
empresas farmacéuticas, asi como el requerimiento
de estudios pediatricos para nuevos medicamentos
por parte de Agencias Regulatorias. Sin embargo, este
creciente interés en la investigacion en farmacologia
clinica pediatrica no ha llegado aun de manera signifi-
cativa a las enfermedades ignoradas, salvo por algunas
pocas excepciones. Incluso si la voluntad de mejorar la
situacion de la poblacion pediatrica con enfermedades
ignoradas parece ser amplia, pocos estudios pediatricos
se han llevado adelante en este campo, y los fondos
disponibles para este tipo de estudios no alcanzan ni a
una pequena fraccion de los fondos invertidos en el desa-
rrollo de otros medicamentos para condiciones menores
como la toxina botulinica para la terapia cosmética o el
desarrollo de antidepresivos con caracteristicas similares
a los ya existentes en el mercado. A pesar de que los
estudios para las enfermedades ignoradas en pediatria
no son faciles de llevar adelante, y de la falta de apoyo
financiero para desarrollarlos, existen algunos ejemplos
(por ej. la Enfermedad de Chagas, Leishmaniasis) en
que la situacion parece estar cambiando réapidamente.
Es importante recordar que los nifios tienen derechos,
incluyendo el derecho a acceder a medicamentos seguros
y efectivos, y que los estudios de farmacologia clinica en
pediatria son indispensables para arribar a este objetivo.

CORTISOL Y ALDOSTERONA, UN DELICADO EQUILIBRIO ENTRE IMPRESCINDIBLE Y EXCESIVO:
HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA

GABRIELA PAULA FINKIELSTAIN

Meédica Especialista en Endocrinologia Pediatrica. Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez. Investigadora Adjunta CONICET

La Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC) consiste
en un grupo de enfermedades autosémicas recesivas
en las cuales existe un defecto en una de las enzimas
involucradas en la biosintesis de cortisol. La deficiencia
de 21-hidroxilasa, causada por mutaciones en el gen
CYP21A2, es la responsable del 95% de todos los casos
de HSC y se caracteriza por la deficiencia de glucocor-
ticoides, con o sin deficiencia de mineralocorticoides y
exceso de andrégenos. La disminucidon o ausencia de
actividad de la 21-hidroxilasa afecta la conversion de

17-hidroxiprogesterona (170HP) a 11-desoxicortisol y
de progesterona a 11-desoxicorticosterona (DOCA) con
la consiguiente insuficiente sintesis de cortisol y aldos-
terona respectivamente. Las presentaciones clinicas
incluyen una forma clasica, que su vez se subdivide en
las formas virilizante simple (HSC-VS) y perdedora de
sal (HSC-PS), y una forma no clasica. La HSC-PS se
presenta con signos de virilizacion intrautero en fetos
femeninos y deficiencia de aldosterona en ambos sexos
que lleva cuadro agudo de pérdida salina que puede
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poner en riesgo la vida. El tratamiento de los pacientes
con deficiencia clésica de 21-hidroxilasa consiste en la
administracion de glucocorticoides y, en pacientes con
HSC-PS, en la administracion adicional del mineralocor-
ticoide 9a fluorhidrocortisona y suplementos de cloruro
de sodio (NaCl) hasta los 9-12 meses de vida. Este
tratamiento previene las crisis adrenales y contribuye
a suprimir la sobreproduccién de andrégenos por las
glandulas suprarrenales, permitiendo un crecimiento y
desarrollo normal de los pacientes con HSC. Si bien el
mismo ha mejorado sustancialmente a lo largo del tiempo,
a menudo son necesarias dosis ligeramente elevadas de
glucocorticoides para suprimir el exceso de andrégenos.
En el periodo neonatal, y en los primeros meses de vida
extrauterina, existe en humanos, una baja expresion del
receptor para mineralocorticoides a nivel renal, lo cual
genera una menor capacidad de regular la homeostasis
del sodio y agua, remedando una resistencia parcial a la
aldosterona. Por lo tanto, los lactantes con HSC son mas
susceptibles a desarrollar crisis adrenales y requieren
proporcionalmente mayores dosis de mineralocorticoides
comparados con pacientes mayores de un afo de vida.
Desde el punto de vista clinico, el tratamiento mineralocor-
ticoideo previene la pérdida salina, disminuyendo el riesgo
de vida de los pacientes; sin embargo, en vista de que
estos individuos reciben una dosis fija en forma croénica,
estarian potencialmente expuestos a una incapacidad
fisiolégica de excretar una sobrecarga salina en tiempo
y forma adecuada. Adicionalmente, dada la dificultad de
hallar pardmetros bioquimicos adecuados de monitoreo
del tratamiento mineralocorticoideo, resulta dificil indivi-
dualizar las dosis de 9a fludrocortisona 6ptima para tratar
las formas perdedoras de sal. Consecuentemente los
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adolescentes y adultos jovenes con HSC podrian estar
expuestos a dosis ligeramente excesivas a lo largo de la
vida, con potencial riesgo cardiovascular e hipertension en
la adultez temprana, remedando la morbilidad asociada
a un hipermineralocorticismo enddgeno. Adicionalmen-
te, los potenciales efectos a largo plazo del tratamiento
cronico con glucocorticoides y mineralocorticoides se
verian agravados por un aumento en la prevalencia de
otros factores de riesgo cardiovascular reportados en
algunos estudios realizados en pacientes con HSC como
obesidad, insulinoresistencia e hipertension arterial. Sin
embargo, los resultados de estas investigaciones en
adolescentes y adultos jovenes con HSC son contro-
vertidos, por lo tanto, hemos llevado a cabo un estudio
prospectivo en el cual evaluamos la prevalencia de hi-
pertension arterial, de factores de riesgo cardiovascular
incluyendo obesidad, insulinorresistencia y marcadores
pro-inflamatorios en pacientes con HSC-PS por deficien-
cia de 21-hidroxilasa. Adicionalmente, hemos evaluado
el comportamiento renal frente a una sobrecarga oral de
sodio en esta poblacion de pacientes. Los resultados de
nuestra investigacion muestran que, los adolescentes y
adultos jévenes con HSC-PS presentan incremento en
el indice de masa corporal, niveles de insulina basal y
HOMA-IR lo cual coincide con datos hallados en la lite-
ratura. No muestran signos evidentes de hipertension ni
de enfermedad cardiovascular incipiente, no obstante,
un alto porcentaje de pacientes mostré alteraciones en
el ritmo circadiano de presion arterial y una actividad de
renina plasmatica persistentemente elevada a lo largo
del estudio. Estos hallazgos podrian sugerir un riesgo
adicional para el desarrollo de enfermedad cardiovascular
y morbilidad en la edad adulta.
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RELACION TURBULENTA

INMUNO-MODULACION DE LA DIABETES TIPO 1

MARCELO PERONE

Instituto de Investigacion en Biomedicina de Buenos Aires (IBioBA), CONICET.
Partner Institute of the Max Planck Society, Buenos Aires, Argentina

La diabetes mellitus tipo 1 (T1DM) es una enfermedad
progresiva mediada por el sistema inmune en el que este
destruye selectivamente las células 3 de los islotes de
Langerhans en el pancreas. Los linfocitos T y diversos
mediadores inflamatorios incluyendo citoquinas pro-infla-
matorias, especies reactivas de oxigeno y proteasas, se
cree, son los efectores principales de las destruccion de
la masa celular . Consecuentemente, en pacientes con
diagndstico de T1DM existe hiperglucemia e insuficientes

niveles de insulina para mantener la demanda metabdlica.
El escenario en el cual la rama adaptativa del sistema
inmune participa de la destruccion de las células B es
complejo. La produccion intra-islote de citoquinas pro-
inflamatorias tales como INF-y, IL-13 y TNF-a por parte
de los linfocitos T CD4*y CD8* activados es una caracte-
ristica del proceso inflamatorio (insulitis). Este incremento
de las citoquinas pro-inflamatoriasen el microambiente de
los islotes dispara la apoptosis de las células  como asi
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también, la expresion in situ de quemoquinas las cuale-
spromueven la infiltracién del islote por parte de células
inmunes de la rama adaptativa, que también contribuyen
y potencian su deterioro. Las terapias de administracién
de insulina actuales no son completamente satisfactorias
para restaurar el control glucémico estricto, la principal
causa de complicaciones en los pacientes diabéticos.El
reemplazo de la masa celular b dafiada o la induccion in
vivode células secretoras de insulina derivadas de pro-
genitores en conjunto con una adecuada modulacién del
sistema inmune descontrolado y del proceso inflamatorio,
constituiria una posible cura para la T1DM. Sin embargo,
los actualesinmunosupresores y anti-inflamatorios exis-
tentespueden causar inmunosupresion generalizada y
efectos secundarios perjudiciales incluyendo infecciones,
malignidades, anemia, reacciones en el sitio de inyeccion,
etc. Por lo tanto, son necesarias estrategias terapéuticas
dirigidas hacianuevos mecanismos intracelulares y/o el
empleo de moduladores mas eficientes de la inflamacién
para controlar el proceso autoinmune. La T1DM se diag-
nostica usualmente por sus sintomas clinicos o durante
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estadios subclinicos tardios, desafortunadamente tiempo
después de la aparicidon de linfocitos T auto-reactivos.
Por lo tanto, es necesario descubrirbiomarcadores que
ayuden a pronosticar con certeza la apariciéon de la en-
fermedad en individuos genéticamente predispuestos
que inevitablemente progresaran hacia la TIDM. Este
tipo de herramientapodria permitirimplementar terapias
antigeno-especificas en combinacion con agentes inmu-
nosupresores a dosis no téxicas. Por otra parte, también
se necesita del desarrollo de un mayor conocimiento de
los mecanismos que conducen a la generacion in vitro
o in vivo de células b. Una vez que se consigan estos
objetivos, se necesitara del control de los linfocitos T
auto-reactivos para la prevencién o para la potencial
recurrencia de la respuesta anti-b. En este sentido, re-
sultados recientes provenientes de ensayos clinicos que
incluyen la infusién de células madre, células dendriticas
o linfocitos Treg manipulados exvivo o no, podrian ser
aprovechados en combinacién con pequefias molécu-
las inhibidorasque ya han demostrado tener éxito en
ensayos pre-clinicos.

INMUNO-MODULACION DE LA ENDOMETRIOSIS

ROSA INES BARANAO

Instituto de Biologia y Medicina Experimental- FIBYME- CONICET

La endometriosis se define como la presencia de
tejido endometrial fuera de la cavidad uterina. Es una
enfermedad ginecoldgica benigna, inflamatoria y estro-
geno dependiente. Sus principales sintomas son el dolor
pélvico agudo, previo o durante la menstruacion y/o dolor
cronico, y la infertilidad. Es una enfermedad que afecta
alrededor del 10-15% de las mujeres en edad reproduc-
tiva y entre un 50-80% de estas pacientes son infértiles’.
Hasta el momento, la teoria mas aceptada para explicar
su etiologia es la propuesta por Sampson que sugiere
el paso de fluido menstrual retrogrado a través de las
trompas de Falopio y su posterior implantacion en la ca-
vidad peritoneal, adjudicandole un origen eutdpico a las
lesiones endometridsicas. No obstante, la menstruacion
retrograda es frecuente en la mayoria de las mujeres en
edad reproductiva, por lo que se piensa que existen otros
factores que hacen posible la adherencia y desarrollo
de estos implantes sdélo en un porcentaje restringido de
mujeres que evidencian clinicamente esta patologia2. Un
mecanismo posible es que el tejido endometrial de las mu-
jeres que desarrollan endometriosis posea caracteristicas
diferentes al tejido de las mujeres normales. Basandose
en esta hipdtesis, distintos autores han demostrado que

el endometrio de estas pacientes presenta una capacidad
de proliferacion y sobrevida incrementadas, lo que favo-
receria su persistencia y crecimiento en sitios ectopicos®.
Sin embargo, hasta el momento existen interrogantes
sin responder acerca de esta enigmatica enfermedad:
¢ Por qué el tejido endometrial ectopico no es eliminado
de la cavidad peritoneal por el sistema inmunoldgico?
¢ Qué alteraciones del sistema inmunoldgico presentan
las pacientes con endometriosis? El principal objetivo de
este trabajo fue investigar cuales son las alteraciones
del sistema inmunolégico presentes en las pacientes
con endometriosis que impiden que el tejido endometrial
ectépico sea eliminado. En las pacientes con endome-
triosis existen evidentes alteraciones inmunoldgicas
que podrian ser causa o consecuencia de la presencia
de tejido endometrial ectopico y del incremento de los
niveles de estrogenos en la cavidad peritoneal®. Las
Células dendriticas (CD) y la presentacion antigénica a
cargo de éstas células se hallan disminuidas®®. La po-
blacién de macrofagos peritoneales esta aumentada con
respecto a las mujeres normales al mismo tiempo que
existe un incremento en la produccién de IL-1, VEGF,
PGE, vy liberacion de especies reactivas de oxigeno
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(ROS) lo cual favorece la proliferacion y angiogénesis
de los implantes endometridsicos y el establecimiento
de una inflamacién crénica®'2. Estas células también
tienen disminuida su capacidad de presentar antige-
nos a los LT. Ademas, los propios macréfagos poseen
aromatasa P450 por lo cual podrian tener una produc-
cion autdcrina de estrégenos'®'4. Asimismo, tanto los
estrogenos como otros factores solubles tales como
PP14, HLA-Gs y citocinas de tipo Th2 inducirian una
marcada disminucion en la actividad de células NK 'y
LT citotéxicos's'e. El incremento de LTreg junto con la
expresion Galectina-1 y HLA de tipo | no clasicos por
parte del tejido endometrial ectépico son otros factores
inhibitorios de la citotoxicidad'. Si bien se trata de una
enfermedad inflamatoria, en el liquido peritoneal de las
pacientes con endometriosis predominan las citocinas de
tipo Th2 que favorecen la tolerancia inmunolégica hacia
los implantes'®. Finalmente, existiria un aumento de la
poblacién de LB1 que seria responsable del aumento de
anticuerpos de tipo IgM observado en muchas pacientes
con endometriosis'®.
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RESPUESTA ANTI-TUMORAL DE CELULAS DENDRITICAS ACTIVADAS
POR HORMONAS TIROIDEAS

CLAUDIA PELLIZAS

Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET). Dpto Bioquimica Clinica, Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba, Cordoba, Argentina

La accion de las hormonas tiroideas (HTs) es contro-
lada por numerosas condiciones, inherentes tanto al fun-
cionalismo tiroideo como a los diferentes tipos celulares
blanco de su accion y a factores externos, tales como
otros agentes hormonales, y mediadores del sistema
inmune y nervioso. Es, ademas, un proceso que involucra
diversos eventos incluyendo la interaccion con receptores
especificos localizados tanto a nivel nuclear (acciones
gendmicas) como en membrana plasmatica, citoplasma
y otras organelas (acciones no-gendémicas) (Mullur y col.,
2014). Por otra parte, las células dendriticas (DCs) son
las principales células presentadoras de antigenos (Ag),
capaces de reconocer, procesar y presentar Ag a los
linfocitos T (LT) “naive’ para la induccion de respuestas
adaptativasespecificas. En este contexto, los LT CD8*
proliferan y montan respuestas citotoxicas. (Satpathy y
col, 2012). En este sentido, la inmunoterapia antitumoral
a base de DCs se basa en la utilizaciéon de las propias
DCs del paciente, que son expuestas a los Ag del tumor
ex vivoy luego reinyectadas para desarrollar respuestas
especificas antitumorales (Kirkwoody col., 2012). Sin

embargo, el éxito de terapéutico es aun limitado ya que
las DCs activadas tienen vida media corta en nédulos lin-
faticos y las DCs muertas inducen tolerancia. Por lo tanto,
el mejoramiento de esta inmunoterapia es actualmente un
desafio (Paluckay col., 2012). Nuestro grupo viene estu-
diando el impacto de la HT activa: triiodotironina (T3) en
el proceso de inicio de la respuesta inmune y el desarrollo
dela inmunidad adaptativa. En este sentido, demostra-
mos la presencia de receptores de HTs (TRs) en DCs,
principalmente la isoformap,, con preferente localizacion
a nivel citoplasmatico. También reportamosel rol esencial
de T3 en el control de la maduraciéon y funciéon deDCs,
induciendo un perfil Th1 (Mascanfroni y col., 2008). Por
estudios in vitro, demostramos que estos efectos de T3
a nivel de DCsfueron mediados por TRp, a través de un
proceso Akt y NFKB dependientes (Mascanfroni y col.,
2010) y contrarrestados por glucocorticoides (Montesinos
y col, 2012). Por su parte, y utilizando modelos animales
murinos: WT y con TR mutado (“TRbPV”, no une T3;
Wong y col., 1997), demostramos in vivo la relevancia
de la sefalizacion mediada por T3-TRB, WT (y no por
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TRBPV), capaz de dotar a las DCs con la habilidad de
estimular respuestas T-citotoxicas Ag-especificas. La
unién de T3 a TR, incremento la viabilidad de las DCs
y su migracion a nédulos linfaticos. Ademas, T3 estimu-
16 la habilidad de las DCs de realizar la “presentacion
cruzada de Ag”, evento crucial para el desarrollo de
una imunoterapia protectiva antitumoral (Joffre y col.,
2012) y estimular respuestas citotoxicas. Mas aun,
en un modelo tumoral de melanoma (B16-OVA), una
estrategia de vacunacién antitumoral basada en DCs
pre-estimuladas con T3 en presencia delAg tumoral
OVA, inhibié el nimero de animales que desarrollaron
eltumor. En los ratones afectados, dismunuyd el creci-
miento tumoral y prolongo la sobrevida. Estos efectos
fueron mediados, al menos en parte, por células T
CD8, productoras de IFN-y (Alamino y col., 2015). Los
resultados obtenidos hasta el presente, ademas de
acrecentar el conocimiento del efecto de las HTs a nivel
del sistema inmune, destacan el efecto adyuvante de
la sefializacion mediada por T3-TRB1 en protocolos de
vacunacioén en base a DC, con profundas implicancias
en inmunoterapia para el cancer.
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NEUROENDOCRINE AND IMMUNE RESPONSES TO ACUTE PSYCHOSOCIAL STRESS

MOISES E. BAUER

Laboratory of Inmunosenescence. Institute of Biomedical Research, Pontificial Catholic University of the
Rio Grande do Sul (PUCRS), Porto Alegre, Brazil

Psychological stress has been associated with acti-
vation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA)
and altered immune responses. While acute experimental
stress is known to activate peripheral lymphoid cells and
increase the inflammatory tone, the chronic stress is more
clearly associated with immunosuppression. Indeed,
the immune activation is part of stress response, and
psychosocial stress has been implicated in the pathoge-
nesis of psychiatric disorders. Higher immune responses
have been associated with lower cortisol responses to
acute psychosocial stress in healthy subjects. However,
stress reactivity is largely unknown in mood disorders,
like bipolar disorder (BD), and failure to mount adequate
neuroendocrine responses following stress could be
associated with detrimental overshooting immune res-
ponses. Indeed, a growing body of evidence suggests an
immunological imbalance in BD, associated with a pro-
inflammatory profile. Laboratory stress studies provide a
unique opportunity to address the underlying mechanisms
involved in stress reactivity. The Trier Social Stress Test
(TSST), a validated laboratory psychosocial stress task,

is commonly used to analyze biological changes due to
controlled stress exposure. We have recently investiga-
ted the neuroendocrine and immune responses to acute
psychosocial stress challenge in BD. It was hypothesized
that blunted neuroendocrine responses to stress could
be associated with immune activation in BD. Thirteen
euthymic female subjects with type 1 BD and 15 healthy
controls underwent the Trier Social Stress Test protocol
(TSST). Blood samples were collected before and after
TSST. Lymphocytes were isolated and stimulated in
vitro to assess lymphocyte activation profile, lymphocyte
sensitivity to dexamethasone (a synthetic glucocorticoid),
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and nuclear
factor kappa B (NF-kB) signaling by flow cytometry. Heart
rate and salivary cortisol levels were monitored across the
task. BD participants exhibited blunted stress responses
as shown by reduced heart rate and salivary cortisol levels
in comparison to healthy controls. BD was also associated
with reduction in the percentage of regulatory T cells, but
with expansion of activated T cells. When compared to
controls, patients showed increased lymphocyte MAPK
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p-ERK and p-NF-kB signaling after the stress challenge,
but exhibited a relative lymphocyte resistance to dexa-
methasone. In conclusion, stress-related neuroendocrine
responses are blunted, associated with increased immune
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activation and lower sensitivity to glucocorticoids in BD.
An inability in reducing NF-kB and MAPK signaling fo-
llowing TSST could be underlying the immune imbalance
observed in BD.

NUEVOS DETERMINANTES DE LA PROGRESION TUMORAL

ELISA BAL DE KIER JOFFE

Area Investigacion. Instituto de Oncologia Angel H. Roffo

La metastasis representa la mayor amenaza de pro-
gresion del cancer y es la causa principal de muerte de
los pacientes oncoldgicos. La metastasis involucra una
compleja e ineficiente cascada de eventos que se inicia
en el tumor primario y culmina en la colonizacion de
organos distantes. Inicialmente las células tumorales de
estirpe epitelial sufren un proceso de transicion epitelio-
mesenquimatica, que les confiere mayor motilidad y
capacidad de invadir las matrices extracelulares, mediada
por un aumento de las enzimas proteoliticas. Ya en el
estroma, ahora constituido en el microambiente tumoral,
se establecen interacciones especificas con los diferen-
tes componentes celulares y extracelulares del mismo,
de las que dependera el ulterior destino de la célula
maligna. Una vez en la circulacion sanguinea la célula
tumoral circulante (CTC) debera sobrevivir a la anoikis y
escapar del ataque del sistema inmune. Superadas estas
amenazas las CTCs se extravasan hacia el parénquima
de diferentes 6rganos donde, dependiendo de nuevas
interacciones, se producira la colonizacion. Alli la cé-
lula tumoral diseminada puede permanecer quiescente
(tumor dormancy), o puede formar micrometastasis que
eventualmente creceran para dar lugar a macrometas-
tasis. Estudios recientes sugieren que las metastasis se
originan a partir de células “stem” (troncales) tumorales,
una pequefa poblacién tumoral capaz de autorenovacion.
Este concepto permitiria explicar parcialmente la ineficien-
cia del proceso metastasico y la adquisicion de resistencia
a drogas. Otro concepto importante es que el curso de
la cascada metastasica variara segun el perfil genético
del tumor de origen, identificandose “firmas genéticas”
(genetic signatures) que correlacionan con diseminacion
metastasica y mal prondstico. Los estudios clinicos indi-
can que la distribucidn de las metastasis esta relacionada
con el sitio de origen y tipo de tumor primario. Si bien la
distribucion de las metastasis puede explicarse parcial-
mente por el patrén circulatorio, las evidencias apoyan
la existencia de interacciones moleculares especificas

que favorecen la retencion y proliferacion de las células
tumorales en determinados 6rganos. Un mecanismo muy
novedoso propone que el tumor primario puede modificar
el microambiente del 6rgano blanco antes de la llegada
de la célula metastéasica, demostrandose la formacion de
“nichos pre-metastasicos” que se comportaran como un
sitio de anclaje para el futuro crecimiento metastasico. Se
ha propuesto que los tumores primarios liberan factores
que actuan sobre los fibroblastos residentes e inducen
la produccion y depdsito de fibronectina en sitios espe-
cificos del érgano blanco, nichos que son rapidamente
colonizados por células progenitoras hematopoyéticas
(CPH) provenientes de la médula ésea. Las CPH alojadas
en los nichos pre-metastasicos son capaces de secretar
proteasas, factores de crecimiento y quimioatractantes,
modificando la matriz extracelular y creando un gradiente
capaz de convocar finalmente a las células tumorales,
que proliferaran en el “nicho metastasico”. Recientemente
se ha descripto una nueva modalidad de comunicacion
intercelular en el microambiente tumoral. Ademas de los
factores solubles, tanto las células tumorales como las
normales liberan al medio microvesiculas que pueden
establecer contactos ligando-receptor con las células
circundantes. Entre las microvesiculas se destacan los
exosomas, entidades bioldgicamente activas capaces
de inducir sefalizacion y de transmitir material genéti-
co horizontalmente por contener ARNm y microARNs
funcionales. Hay fuertes evidencias que indican que los
exosomas juegan un papel muy importante, tanto en el
tumor primario como en los nichos pre-metastasicos y
metastasicos, promoviendo angiogénesis, reclutando
diferentes poblaciones o induciendo inmunosupresion,
constituyéndose en un posible nuevo blanco terapéutico.
Con relacion a los microARN, son pequefas moléculas
de ARN no codificante que controlan la expresion géni-
ca en forma especifica actuando sobre los ARNm. Los
microARNs se encuentran frecuentemente desregulados
en diferentes tumores, promoviendo fenotipos altamente
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proliferativos e invasivos. También se ha demostrado que su
desregulacion tiene implicancias en diagndstico, prondstico
y tratamiento del cancer. Asimismo, el hecho de encontrarse
en los exosomas confiere a los microARN la propiedad de
controlar la progresion y la metastasis, e inclusive sintomas
paraneoplésicos como la caquexia, a través de la modula-
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cion del microambiente tumoral. En la tltima década, se han
hecho muchos progresos para definir los factores de la célula
tumoral y del huésped que determinan el comportamiento
de la célula metastasica. Resulta critico poder alcanzar el
desarrollo de enfoques novedosos que permitan mejorar la
supervivencia del paciente oncoldgico.

RECEPTORES B,-ADRENERGICOS Y SU SENALIZACION EN MORFOGENESIS MAMARIA Y
PROGRESION TUMORAL

ARIANA BRUZZONE

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca

El estrés es un proceso fisiolégico que responde
a nuestra necesidad de adaptarnos a un entorno en
constante cambio. Se genera por la descarga inmediata
y automatica de catecolaminas por parte del Sistema
Nervioso Simpatico (SNS) y por la médula suprarrenal.
Si bien cierto nivel de estrés es necesario y adaptativo,
se espera que sea de corta duracion. Cuando éste se
prolonga o intensifica en el tiempo el cuerpo permanece
en un estado de sobrecarga, con consecuencias dele-
téreas para la salud, incluyendo problemas cardiacos,
supresion del sistema inmune y cancer. Los receptores
B-adrenérgicos (B-AR), blancos de las catecolaminas en-
doégenas, fueron asociados originalmente con funciones
cardiovasculares. Sin embargo, durante los Ultimos afos,
estos receptores ganaron protagonismo en el contexto
del cancer. El sistema B-adrenérgico ha sido asociado
con casi todos los hitos (hallmarks) del cancer. Entre
las mujeres, el cancer de mama es el mas frecuente y la
primera causa de muerte por cancer en el mundo. En la
Argentina, cada afio, mueren por esta enfermedad aproxi-
madamente 5.400 mujeres. Los B-AR, principalmente del
subtipo B,, fueron descriptos en la glandula mamaria de
diferentes especies, en lineas celulares tumorales y no
tumorales de mama humana y en muestras tumorales
de mama. Sin embargo, los datos que relacionan los
B-AR y el cancer de mama son aun controversiales. En
los Ultimos afios, numerosos autores han sugerido el uso
de B-bloqueantes como opciones terapéuticas para el
cancer de mama. Sin embargo, analisis epidemioldgicos
han demostrado que los resultados son inconsistentes,
sumando confusion en cuanto al potencial uso de los mis-
mos en pacientes. La expresion del §,-AR se encuentra
implicada en el fenotipo de células mamarias humanas.
Tanto en células tumorales como no tumorales de mama
humana, la expresion del B,-AR y su activacion via la
produccion de cAMP se encuentran asociados a un fe-

notipo mas benigno. La estimulacion de estos receptores
disminuye la proliferacién celular. En células no tumorales
MCF-10A, esto ocurre por un mecanismo dependiente
de B,-ARs ubicados fuera de microdominios ricos en
colesterol o “balsas” (rafts) de la membrana plasmatica,
activando la via AMPc/PKA e inhibiendo la fosforilacion
de Erk1/2. Por otro lado, la estimulacion de los B,-ARs
ubicados en “rafts”ricos en colesterol, induce la adhesion
celular especifica a la fibronectina, via AMPc/EPAC. La
activacion B-adrenérgica también activa la via de Akt/
Rac-cofilina. Ambas vias se encuentran asociadas a una
reorganizacion del citoesqueleto de actina. La activacion
de estos receptores causa, ademas, una disminucion
de la migracién de células tumorales y no tumorales,
asi como también la diferenciacion de células creciendo
en cultivo tridimensional. Las células bajo el estimulo
B-adrenérgico desarrollan un lumen, como asi también
las células no tumorales, siendo capaces de desarrollar
ductos y estructuras que se asemejan a los Iébulos ma-
marios. En modelos in vivo, la estimulacion p-adrenérgica
con isoproterenol disminuye el crecimiento de tumores
mamarios murinos, induciendo la diferenciaciéon de los
mismos. En la glandula mamaria normal de raton, el
isoproterenol (Iso) induce la ramificacion (branching) de
los ductos mamarios, aumentando significativamente
la cantidad de los mismos. Basandonos en diferentes
criterios, observamos que la ramificacion que resulta
de esta estimulacion produce ductos normales, que no
interfieren en la funcionalidad de las glandulas. El efecto
del Iso sobre la ramificacion de los ductos mamarios de-
pende de la presencia del receptor de estradiol, pero no
del receptor de progesterona. En conjunto, todos estos
datos demuestran que existe una relacion evidente ente
los receptores B-adrenérgicos y el desarrollo normal y
tumoral de la mama. Mediante el estudio detallado de
cada componente de la respuesta al estrés, y dejando de
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lado las tendencias, comprenderemos la complejidad del
estrés en la biologia del cancer. Debido a que el diagndstico
y el tratamiento del cancer es una importante causa de
estrés para los pacientes, cada evidencia que subyace al
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mecanismo de accién de las hormonas/neurotransmisores
tanto en células tumorales como no tumorales contribuira
a un entendimiento méas profundo de la progresiéon tumoral
y a un mejor tratamiento de las pacientes.

PARTICIPACION DE LA ViA PI3K/AKT/MTOR EN LA PROGRESION Y
REGRESION DE CARCINOMAS MAMARIOS

VIRGINIA NOVARO

Laboratorio de Proteina Quinasas y Cancer. Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET)

La activacién de la via PIBK/Akt/mTOR en el cancer
de mama se asocia con la resistencia terapéutica. Sin
embargo, aun no hay consenso sobre cudles son los
indicadores de activacion de la via que tengan un valor
pronéstico de la evolucién de la enfermedad. Tampoco
se sabe cémo se modifica la activacion de la via luego
de las terapias sistémicas convencionales. El objetivo de
nuestro laboratorio es estudiar el rol de mediadores de la
via PIBK/Akt/mTOR en la evolucién del cancer de mama.
Utilizando diversos modelos preclinicos y un abordaje
experimental, nos avocamos a dos eventos cruciales de
la carcinogénesis mamaria. Por un lado, demostramos la
participacion de la via de PI3K/Akt/mTOR en la progre-
sion a una variante tumoral que crece independiente de
la estimulacion hormonal, es decir en la transformacion
a variantes tumorales hormono-independientes y resis-
tentes. Por otro lado, determinamos que en cierto tipo de
tumores mamarios la inhibicion de la via PIBK/Akt/mTOR
con agentes especificos puede contribuir, combinandose
con la terapia enddcrina, en inducir la regresion tumoral o
incluso puede reemplazar a la terapia enddcrina cuando la
misma deja de ser efectiva. Recientemente, evaluamos el
estado de activacion de la via PIBK/Akt/mTOR en mues-
tras de pacientes con cancer de mama de tipo luminal
A (receptores hormonales positivo, HER2 negativo) que
es el tipo mas frecuente. En un estudio piloto evaluamos
por inmunohistoquimica la expresion diferencial de las
isoformas Akt1 y Akt2 y el nivel de actividad de la protei-
na ribosomal S6, downstream la via PIBK/Akt/mTOR, en
biopsias en parafina de pacientes con cancer de mama
en distintos estadios de la enfermedad. Actualmente
estamos extendiendo este analisis a un numero mayor
de pacientes de distintos centros oncoldgicos del pais,
incluyendo pacientes que han recibido terapia convencio-
nal con agentes endocrinos o quimioterapicos. Con este

abordaje, intentamos correlacionar diferentes marcadores
moleculares de activacion de la via PI3K/Akt/mTOR tanto
en el epitelio como en el estroma tumoral, con la evolu-
cion clinica de las pacientes. Los resultados obtenidos
nos sugieren que mientras la activacion de la via PI3K/
Akt/mTOR, determinada a través de los niveles de acti-
vacion de Akt1y S6, en el epitelio tumoral participa en el
crecimiento tumoral, su activacion en el estroma tumoral
participa en la regresion tumoral post tratamiento enddcri-
no. Este ultimo fendmeno se produce porque luego de
la terapia la activacion de S6 en el estroma favorece la
reaccion estromal mediante la angiogénesis y el infiltrado
de células inmunes e inflamatorias. Es decir, encontra-
mos que los niveles de Akt1 y S6 estromal correlacionan
con el grado de respuesta tumoral al agente enddcrino.
Por otro lado, la activacion de Akt2 en el epitelio esta
asociada con un fenotipo mas agresivo, que involucra la
regulacion de proteinas que participan en el remodelado
tisular, la migracion y la invasion celular, ej. B1-integrina,
E-caderina, Vimentina, Metaloproteasas y FAK. La re-
levancia de estos resultados es que, dependiendo qué
vias downstream se activen, y en qué compartimiento
tumoral, el rol de PIBK/Akt/mTOR en la evolucion de
la enfermedad varia. Ademas, en base a estudios pre-
clinicos experimentales, especulamos que en los casos
donde la activacién de la via participe del proceso de
regresion tumoral y en la reaccion estromal luego de
la terapia, la incorporacién de agentes inhibitorios de
la misma podria interferir con la respuesta terapéutica.
Entonces, en base a estos resultados concluimos que
el nivel y la localizacién de Akt y S6 tumoral permitirian
hacer un pronéstico de la evolucién de la enfermedad y
predecir en la practica clinica qué pacientes se podrian
beneficiar con la incorporacién de inhibidores selectivos
de la via.
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QUMIOTERAPIA METRONOMICA Y REPOSICIONAMIENTO DE DROGAS.
NUEVOS PARADIGMAS TERAPEUTICOS EN ONCOLOGIA

GRACIELA SCHAROVSKY

Jefa de la Seccion de Oncologia Experimental. Instituto de Genética Experimental. Facultad de Ciencias Médicas, UNR

El cancer es la segunda causa principal de muerte en
Argentina. De acuerdo a las estimaciones realizadas por
la IARC (International Association of Cancer Registries),
Argentina se encuentra dentro del rango de paises con
una incidencia de cancer media-alta (mas de 100.000
nuevos casos por afo). El tratamiento del cancer se basa
en estrategias de control local como cirugia y radioterapia,
y estrategias de control sistémico como quimioterapia,
hormonoterapia y terapias bioldgicas. La quimioterapia,
para el tratamiento de varios tipos de cancer avanzados
0 metastasicos, fue introducida hace mas de medio siglo.
Las drogas convencionales se han disefiado para ser
utilizadas en dosis cercanas a la dosis maxima tolerada
por el organismo, siendo administradas a intervalos
definidos de tiempo, determinados principalmente por
el periodo necesario para que el paciente se recupere
de los efectos téxicos derivados de la terapia. Asi, el
tratamiento de esta enfermedad expone al paciente a
numerosos efectos adversos vinculados principalmente
con la toxicidad asociada a las altas dosis, afectando
dramaticamente su calidad de vida. Este conjunto de
efectos adversos de la quimioterapia, que en ocasiones
requiere incluso la re-internacion del paciente, junto con
el alto costo de las drogas regularmente utilizadas, eleva
los gastos publicos en salud asociados con la terapia.
Las terapias convencionales para el tratamiento del
cancer parecen haber llegado a una meseta de eficacia
terapéutica. Los periodos de descanso, que se deben
implementar para permitir que el paciente se recupere
de los efectos colaterales de la medicacioén, propician
el crecimiento de variantes celulares tumorales mas
agresivas y resistentes a dicho tratamiento. Todo ello
estd acompafnado por la persistencia de la toxicidad,
de moderada a severa, provocada por el tratamiento
que implica una baja calidad de vida para el paciente. A
partir del afo 2000 se comenzo a abordar el tratamiento
quimioterapéutico con un nuevo enfoque que se opone al
paradigma terapéutico del momento. El nuevo paradigma
propone que en la quimioterapia del cancer “menos, es
mas, cuando se administra cronicamente”. Es decir que
dosis mucho menores a la dosis maxima tolerada de
diferentes agentes quimioterapéuticos, suministrados
cronicamente, a intervalos regulares, y sin periodos pro-
longados de descanso, pueden ser eficaces y presentar

una toxicidad minima. A esta modalidad terapéutica se la
conoce como quimioterapia metronémica (QTM). Su me-
canismo de accion seria, principalmente, anti-angiogénico
y modulador de la respuesta inmune. Los resultados
obtenidos a nivel experimental, sumados a la incipiente
experiencia a nivel clinico, sugieren que la QTM tendra un
lugar importante en el tratamiento futuro de los pacientes
con distintos tipos de cancer. El desarrollo de nuevos
farmacos oncoldgicos es uno de los grandes desafios
de la medicina moderna. Desafortunadamente, los mas
de 40 medicamentos antitumorales nuevos y aprobados
en la ultima década, conocidos como “terapias blanco o
terapias bioldgicas”, poseen un alto precio que las hace
inaccesibles para la inmensa mayoria de la poblacién
mundial. Sin embargo, una interesante alternativa a la
busqueda de nuevos farmacos es la utilizacion de drogas
que han sido desarrolladas para otras indicaciones pero
que, posteriormente, han mostrado potencial antitumoral.
Esta estrategia, tradicionalmente no utilizada por la indus-
tria farmacéutica internacional, conocida como “cambio
de indicacién” o “reposicionamiento terapéutico”, consiste
en estudiar medicamentos existentes en el mercado e
indicados para enfermedades distintas al cancer con
potencial efecto antitumoral. Una ventaja esencial que
plantea la utilizacidon de estas nuevas/viejas drogas o
drogas en “reposicionamiento”, radica en su conocimiento
farmacoldgico-toxicoldgico previo y a que ya estan apro-
badas por la FDA. Es decir que una vez descubierto el
efecto potencial contra el cancer, se pueden iniciar los
ensayos clinicos en pacientes, acortandose el tiempo
y el costo final al publico. En el Instituto de Genética
Experimental de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNR venimos trabajando, desde el afo 2001, en qui-
mioterapia metrondmica y reposicionamiento de drogas
en diversos modelos tumorales experimentales, con
especial énfasis en el cancer de mama. Estudiamos los
efectos antitumorales y antimetastasicos de diversas
combinaciones de drogas y esquemas de administra-
cién y los mecanismos responsables de los mismos.
Los resultados preclinicos obtenidos, posibilitaron su
traslacion a la clinica en un Protocolo Clinico de Fase
Il para cancer de mama avanzado. En la disertacion,
presentaré los principales resultados obtenidos en el
campo experimental y en el clinico.
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ENDOTELIO, INFLAMACION Y DISFUNCION ENDOTELIAL

MIRTA SCHATTNER

Laboratorio de Trombosis Experimental.
Instituto de Medicina Experimental (IMEX)-CONICET-ANM

El endotelio es la monocapa de células endoteliales
(CEs) que recubren el lumen de los vasos sanguineos en
todos los sistemas de dérganos. Estas células funcionan
como una barrera biocompatible protectora entre todos
los tejidos y la sangre circulante. Las CEs facilitan el paso
bidireccional de sustancias nutrientes y moléculas activas
desde la sangre a los tejidos, pero también juegan un pa-
pel importante en el control del paso de las propias células
sanguineas. Las CEs estan especialmente disefiadas y
espacialmente ubicadas para detectar cambios en las
fuerzas hemodinamicas y las sefales transmitidas por la
sangre y regulan la liberacion de una serie de factores pa-
racrinos y autdcrinos en respuesta a estas sefales, para
favorecer el mantenimiento de la homeostasis vascular.
Por lo tanto, la funcién normal de la CE es fundamental
para todos los aspectos de la homeostasis vascular, es
decir, el control del desarrollo de los vasos sanguineos,
del crecimiento y la diferenciacion, del trafico de leucoci-
tos, del tono vascular, de la barrera vascular, la funcion
plaquetaria, la coagulacion y la fibrindlisis. Dependiendo
de la ubicacidn, el endotelio muestra una significativa
heterogeneidad morfoldgica y funcional a través de la
expresion diferencial de factores pro y anticoagulantes,
la presencia y frecuencia de contactos intercelulares,
contractilidad variable, forma y volumen de la célula. En
conjunto, estas propiedades son cruciales para el ajuste
de la funcion endotelial y posterior mantenimiento de la
homeostasis adecuada en respuesta a cambios locales
del microambiente. Las CEs juegan un papel critico en
la regulacion coordinada del flujo sanguineo, gracias a
la capacidad de las CEs para crear una superficie anti-
trombdtica activa que soporta la fluidez de la sangre y
la transferencia de células sanguineas y biomoléculas.
Sin embargo, en ciertas regiones vasculares que pueden
ocurrir en sitios inflamados o en sitios con alta fuerza de
cizalla, las CEs pierden sus propiedades antitrombdti-
cas y cambian su fenotipo quiescente normal, hacia un
estado protrombdtico, proadhesivo y proinflamatorio. La
resistencia vascular dentro de los érganos y tejidos esta
gobernada principalmente por las arteriolas pequefnas
(de 40-150 micras). En condiciones de reposo, el tono
basal de estos vasos esta determinado por un delicado
equilibrio entre vasodilatadores (6xido nitrico (ON), pros-

taciclina y factor hiperpolarizante derivado del endotelio)
y vasoconstrictores (angiotensina). El ON es una de las
moléculas sintetizadas por el endotelio que regula un
mayor numero de procesos homeostaticos locales. EI ON
se podria clasificar como una molécula ateroprotectora de
origen endotelial: vasodilatador, antiagregante plaqueta-
rio, inhibidor de la proliferacion de la célula muscular lisa,
antioxidante, inhibidor de la expresién de moléculas de
adhesion celular y de la adhesion de leucocitos. Por lo
tanto, a través de la alteracion de la produccion de ON
endotelial se perturba profundamente la homeostasis
vascular y se potencia el desarrollo de lesiones ateros-
clerdticas. La disminucién de la dilatacion dependiente de
ON es la manifestacion mas temprana de la “disfuncion
endotelial” proceso que se caracteriza por un aumento
de la permeabilidad vascular, adhesion leucocitaria,
proliferacion de las CEs y trombosis. La disminucion de
la produccion de ON puede ser el resultado de: a) una
reduccion de la actividad de la enzima que regula la pro-
duccién de ON endotelial (e€NOS) b) un aumento de la
fraccion de eNOS unida a caveolina 1; ¢) un incremento
en la degradacion de ON y d) un aumento de la inhibi-
cion competitiva de la formacion de ON por un inhibidor
enddgeno, la dimetilarginina asimétrica. La inactividad,
la diabetes, la hipertension, la dislipidemia, la ateroscle-
rosis, el tabaquismo, el cancer y la obesidad se asocian
con desequilibrio en el estrés oxidativo lo que lleva a
la disfuncién endotelial. Actualmente, la administracion
clinica de farmacos convencionales para el tratamiento
de la disfuncién endotelial incluye estatinas, inhibidores
de la enzima convertidora de la angiotensina, bloquea-
dores de los receptores de angiotensina, antagonistas
beta-adrenérgicos o antiglucemiantes orales. Asimismo,
un buen numero de estudios diferentes apoyan el uso de
suplementos dietéticos, compuestos, sustancias o ingre-
dientes alimentarios relacionados con la funcién endotelial
de origen natural incluyendo polifenoles, acido folico, N1-
metilnicotinamida, agentes antioxidantes, acidos grasos
omega-3 poliinsaturados. El conocimiento de como la
sefalizacion endotelial cambia con la enfermedad es
critica para proporcionar informacion sobre las primeras
etapas de desarrollo de la inflamacion y la aterosclerosis
vascular o patologias vasculares relacionadas.
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LA DISFUNCION ERECTIL COMO PREDICTOR DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

PABLO R. COSTANZO

Médico endocrindlogo, andrdlogo. Servicio de Endocrinologia, Metabolismo y Medicina Nuclear,
Hospital Italiano de Buenos Aires.

La disfuncion eréctil (DE) afecta a un porcentaje im-
portante de la poblaciéon masculina, con una prevalencia
estimada del 35% en hombres entre 40 y 70 afnos. La DE
suele estar relacionada con enfermedades enddcrino-
metabdlicas de las cuales la Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2) es la que se asocia con mayor frecuencia (> 50%).
Los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados serian la
neuropatia y la microangiopatia resultantes de un mal
control metabdlico. Sin embargo, es frecuente observar
DE en pacientes diabéticos con buen control glucémico.
Estas observaciones unidas al hecho que la DE aparece
asociada a otros componentes del sindrome metabdlico
tales como hipertensién arterial, obesidad abdominal,
dislipidemias, orienta a considerar la hipétesis que la DE
podria instalarse tempranamente en pacientes con factores
de riesgo cardiovascular y previamente al diagndstico de
DM2 y sindrome metabdlico. La ereccidn es un fendémeno
neuro-mio-vascular, donde el oxido nitrico liberado por
las células endoteliales juega un rol determinante, permi-
tiendo la relajacion del musculo liso con la consecuente
replecion sanguinea de los cuerpos cavernosos. Los
mismos mecanismos fisiopatoldgicos (obesidad abdo-
minal e insulinoresistencia) que determinan la aparicion
de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares estan
involucrados en la patogénesis de la DE. La disfuncion
endotelial generada por la produccion de citoquinas del
tejido adiposo, la resistencia a la insulina y el descenso de
testosterona determina una reduccion en la produccion y
disponibilidad de éxido nitrico con la consiguiente aparicion
de DE. El pequefio diametro (1-2 mm) y el relativamente
alto contenido de células endoteliales y musculares lisas
por unidad de volumen de tejido comparado con otros
organos, determina que las arterias cavernosas sean
mas susceptibles al dafio y las primeras en afectarse.
Varios autores han investigado el rol de la deteccion de
la DE como predictor de un evento cardiovascular futuro
(infarto agudo de miocardio o accidente cerebrovascular).
En un estudio de seguimiento de 7 afios a 4247 varones
mayores de 60 afnos sin enfermedad cardiovascular ni DE
al inicio, se encontré que aquellos que presentaron DE
tuvieron el doble de riesgo de padecer un evento cardio-

vascular. En otro estudio similar de seguimiento a 4 afos
de 2306 pacientes se observo que los que sufrieron DE
tuvieron 1.6 mas riesgo de enfermedad cardiovasculary le
disfuncion eréctil fue un predictor de riesgo independiente
para nuevos eventos cardiovasculares. En el 70% de los
pacientes con DE y enfermedad cardiovascular, los sinto-
mas de disfuncion eréctil preceden a los de la enfermedad
coronaria. El tiempo medio entre el inicio de la DE y los
sintomas de enfermedad cardiovascular es de 3.5 afios.
El descubrimiento de los inhibidores de la fosfodiesterasa
5y su aparicion en el mercado en 1998 (sildenafil) y 2003
(vardenafil y tadalafilo) fueron un avance de gran impor-
tancia en el tratamiento de los pacientes con DE, dado
que la gran mayoria responde a este tratamiento. Sin
embargo, en la consulta de un paciente con DE no solo
debe brindarse una solucion terapéutica, sino que ademas
se debe investigar la presencia de marcadores de riesgo
metabolicos y cardiovasculares. La identificacion de los
mismos permitiria una intervencion terapéutica temprana
con el objetivo de prevenir la progresion a DM2 y enfer-
medad cardiovascular. Por este motivo en el abordaje
del paciente con disfuncion eréctil se debe contemplar la
deteccion temprana del problema, la evaluacion de fac-
tores de riesgo metabdlico y cardiovascular, un enfoque
multidisciplinario, proponer cambios en el estilo de vida,
el tratamiento de las comorbilidades y el tratamiento de la
disfuncién eréctil.
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HIPOGONADISMO Y ENDOTELIO

JUAN M. GAMEZ
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Los niveles de testosterona disminuyen con la edad,
y en mas de un 20% de adultos mayores de 60 afios
dichos nivelesestan por debajo del rango de referencia
para varones jovenes. Multiples estudios han demostrado
una relacién inversa entre los niveles de testosteronay la
enfermedad cardiovascular (ECV), en forma independien-
te de otros factores de riesgo cardiovascular (FRC). Los
mecanismos que explican esta asociacidon son complejos
y en parte desconocidos. Los niveles de testosterona
correlacionan en forma inversa con varios marcadores de
aterosclerosis, como el espesor intima-media carotideo y
los depositos de calcio en la aorta abdominal. La rigidez
arterial, medida como la velocidad de la onda de pulso, es
un predictor de eventos cardiovasculares. Dicha velocidad
es significativamente mayor en hombres hipogonadicos
(ajustada por edad y presion arterial). Existe evidencia
acerca de la conexion entre disfuncién endotelial y la
deficiencia androgénica. En un trabajo que evalué 187
varones japoneses, la dilatacion mediada por flujo (FMD)
de la arteria braquial, un marcador confiable de funcién
endotelial, correlaciond en forma positiva con los niveles
de testosterona, en forma independiente de otros FRC.
Los efectos vasodilatadores y anti-anginosos de la ad-
ministracion de testosterona son conocidos desde 1940,
cuando Lesser y col demostraron que la administracion
de testosterona aliviaba los sintomas y las anormalidades
electrocardiograficas en pacientes con angina. Estudios
subsecuentes han mostrado que la administracién a corto
plazo de testosterona en varones con enfermedad coro-
naria provoca vasodilatacién y resistencia a la isquemia.
La infusion de testosterona directamente en las arterias
coronarias indujo vasodilatacion, y su empleo por via
endovenosa redujo la respuesta isquémica inducida por
ejercicio en pacientes con angina estable. Con respecto
a la rigidez arterial, varios reportes muestran que la
misma mejora con la administracion de testosterona.
El reemplazo con testosterona en pacientes hipogona-
dicos resulta en una disminucién aguda (48 horas) y
cronica (3 meses) de la velocidad de la onda de pulso.
A su vez, tanto la administracion aguda de testosterona
intravenosa, como la administracion oral por 8 semanas
mostraron una mejoria en la FMD. En coincidencia con
estos datos, hemos observado resultados similares en
hombres jovenes hipogonadicos quienes recibieron

reemplazo androgénico por mas de 6 meses, evaluando
parametros de estrés oxidativo y FMD. La terapia con
testosterona ademas suprime la produccion de citoquinas
proinflamatorias por los monocitos circulantes. Un estudio
randomizado, controlado y doble ciego que incluyo 184
varones hipogonadicos con sindrome metabdlico mostro
que el uso de undecanoato de testosterona intramuscular
disminuyé los niveles plasmaticos de interleuquina 1B,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y proteina C
reactiva. Por lo tanto, la administracion de testosterona
en los hombres hipogonadicos, tendria un efecto vas-
cular favorable, incluyendo vasodilatacion dependiente
o independiente del endotelio, reduccion de la rigidez
arterial y de los marcadores de inflamacion sistémica. Por
el contrario, los efectos del reemplazo con andrégenos
sobre la progresion de las lesiones aterosclerdticas y
sobre el riesgo cardiovascular son aun desconocidos. Los
efectos de la testosterona sobre la pared vascular impli-
can acciones que involucran al receptor de andrégenos
(AR), el cual esté presente tanto en células endoteliales
como en células musculares lisas de la pared vascular
(VSMC), asi como también acciones independientes del
AR. Los efectos sobre las células endoteliales involucran
la sintesis y liberacion de 6xido nitrico (NO), el cual regula
el tono vasculary los procesos aterogénicos. Dicho efecto
seria mediado por el AR, a través del cual se induce a la
Oxido nitrico sintasa endotelial. Sin embargo, los efectos
vasodilatadores rapidos que produce la testosterona son
independientes del endotelio, y dependen de la accion
sobre las VSMC. En particular, la respuesta vasodilata-
dora a concentraciones farmacolégicas de testosterona
es independiente de AR, e involucraria canales iénicos
(potasio y calcio dependiente de voltaje). A modo de
conclusién, mantener los niveles de testosterona dentro
del rango normal juega un rol importante en la salud
cardiovascular, y el reemplazo con testosterona mejora
varios de los parametros relacionados con el desarrollo
de aterosclerosis y enfermedad coronaria. Sin embargo,
los resultados de algunos trabajos son contradictorios.
Es necesario la realizacion de estudios prospectivos,
controlados y randomizados sobre los efectos de la te-
rapia androgénica en hombres hipogonadicos con el fin
de esclarecer el rol de la testosterona en la supervivencia
de los pacientes con ECV.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LA DISFUNCION ERECTIL CON IFDE5 SOBRE EL ENDOTELIO

GASTON REY VALZACCHI

Servicio de Urologia, Hospital Italiano de Buenos Aires. Procrearte, Red de Medicina Reproductiva

La ereccion es un mecanismo neuro-mio-vascular que
depende de una integridad nerviosa, un sistema vascular
funcional y un tejido cavernoso sano. El mediador quimico
fundamental de este mecanismo es el oxido nitrico (ON), el
cual proviene de dos fuentes principales, las fibras nerviosas
no adrenérgicas no colinérgicas, denominado ON neuronal
(ONn) y del endotelio que tapiza los espacios lacunares de
los cuerpos cavernosos, denominado ON endotelial (ONe).
El ON se produce a partir de la L-arginina por accion de
la ONsintetasa. EI ON actta sobre el musculo liso de las
trabéculas de los cuerpos caveronoso produciendo un au-
mento del GMPc que produce la relajacion del musculo y
la consecuente entrada de sangre a los espacios lacunares
produciéndose la ereccion. El endotelio tiene bajo condicio-
nes fisiolégicas accidn antinflamatoria favoreciendo un buen
funcionamiento vascular. La disfuncién eréctil esta dada
principalmente por alteraciones vasculares, ya sea estruc-
turales que disminuyen el flujo sanguineo o funcionales por
alterar la relajacion del musculo liso mediado por el ONe.
Esta ultima situacion se denomina disfuncién endotelial y son
varias los factores que se asocian con ella (envejecimiento,
cigarrillo, hipertension, diabetes, etc), caracterizandose por
una menor sintesis de ONe y por un estado proinflamatorio.
Los inhibidores de la Fosfodiesterasa tipo 5 (IFD5) son la
principal herramienta terapedutica de la disfuncion eréctil.
Existen distintos productos aprobados para su uso (silde-
nafil, tadalafil, vardenafil, avarmnafil). Los mismos actuan

inhibiendo a esa enzima que es la encargada de metabolizar
el GMPc. Si bien esta es una accién sobre el musculo liso
cavernoso, Ultimamente se han descripto acciones sobre
la funcién endotelial. Existe evidencia actual que los IFD5
tienen un efecto benéfico sobre la activacion inflamatoria y
un mejoramiento de los marcadores de disfuncion endotelial
(VCAM, ICAM, ET-1, PCR). Como ejemplo de disfuncion
endotelial y disfuncion eréctil nosotros estudiamos el modelo
de la insulino resistencia (IR), que produce disfuncion en-
dotelial ocasionada por una disminucién de la actividad de
la oxido nitrico sintetasa endotelial (ONSe) con disminucion
de la sintesis de ON y con accion proinflamatoria via MAP
kinasa. Con esta idea tomamos hombres con DE e IR pobres
respondedores al sildenafil (que requiere buenos niveles de
ONe para su accion), interpretando que la IR podia ser la
causa de la disfuncién endotelial y de la DE y los tratamos
con metformina para evaluar el cambio en la respuesta al
sildenafil. Los pacientes que ingresaron en la rama de trata-
miento con metformina, mejoraron significativamente la res-
puesta al sildenafil, disminuyendo el indice de IR (HOMA).
En el grupo que utilizd placebo no mostraron mejoria ni en
la IR ni en la ereccidn. Si bien es necesario completar con
otros estudios experimentales, la mayor prevalencia de IR
en pacientes con DE, su correlacion con el grado de DE y
la mejoria en la respuesta al sildenafil al mejorar la IR, nos
permite inferir que la IR es un mecanismo probable de DE
al producir un dafio endotelial.

SIMPOSIO SAFIS Il: REGULACION DE LA FUNCION VASCULAR EN LA SALUD Y EN LA
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CHOCOLATE Y OXIDO NiTRICO. ALIADOS EN LA PROTECCION VASCULAR

CESAR G. FRAGA

Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos (UBA) - Instituto de Bioquimica y Medicina
Molecular (IBIMOL), UBA-CONICET. Argentina.

cfraga @ffyb.uba.ar

Los flavonoides dietarios son materia de investigacio-
nes ya que podrian ser responsables de los efectos bene-
ficiosos sobre la salud humana del consumo de frutas y
verduras. Dentro de estasinvestigaciones, el cacao, y su
producto el chocolate, fueron estudiados extensivamente.
El racional detras de estas investigaciones es el alto con-
tenido de un tipo de flavonoides, los flavanolesincluyendo
la (-)-epicatequina(EC) en el cacao. Observaciones pobla-
cionales y estudios preclinicos muestran que el consumo

de cacao o chocolate podria ser causa de disminucién en
la presion arterial especialmente en individuos hiperten-
sos. Dentro de este marco, nuestro grupo trabaja en la
identificacion de mecanismos moleculares que expliquen
los efectos fisioldgicos asociados a la ingesta de flavonoi-
des en general y de EC en particular. Nuestros estudios
se centraron en la accién antihipertensiva del flavonoide
EC y los mecanismos de accion involucrados.Se desa-
rrollaron estudios de los efectos de la EC administrada
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en la dietaen tres modelos experimentales de alta presién
arterial (PA) en ratas.Se observé que la EC produjo: i)
una disminucién en la PA de ratas espontdneamente
hipertensas asociada a incrementos en la reactividad vas-
cularmediada por NO en las arterias femorales aisladas;
iijuna disminucion en la PA de ratas hipertensas por la
administracion durante 4 dias de L-NAME (inhibidor de
NO sintasa) en el agua de bebida. Se demostré que la
disminucion de la PA requeria la presencia de EC en
plasma y estaba asociada a disminucion de los indi-
cadores de estrés oxidativo. iii) una disminucién en la
PA de ratas hipertensas por la administracion durante
8 semanas de fructosa en el agua de bebida asociada
a la normalizacion de la biodisponibilidad de NO. Esta
normalizacion fue consecuencia de regulacion de la
produccion de NO (actividad de NO sintasa, expresion
y modificacionespostraduccionalesde la NO sintasa
endotelial) y de su degradacion por reaccién con anion
superoxido (produccién de anion superdxido y expre-
sion de subunidades de NADPH-oxidasa). Unainterpre-
tacion integradora de estos estudios indica que la EC
favoreceria el retorno a una biodisponibilidad de NO
necesaria para mantener la PA debajo de los valores de
hipertension. En resumen, los mecanismos moleculares
que explicarian la accion de la EC incluyen: i) accion
antioxidante indirecta resultante de una disminucién en
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la concentracion de anion su peréxido, via regulacion
de la enzima NADPH-oxidasa, una molécula que reac-
ciona con NO limitando su biodisponibilidad; ii) regula-
cion de isoformas de la enzima NOS disminuyendo la
produccién de NO; vy iii) regulacion de la fosforilacion
y defosforilacion de moléculas sefialadoras que se
asocia con el metabolismo del NO. En conclusidn, el
chocolate podria aumentar la biodisponibilidad de NO
cuando esta esta comprometida y llega a causar hiper-
tension. El ejemplo del chocolate y la salud vascular es
indicativo de un camino racional que basado en datos
poblacionales y preclinicos encuentra explicaciones a
nivel de mecanismos moleculares factibles de ocurririn
vivo. Estas acciones sobre la salud del chocolate y el
cacao se explicarian por la accion de una molécula, la
EC, que se encuentra presente en muchas otras plantas
que constituyen parte de la alimentacion humana. Estos
estudios proveen una herramienta para favorecer el
disefio de dietas ricas en EC, ya sea seleccionando pro-
ductos con alto contenido natural de EC o con alimentos
enriquecidos en EC. Estas dietas tendrian impacto en
muchas condiciones patoldgicas que se desarrollan
silenciosamente y afectan cantidades crecientes de la
poblaciéon humana, p.ej. la hipertension. Subsidiado
por PICT 2012-0765, CONICET PIP 20110100612 y
UBACYT 20020120100177.

ROL DE LAS SUBUNIDADES REGULATORIAS DEL CANAL DE POTASIO DEPENDIENTE DE CALCIO
(BK) EN LA FISIOPATOLOGIA VASCULAR

VERONICA MILESI

IIFP — CONICET-UNLP

El canal de K* activado por voltaje y calcio (BK) se
expresa en la mayoria de los tejidos y uno de sus roles
funcionales mas relevantes es generar hiperpolarizacion
celular ante el aumento de la concentracion de calcio intra-
celulary la despolarizacion. Se han descripto alteraciones
en la expresion y funcion de este canal asociadas a la
fisiopatogenia de la hipertension arterial, asma, diabetes,
epilepsia y disfuncion eréctil. La subunidad a, que forma
el poro del canal, puede asociarse a subunidades acce-
sorias B, (31, B2, B3 o0 B4), cuya expresion depende del
tipo celular. Estas subunidades modifican la sensibilidad
al calcio, la cinética de activacion y la respuesta a sustan-
cias endodgenas y exdgenas. En los vasos sanguineos,
la regulacion mediada por B1, constituye un importante
campo de estudio ya que se expresa mayoritariamente
en el musculo liso (ML) y modula la contractilidad. Se ha
observado que ratones nock-out para 31 son hipertensos
y que, en modelos murinos de diabetes, su expression se
encuentra disminuida en el ML arterial. En este trabajo,

estudiamos la expresion y funcion de a y B1 en células
de ML de arterias umbilicales humanas (AU) de neonatos
provenientes de madres diabéticas gestacionales (D) com-
paradas con AU controles con el objetivo de analizar si la
presencia de un entorno patolégico durante la formacion de
estos vasos sanguineos, modifica la expresion y/o funcién
de BK. Durante la gestacién en el grupo D se evalué por
ecografia Doppler la funcidn de la AU y luego del parto,
se realizaron pruebas de reactividad vascular in-vitro. Se
estudiaron también, las corrientes mediadas por BK, y el
nivel de expression de ARNm de ay 31 mediante gqRTPCR.
Se observo en D una disminucion significativa de B1y de
la corriente mediada por BK. El Doppler fue normal, y en
el tejido intacto in vitro se observo, solo en el grupo D, la
presencia de oscilaciones contractiles luego de aplicar un
estimulo despolarizante con alto K* (p<0.05 test de chi
cuadrado). Los resultados sugieren una alteracion en la
expresion de B1 que podria estar involucrada en el cambio
de la respuesta contractil in vitro de las AU del grupo D.
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ACTIN CYTOSKELETAL DYNAMICS: A NOVEL MECHANISM CONTRIBUTING TO NITRIC
OXIDE-EVOKED CEREBRAL VASODILATION

WILLIAM C. COLE, X. ZOE ZHONG, HAI-LElI ZHU, EMMA WALSH AND MICHAEL P. WALSH

The Smooth Muscle Research Group, Libin Cardiovascular Institute and Hotchkiss Brain Institute, Cumming School of
Medicine, University of Calgary, Calgary, AB, Canada, T2N 4N1.

The actin cytoskeleton is a key structural and functional
element of vascular smooth muscle cells (VSMCs), like
other eukaryotic cells. Accumulating evidence suggests
that actin cytoskeleton of differentiated, contractile VSMCs
is actively remodelled during contraction and relaxation;
i.e. it is a dynamic structure. Light fluorescence micros-
copy and biochemical analysis indicates that contraction
evoked by agonist or mechanical stimulation is accom-
panied by, and dependent on, F-actin polymerization
from a pool of free G-actin monomers that constitute
approximately 20-30% of total actin content. Conversely,
relaxation is accompanied by depolymerization and an in-
crease in G-actin content. The mechanisms responsible
for actin dynamics in VSMCs are yet to be elucidated;
roles for Rho-associated kinase, protein kinases C, A
and G, as well as integrin adhesion proteins such as
vinculin, paxillin, vasodilator-stimulated phosphopro-
tein (VASP), cofilin, heat shock proteins, p130CAS,
N-WASP and Arp2/3 are indicated. For example, we

found that nitric oxide (NO)-evoked vasodilation of
pressurized rat cerebral resistance arteries (RCAs) was
accompanied by an increase in G-actin content due,
in part, to a guanylyl cyclase/cGMP/PKG-mediated,
inhibitory phosphorylation of VASP-S157/S239 that
blocks its ability to stimulate actin polymerization. No
changes in myosin regulatory light chain (MLC20)
or myosin phosphatase targeting subunit 1 (MYPT1)
phosphoprotein content were detected. These findings
suggest that NO-evoked relaxation of RCAs was not
due to an inhibition of crossbridge cycling; rather, it
results from NO-evoked actin dynamics and a net de-
polymerization of F- to G-actin within the cortical actin
cytoskeleton that disrupts the transmission of force from
the contractile apparatus to the cell membrane and
extracellular matrix. Actin cytoskeletal reorganization
is a fundamental, regulated process that contributes
to vascular smooth muscle contraction and relaxation.
(Supported by Canadian Institutes of Health Research)

ENFERMEDAD VASCULAR: ;SE PROGRAMA DURANTE LA VIDA FETAL?

CRISTINA ARRANZ

Catedra de Fisiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA. IQUIMEFA- CONICET

En los Ultimos afios, numerosos estudios epidemiol6-
gicos y experimentales sugieren que las enfermedades
cardiovasculares pueden ser programadas en el
utero. El insuficiente aporte de nutrientes durante la vida
intrauterina, que limitan el crecimiento fetal, podrian indu-
cir adaptaciones que alteran permanentemente diferentes
sistemas del organismo y que a largo plazo predisponen
al desarrollo de enfermedades enddcrinas, metabdlicas,
cardiovasculares y renales en la vida adulta. Los modelos
de programacion fetal indican que los machos son mas
sensibles a las injurias nutricionales durante el desarrollo
que las hembras. La testosterona y los estrogenos po-
drian ser posibles mediadores de estas diferencias de
sexo (Arranz CT, 2012). Los estudios realizados hasta el
momento estiman que el 20,5% de la poblacién mundial
presenta una inadecuada ingesta de zinc (Wuehler SE,
2005). Los grupos de la poblacion mas afectados son los
nifos y las mujeres durante el embarazo y la lactancia.
En nuestro pais, la encuesta de nutricion y salud realiza-
das por la Direcciéon Nacional de Salud Materno Infantil

del Ministerio de salud de la Nacion (ENNyS 2004-2005)
revela que el 52% de las mujeres embarazadasy el 15.8%
de nifos entre 6 meses y 5 afios presentan una ingesta
inadecuada de zinc (Duran P, 2011; Ministerio de Salud,
2010). Nuestro grupo de investigacion ha demostrado
que la deficiencia moderada de zinc intrauterina y durante
el crecimiento postnatal es un modelo de programacion
fetal de enfermedades cardiovasculares y renales en
el adulto. Las ratas macho sometidas a la deficiencia
moderada de zinc durante el crecimiento prenatal y
postnatal presentan bajos pesos al nacer, elevada
presion arterial (PA) e inadecuada funcion renal y
cardiovascular en la adultez. Estas alteraciones estan
asociadas con la disminuciéon del nimero de nefronas,
fibrosis, proteinuria, aumento del estrés oxidativo y apop-
tosis renal. Estos animales presentan también menor
fraccidon de eyeccion y acortamiento cardiaco, lo cual
sugiere una menor contractilidad cardiaca que podria
no ser adecuada para compensar los mayores valores
de PA. Por otra parte, las hembras adultas expuestas a
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esta restriccion de zinc no muestran alteraciones de la
PA, los cambios morfolégicos cardiacos son mas leves
que en los machos y no generan alteraciones de la
funcién ventricular (Tomat AL, 2008, 2010, 2013). Hay
evidencias en diferentes modelos de programacion fetal
que el bajo peso al nacer esta asociado a la disfuncion
vascular. En nuestro modelo de deficiencia moderada
de zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento
postdestete observamos que las crias machos presentan
un remodelado de las arterias coronarias y renales que
podria relacionarse con el incremento de la PA. Por otra
parte, las ratas machos presentan arterias aorta de menor
area transversal que conservan la relacion media-luz y
que presentan signos de fibrosis en la capa media. Esto
podria relacionarse con una eventual disminucién de la
distensibilidad vascular. Sin embargo, esta injuria nutri-
cional disminuye la respuesta contractil y relajante de
este vaso sanguineo a diversos agentes vasoactivos en
ambos sexos. La disminucion en la relajacion endotelio
dependiente de la aorta frente a la acetilcolina podria
relacionarse con la menor produccion o biodisponibilidad
de 6xido nitrico (NO). Los resultados obtenidos con un
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dador exégeno de NO, como el nitroprusiato de sodio,
demuestran que la capacidad de respuesta del musculo
liso al NO se encuentra conservada en todos los grupos.
Por lo tanto, estos animales presentarian principalmente
una disfuncion a nivel endotelial. Por otra parte, la menor
respuesta contractil frente agentes vasoconstrictores,
como la fenilefrina y la angiotensina Il, sugiere que esta
deficiencia induciria alteraciones en los receptores y/o
mecanismos de transduccién de estos agentes. La menor
respuesta relajante y contractil de este vaso de conduc-
tancia afectaria su capacidad para responder adecuada-
mente ante cambios en el flujo sanguineo y las fuerzas
de rozamiento. Las alteraciones en el tejido vascular son
mas evidentes en aquellos animales expuestos durante
toda su vida a la deficiencia de zinc. Sin embargo, la
restriccion de este micronutriente durante la vida fetal y
la lactancia deja una impronta que no puede corregirse
completamente con el adecuado aporte de zinc luego del
destete. La deficiencia de zinc durante diferentes etapas
de la vida genera alteraciones morfolégicas y funcionales
en los vasos sanguineos que contribuirian a la progra-
macion de la enfermedad cardiovascular en la adultez.

SIMPOSIO SAIC: INVESTIGADORES JOVENES FUNDACION HONORIO BIGAND

LA ACTIVACION DUAL DE RECEPTORES TIPO TOLL REDUCE LA EFICACIA TERAPEUTICA
DE VACUNAS ANTITUMORALES DE CELULAS DENDRITICAS EN MODELOS
MURINOS DE CANCER DE MAMA METASTATICO

MARIANELA CANDOLFI

Instituto de Investigaciones Biomédicas (INBIOMED-CONICET-UBA), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires

El desarrollo de estrategias de inmunoterapia an-
titumoral ha crecido exponencialmente en los ultimos
anos. Las vacunas antitumorales han sido ampliamente
utilizadas para inducir inmunidad contra distintos tipos
de tumores. Si bien las vacunas inducen inmunidad
antitumoral, frecuentemente estas respuestas no son
suficientes para obtener beneficios terapéuticos signifi-
cativos. Uno de los desafios que persisten es la eleccion
de coadyuvantes adecuados. Los oligodeoxinucleotidos
CpG, agonistas de los receptores tipo toll (TLR) 9 son
potentes activadores de las células dendriticas (CDs)
y han sido frecuentemente utilizados en la preparacion
de vacunas antitumorales. Los agonistas de TLR7/8
también son agentes que pueden utilizarse como adyu-
vantes de estas vacunas. El Resiquimod o R848 esta
siendo evaluado en pacientes con linfoma y melanoma,
exhibiendo un perfil toxicoldgico aceptable. El objetivo
de este trabajo fue evaluar si la adicion de R848 mejora
la eficacia antitumoral de vacunas de CDs estimuladas

con CpG,,,, en modelos murinos de cancer de mama. Las
preparaciones de CDs fueron obtenidas de precursores
de médula 6sea de ratones BALB/c cultivados con GM-
CSF+IL-4. Las CDs activadas con CpG o CpG+R848
estimularon la proliferacion de esplenocitos alogeneicos
in vitro. Para evaluar in vivo la eficacia de las vacunas los
ratones recibieron dos inyecciones de vacunas de CDs
antes de la inoculacion de tumores LM3. Las prepara-
ciones de CDs fueron cargadas con lisados tumorales y
estimuladas con CpG, R848 o la combinacion de ambos.
Mientras que el tratamiento con R848-CDs no tuvo efecto
antitumoral, el 50% de los ratones tratados con CpG-CDs
tuvieron sobrevida a largo plazo. Sin embargo, cuando
utilizamos CpG+R848-CDs este efecto antitumoral se
redujo substancialmente con 25% de ratones libres de
tumor. Para evaluar memoria inmunolégica inyectamos
un segundo tumor LMS3 a los ratones sobrevivientes. El
tumor no crecié en ninguno de los ratones sobrevivientes
del grupo CpG-DCs, pero todos los ratones sobrevivien-
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tes del grupo CpG+R848-CDs sucumbieron al segundo
tumor. Ademas, observamos que sélo el tratamiento con
CpG-DCs inhibi¢ el desarrollo de metastasis pulmonares,
mientras que R848-CDs o CpG+R848-CDs no mostra-
ron diferencias respecto del control. El tratamiento con
CpG-DCs también tuvo un efecto antitumoral en ratones
inyectados con tumores 4T1, que no se observo en
animales tratados con R-848-CDs o CpG+R-848-CDs.
Dado que in vitro observamos que la adicién simultanea
de R848 inhibid la expresion de marcadores de madu-
racion inducida por CpG, evaluamos qué mecanismos
podian estar involucrados en este efecto. El 6xido nitrico
(NO) parece un mediador importante en la activacion de
las CDs, aunque han sido reportados tanto efectos pro-
inflamatorios como tolerogénicos. Para evaluar si el NO
estaba involucrado en los efectos observados utilizamos
un inhibidor de las NO sintasas (NOS), L-NAME vy eva-
luamos indicadores de maduracion (produccién de IL-12,
IL-10 y MLR). El bloqueo de NOS aumentd la maduracion
de las CDs inducida por CpG, pero no revirtio la falla en
la maduracién observada en presencia de CpG+R848.
Luego estudiamos el papel de la enzima indolamina
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2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima que cataboliza trip-
téfano, puede ser inducida en CDs por activacion de
TLR y cuya funcién ha sido involucrada en tolerancia
inmunolégica. Observamos que un inhibidor de IDO,
1-metil-D-triptofano (1-D-MT) incrementé la maduracion
de las CDs inducida por CpG, pero no revirtio la inhibicién
observada en presencia de CpG+R848. Dado que TLR9
y TLR7/8 llevan a la activacion de la via de NF-kB, una
desregulacién en esta via podia estar involucrada en
los efectos observados. Observamos un aumento en el
contenido de fosfo-p65 en las CDs incubadas con CpG,
efecto que fue revertido por la presencia concomitante
de R848. Estos resultados sugieren que la activacion
deficiente de NF-kB estaria involucrada en el efecto in-
hibitorio de R848 sobre la maduracion de CDs inducida
por CpG. En conclusién, nuestros resultados indican que
la activacion simultanea de TLR7/8 inhibe la induccion de
NF-kB generada por la activacion de TLR9, reduciendo
la maduracién de las CDs y la eficacia antitumoral de las
vacunas. Nuestros resultados sugieren que NOS e IDO
son blancos terapéuticos potenciales para mejorar la
maduracion de CDs activadas con CpG.

EFECTO NO GENOMICO DEL ACIDO RETINOICO EN LA MIGRACION DE
CELULAS DE CANCER DE MAMA HUMANO

MARINA INES FLAMINI

Instituto de Medicina y Biologia Experimental de Cuyo, CCT-CONICET-Mendoza - Argentina.
E-mail: mflamini @ mendoza-conicet.gob.ar

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas
frecuente en mujeres siendo las metastasis la causa del
98% de las muertes. Por ello los intentos para identificar
las bases moleculares implicadas en la metastasis son
fundamentales para el desarrollo de nuevas terapias
moleculares. En ensayos previos realizados por nuestro
grupo observamos que el acido retinoico (AR), principal
ligando de los receptores de acido retinoico (RAR), par-
ticipa en el proceso metastasico inhibiendo la migracién
via RARB, remodelando el citoesqueleto de actina y
regulando la expresion de proteinas importantes para
la migracién como moesin y c-Src/FAK, en diferentes
células tumorales mamarias. Nuestra hipdtesis es que
el AR tiene, ademas de los efectos genémicos que ya
demostramos, efectos no gendmicos a tiempos cortos
relacionados con la motilidad y morfologia en células
de cancer de mama. Se utilizd la linea celular de cancer
de mama T-47D para realizar transfecciones, ensayos
de adhesion, inmunoblottings e inmunofluorescencia.
La administracion de AR 10°M a tiempos cortos (10-20
min) produce la activacion de las proteinas asociadas
con la migracion moesin-FAK-Paxillin. Los agonistas
selectivos para RARa y RARB (BMS753 y BMS453,

respectivamente), inducen la fosforilacion de moesin-
FAK-Paxillin comparable con la activacion ejercida por
el AR, no siendo asi con el agonista del RARy; sugirien-
do la participacion de RARa y RARB en esta via. Para
continuar con la caracterizacion de la cascada tratamos
las células con diferentes inhibidores especificos que re-
gulan los mecanismos de motilidad celular. Observamos
que el inhibidor de Src (PP2), el inhibidor de PI3K (WM)
y el inhibidor especifico de FAK (FAKi) impiden que el
AR active dichas proteinas por lo que sugerimos que el
AR recluta la via Src-PI3K. Ademas, el tratamiento con
AR 10 M por 20 minutos disminuye significativamente
la adhesion celular (p<0.05); pero cuando se tratan las
células con AR 10°M mas el inhibidor de FAK, el AR no
logra inhibir la adhesién de manera significativa sugiriendo
la participacion de FAK en la adhesion inhibida por AR.
También evaluamos que receptor estaria involucrado en
la inhibicion de la adhesion. Los agonistas selectivos de
RARo y RARB pero no RARy redujeron significativamente
la adhesion celular a niveles comparables a la inhibicion
ejercida por AR, lo que indica que RARo y RARB estan
implicados en la inhibicion de la adhesion celular. Luego
nos propusimos investigar los cambios en la organizacion
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del citoesqueleto de actina y la redistribucién de las pro-
teinas implicadas en la migracion luego del tratamiento
con AR. Mediante inmunofluorescencia observamos la
distribucion celular de pFAK. En las células control pFAK
muestra una distribucién difusa en todo el citoplasma.
En general, cuando FAK es fosforilada/activada, se
concentra en la membrana plasmatica en los complejos
de adhesion focal (FA), donde co-localiza con la actina
y con las demas proteinas implicadas en los complejos
de adhesién como p-Paxilina. Sorprendentemente, luego
del tratamiento con AR, pFAK cambia su organizacion
espacial hacia el nucleo. En esta localizacién es dificil
para pFAK formar FA o estructuras de membrana espe-
cializadas para la migracion. Finalmente, en un intento por
entender la funcionalidad de FAK en el nucleo realizamos
inmunoflourescencias con FAK y HSP27 (una chaperona
que transloca al nucleo bajo situaciones de estrés) y
realizamos un tratamiento tiempo dependencia con AR.
En células controles y en células tratadas 1 hora con AR
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la localizacion FAK y HSP27 es homogénea en todo el
citoplasma; luego, durante 3-6 horas de tratamiento con
AR se visualiza una translocacion de FAKy HSP27 hacia
el nucleo lo que sugiere la existencia de estrés celular. La
administracion de AR por periodos breves participaria en
la adhesion de células de cancer de mama modulando la
activacion y relocalizacion de proteinas implicadas en la
migracion celular, mediante la inhibicion de la formacion
de complejos de adhesion. En presencia de AR el RARa
y RARB reclutan a c-Src/PI3K que conduce a la activa-
ciéon de moesin/FAK/Paxilina. Una vez fosforilado FAK,
transloca al nucleo produciendo el desprendimiento de la
célula y promoviendo la supervivencia celular. Nuestros
resultados proporcionan una nueva via de sefal donde
el AR influencia la adhesion y posterior migracion de cé-
lulas tumorales mamarias que en el futuro puede ser util
para desarrollar nuevos farmacos contra la metastasis en
cancer de mama e idear nuevos esquemas terapéuticos
que incluyan retinoides.

UN INHIBIDOR DEL COMPLEJO GAMA-SECRETASA IMPIDE LA TRANSICION
EPITELIO-MESENQUIMAL INDUCIDA POR TGFp-1 EN LINEAS
CELULARES TUMORALES OVARICAS HUMANAS

GRISELDA IRUSTA

Laboratorio de Fisiologia y Biologia Tumoral del Ovario.
Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET.

A pesar de la investigacion que se ha llevado adelante
estas ultimas tres décadas, el cancer de ovario epitelial
(EOC) es una de las enfermedades ginecoldgicas que
presenta mayor mortalidad y es la enfermedad gineco-
I6gica mas dificil de diagnosticar, detectar y tratar. El
carcinoma epitelial de ovario es una de las neoplasias
ginecoldgicas malignas mas comunes y la quinta causa
mas frecuente de muerte en mujeres. Ademas, las cé-
lulas tumorales poseen gran capacidad de diseminarse
a la cavidad peritoneal generando ascitis. Esta alta
capacidad metastasica es una de las principales causas
de los fracasos de los tratamientos. Nosotros estudiamos
la relacion entre la accién de la enzima gama-secretasa,
activador del sistema de transduccion de sefiales Notch,
y el proceso de transicion epitelio-mesenquimal (TEM).
Este proceso es el unico mediante el cual las células
epiteliales sufren cambios morfolégicos caracteristicos
de una transicion de fenotipo epitelial a fibroblastico,
llevando a un aumento en la movilidad e invasion de
las células. Entre los principales factores inductores de
la TEM, se encuentra el TGFp-1. Este factor se localiza
tanto en células tumorales ovaricas como en células
estromales, y raramente se encuentra en el epitelio de
ovario normal. Ademds, se encuentra asociado a una
mayor diseminacion peritoneal del tumor en los pacientes
y en consecuencia, a un mal prondstico. El sistema Notch

determina la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de
varios tipos celulares en mamiferos. Puntualmente, en
céancer de ovario se ha observado una mayor expresion
de algunos de los miembros de este sistema comparado
a epitelio de ovario normal. Sin embargo, al momento no
se ha estudiado el rol de Notch en la TEM inducida por
TGFp-1en células tumorales ovaricas. El objetivo de este
proyecto fue estudiar la accién del camino de sefalizacion
Notch durante la transicién epitelio-mesenquimal (TEM)
inducida por TGFB-1 en dos lineas celulares de cancer
de ovario epitelial. Para cumplir con nuestro objetivo, se
estudiaron caracteristicas asociadas a la TEM en célu-
las SKOV3 e IGROV1 a las cuales se les indujo la TEM
mediante la incubacion con el Factor Transformante Beta
1 (TGFB-1). Las células SKOV3 mostraron un marcado
cambio morfoldgico y un arreglo del citoesqueleto carac-
teristico de esta transicién. En presencia del inhibidor
del sistema Notch, DAPT, no se observaron diferencias
en comparacion a las células incubadas en ausencia de
estimulos. Sin embargo, la co-incubacién con DAPT y
TGFpB-1 previno el cambio morfolégico y de disposicion
del citoesqueleto inducido por este ultimo y caracteristico
de la TEM. A nivel bioquimico, se estudiaron los niveles
de E-caderina y N-caderina en ambas lineas celulares.
Durante el proceso de TEM, se ha descripto el “switch” de
caderinas, que implica la pérdida de E-caderina seguido
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de un aumento de N-caderina. En el presente trabajo se
ha observado que TGFp-1 disminuyé la expresién de E-
caderina y aumento la expresion de N-caderina en amabs
lineas celulares estudiadas. DAPT no produjo cambios en
la expresion respecto de la condicion control, pero la co-
incubacién con TGFB-1 impidio el “switch” caracteristico
del EMT. Otro parametro analizado en células SKOV3
fue la localizaciéon subcelular de la fosfo-f-catenina en
Sers’s. Cuando las células se incubaron en presencia
de TGFpB-1 se observé localizacion citoplasmatica y dis-
minucién de localizacién en membrana denotando una
activa translocacion de la fosfo-p-catenina al nucleo.
En las células tratadas con DAPT, la localizacion fue
similar a la observada en células control, y nuevamente
la co-incubacion con TGF-p impidid la translocacion al
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nucleo observada en presencia de TGFB-1. Se analizé
la expresion de factores de transcripcion asociados al
proceso de TEM y conocidos reguladores de la expre-
sion de este proceso. Se observé que TGFB-1 estimuld
la expresion de Snail y Slug y nuevamente DAPT im-
pidié este aumento. A nivel funcional, analizamos la
capacidad migratoria de las células y observamos que
TGFB-1 estimuld la migracion respecto de las células
en condiciones control, mientras que DAPT bloqued
el aumento de migracién inducido por TGFB-1. Por lo
tanto, postulamos al uso de inhibidores del complejo
gama-secretasa, responsable de la activacion del sis-
tema Notch, como una potencial estrategia terapéutica
a estudiar en mayor profundidad para impedir la dise-
minacion tumoral del cancer de ovario.

CELULAS MADRE PLACENTARIAS: CARACTERIZACION, DIFERENCIACION HEPATICA Y
EVALUACION EXPERIMENTAL DE SU UTILIDAD CLINICA

JULIETA MAYMO

IQUIBICEN-CONICET-Depto. de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

La placenta reviste un gran interés como fuente de
células para la medicina regenerativa, dada la plasticidad
fenotipica de muchos de los tipos celulares aislados de
este tejido. Mas aun, al estar involucrada en el manteni-
miento de la tolerancia fetal, contiene células con carac-
teristicas inmunomoduladoras. Los tejidos placentarios
son faciles de obtener, sin necesidad de procedimientos
invasivos, proliferan rapidamente, se obtienen en gran
masa y su uso no genera debates éticos. Publicaciones
recientes indican que existen varios tipos de potenciales
células madre derivadas de placenta humana, entre
ellas, las células epiteliales del amnios (hAEC). Las
hAECs expresan marcadores de células madre y poseen
la capacidad de diferenciarse a los tres tipos de capas
germinales. No expresan telomerasa y no son tumorigé-
nicas. Estas propiedades vuelven al amnios una fuente
util y no controversial de células para el trasplante y la
medicina regenerativa. Los objetivos particulares de
nuestro trabajo son:

1. Caracterizacion de células epiteliales de membrana
amnidtica humana.

2. Estudio de los mecanismos celulares involucrados
en la diferenciacion de las hAECs a células hepaticas,
respecto a la proliferacion celular y apoptosis. Estudio
de los caminos de transduccion de sefales activados.

3. Como aplicacion clinica, el objetivo se centra en
desarrollar, a partir de un modelo murino, una estrategia
alternativa al trasplante de higado en pacientes con pa-
tologia hepatica crénica que lo requiera.

Las enfermedades hepaticas afectan a millones de
personas en todo el mundo. Actualmente, la Unica terapia

efectiva para los estadios finales de enfermedades hepa-
ticas, es el trasplante completo del érgano; procedimiento
que implica altos costos, alta mortalidad y se encuentra
extremadamente limitado por la escasez de donantes.
La diferenciacidon de células madre a hepatocitos per-
mitira el estudio racional de mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo hepatico y proveera de una
fuente renovable de hepatocitos exdgenos para analizar
la toxicidad de drogas y, principalmente, para las terapias
celulares. Varios estudios apoyan la hipétesis de que el
epitelio amnidtico contiene células con caracteristicas de
células madre que podrian ser Utiles para la regeneracion
de tejidos dafiados. En el presente trabajo, hemos logrado
el eficiente aislamiento y caracterizacion de las hAECs.
Determinamos, por qRT-PCR, que estas células expresan
niveles significativos de los marcadores de pluripotencia
Sox-2, Oct-4 y Nanog, y que su expresion disminuye a
medida que transcurren los dias en cultivo. Determina-
mos también por microscopia de fluorescencia, que las
hAECs expresan el marcador de células embrionarias
SSEA-4. Estudiamos la expresion de Sox-2, Oct-4 y Na-
nog y de los marcadores hepaticos a-fetoproteina, a1AT,
CYP7A1 y albumina, durante 30 dias de diferenciacion
hepatica, inducida con factores especificos (EGF 10 ng/
ml + Dexametasona 0,1uM) o con medio condicionado
(MC) de células HepG2. Observamos, por microscopia, el
cambio en la morfologia de las hAECs. Los marcadores
de pluripotencia disminuyeron significativamente durante
el proceso de diferenciacion, mientras que los marcado-
res hepaticos incrementaron su expresiéon, medida por
gRT-PCR. Por Western blot, determinamos la expresion
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de albumina y del citocromo hepatico CYP3A4, en las
células en diferenciacion. Al mismo tiempo, observa-
mos un cambio en la morfologia de las hAECs tratadas
con factores especificos, adquiriendo caracteristicas
similares a las de hepatocitos en cultivo. Hemos comen-
zado a analizar también los procesos de proliferacion y
apoptosis durante la diferenciacion hepatica temprana
y tardia de las hAECs. Determinamos por Western blot,
un incremento -cuando se traté con MC- y una disminu-
cién -cuando se traté con EGF- en la fragmentacion de
caspasa-3, luego de 72 h de tratamiento. Observamos,
a través de la incorporacién de ®H-timidina, que el EGF
indujo la proliferacion de las hAECs, mientras que el
MC la disminuy6. El mismo resultado obtuvimos cuando
ensayamos la viabilidad de las hAECs en diferenciacion,
mediante el ensayo de MTT. El tratamiento con factores
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produjo un aumento significativo en la viabilidad de las
hAECs, mientras que el MC la disminuyd. Las hAECs
control se mantuvieron viables y proliferando durante
todo el proceso de diferenciacion ensayado. Mediante
gRT-PCR, observamos un aumento en la expresiéon de
los genes de p53y p21 y una disminucion en la expresion
de ciclina D1, cuando se traté con MC; el efecto opuesto
se observé tratando con factores especificos. Elucidando
los mecanismos moleculares y celulares mediante los
cuales las hAECs alcanzan la diferenciacion hepatica,
contribuiremos a mejorar y lograr mayor eficiencia de
este proceso. Nuestros estudios sugieren que las hAECs
son capaces de diferenciar exitosamente a hepatocitos,
lo que representa un avance fundamental para su futura
aplicacion en las enfermedades hepéticas y la medicina
regenerativa.

LAS HISTONAS EJERCEN UN EFECTO CITOTOXICO Y ANTIANGIOGENICO SOBRE
PROGENITORES ENDOTELIALES Y CELULAS ENDOTELIALES MADURAS

SOLEDAD NEGROTTO

Laboratorio de Trombosis Experimental, Instituto de Medicina Experimental (IMEX), Academia Nacional de Medicina-
CONICET, Buenos Aires, Argentina

Las histonas humanas responsables de la organiza-
cion del ADN son cinco: H1, H2A, H2B, H3 y H4. Las
histonas extracelulares provienen de células muertas o de
trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs). Durante la
isquemiay la reparacién de heridas, ademas de la franca
muerte celular, se ha reportado un aumento de NETs e
histonas, aunque su rol en el dafo y la evolucion de la
regeneracion tisular aun no ha sido esclarecido. Tanto las
células endoteliales (CE) maduras como los progenitores
endoteliales son fundamentales en la regeneracion tisular
a través de la formacidon de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis y vasculogénesis). Existen numerosas
evidencias sobre las propiedades citotdxicas de las his-
tonas extracelulares sobre el endotelio maduro, aunque
los mecanismos involucrados no se conocen, asi como
tampoco su accién sobre los progenitores endoteliales.
Nuestro objetivo fue estudiar el efecto de las histonas
sobre los progenitores endoteliales de crecimiento tardio
(CFCE), profundizar los mecanismos de citotoxicidad
en CE maduras de macro (HUVEC) y microvasculatura
(HMECH1) y analizar si las histonas afectan la actividad
angiogénica de estas células. Los CFCE fueron obte-
nidos a partir de células CD34+ de sangre umbilical
de dadores voluntarios sanos cultivadas en medio de
crecimiento endotelial EGM2 durante 14-18 dias. La
expansion de los tres tipos celulares fue realizada en
EGM2. Las CE fueron estimuladas con cada una de
las histonas recombinantes humanas (P<0.05, ANOVA,
n=5-8). El analisis de morfologia nuclear por microscopia

de fluorescencia mostré que las histonas inducen tanto
la necrosis como la apoptosis de las CFCE de manera
concentracion dependiente. Mientras H1 y H2A tuvieron
un efecto leve, H2B, H3 y H4 fueron mas nocivas. Resul-
tados similares fueron observados en CE maduras, sin
embargo el efecto citotdxico fue dramaticamente menor
en células epiteliales y fibroblastos. Cuando analiza-
mos la activacion de caspasa-3 por citometria de flujo,
observamos que la misma se encontraba activada solo
en un pequefo porcentaje de células (12-15%), el cual
correlaciond con el porcentaje de apoptosis inducido por
la misma concentracion de cada histona (4 uM). Sorpre-
sivamente, mientras que la apoptosis fue completamente
blogueada por inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK (98-
100% de inhibicidn), la necrosis fue también en parte
suprimida por este compuesto (65-75% de inhibicion).
Resultados similares fueron obtenidos con el inhibidor
de caspasa-1 Y-VAD-FMK, sugiriendo que las histonas
inducen piroptosis, una muerte programada dependiente
de caspasa-1 que comparte caracteristicas de morfologia
nuclear con la necrosis. Con el objetivo de elucidar si las
histonas, ademas de sus propiedades citotdxicas, eran
capaces de regular la actividad angiogénica de las CE,
las mismas fueron estimuladas con una concentracion
no citotoxica de histonas (1 uM). Cuando estudiamos la
proliferacién midiendo la expresién del antigeno Ki67 por
citometria de flujo observamos que H2B, H3 y H4 inducen
un arresto del ciclo celular (17+3, 21+4, 22+3% en GO
vs 7+2% en controles), mientras que con H1 y H2A no
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observamos modificaciones. Ademas, las cinco histonas
inhibieron la migracion de las CFCE inducida por EGM2
y SDF-1 (58+6 y 74+3% de inhibicion), determinada por
ensayos de reparacion de heridas in vitro y cdmaras de
Boyden. La formacion de tubulos sobre matrigel también
fue reducida por H2B, H3y H4 1 (60+7, 77+5y 72+7% de
inhibicion) mediante la activacién de la MAPKp38, ya que
su inhibidor SB203580 aboli6 este efecto en un 75-90%.
Por otro lado, dos tipos de heparina, no fraccionada y de
bajo peso molecular, y anticuerpos bloqueantes de TLR2
y TLR4 inhibieron completamente los efectos téxicos y
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antiangiogénicos de las histonas sobre las CFCE. Mas
aun, las histonas derivadas de NETSs ejercieron efectos
similares a las recombinantes. En conclusién, nuestros
resultados muestran que las histonas inducen apoptosis y
piroptosis de los CFCE y reducen su actividad angiogénica
con una potencia similar a la observada en CE maduras
de micro y macrovasculatura. Los efectos de las histonas
fueron completamente inhibidos por la heparina y por
anticuerpos bloqueantes de TLR2 y TLR4, sefialando el
uso de estos compuestos como una posible estrategia
terapéutica para mejorar la regeneracion tisular.
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