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PREMIO LEON CHERNY

001. (442) TRATAMIENTO ANTIPARASITARIO DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS EXPERIMENTAL, COM-
BINANDO BENZNIDAZOL Y CLOMIPRAMINA
Strauss, M.; Lo Presti, S.; Baez, A.; Bazan, C.; Paglini-
Oliva, P.; Rivarola, H.

Laboratorio de Chagas

Para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas existen las
drogas Nifurtimox y Benznidazol (Bz) ambas con efectos adversos.
Es necesario orientar la busqueda de drogas tripanocidas identifi-
cando un blanco molecular esencial en el Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) y ausente en el huésped. La tripanotiona reductasa es una
enzima vital en el parasito, que participa en el sistema de reduc-
cion de peroxidos. El antidepresivo triciclico Clomipramina (Clo)
inhibe a la tripanotiona, produciendo la muerte del parasito. Este
trabajo plantea como hipétesis que la utilizacion simultanea de dos
drogas con diferente mecanismo de accion optimiza el tratamiento.
Como objetivo principal, se propone evaluar el efecto simultaneo
de la administracion de Bz (100, 50 mg/kg/dia) y Clo (5mg/kg/dia)
en la etapa aguda, en ratones albino suizos(n=105), infectados
con el aislamiento SGO Z12 de T. cruzi. Los grupos fueron: no
infectados (NI), infectados no tratados (INT), tratados con Bz,
Bz/2, Clo, Bz+Clo y Bz/2+Clo. Las drogas se administraron du-
rante 30 dias post infecciéon.Todos los tratamientos produjeron una
disminucién significativa de la carga parasitaria, no observandose
parasitos en los tratados con Bz, Bz/2, Bz+Clo y Bz/2+Clo. Por
PCR se obtuvieron resultados positivos para Clo, Bz/2 y Bz/2+Clo
indicando que aunque en pequefias cantidades, el parasito aun
se encontraba presente. En vellosidades de intestino de tratados
con Bz se observaron leves alteraciones e infiltrados inflamatorios,
también se encontraron hepatocitos necroéticos y células inflama-
torias dispersas. En tratados con Bz/2, Clo, Bz+Clo, Bz/2+Clo no
se encontraron alteraciones histolégicas. A los 30 dias se obtuvo
una sobrevida del 100% con los tratamientos Bz, Bz/2, Bz+Clo
y Bz/2+Clo, del 70% con Clo y un 20% en INT. Por lo tanto las
combinaciones de Bz y Clo en sus distintas dosis han mejorado
el tratamiento ya que a pesar de no eliminar completamente al
parasito, no se observaron dafios en los tejidos analizados.

002. (210)LAS CELULAS PERIVASCULARES DE CORDON
UMBILICAL HUMANO (HUCPVC) DEMUESTRAN UNA
MEJOR REPROGRAMACION HACIA CARDIOMIOCITO
Y FUNCION CARDIACA EN UN MODELO DE INFARTO
AGUDO DE MIOCARDIO

Yannarelli, G."; Pacienza, N.'; Keating, A.2; Cuniberti, L.!
Universidad Favaloro, Buenos Aires, Argentina.” Ontario
Cancer Institute, UHN, Toronto, Canad4.?

Las células perivasculares de cordén umbilical humano (HU-
CPVC) son una fuente alternativa de células mesenquimales
estromales (MSC) para terapia celular. Se evalué la habilidad
de las HUCPVC para reprogramarse a cardiomiocitos respecto
de MSC de medula 6sea (BM-MSC) en un sistema de co-cultivo
con cardiomiocitos de rata. La sobre-expresion de genes especi-
ficos de cardiomiocitos fue significativamente mayor en HUCPVC
(p<0,001), asociada a un incremento de los factores de trascrip-
cion GATA4 y Mef2c. Si bien las HUCPVC presentaron mayor
actividad del promotor de la cadena pesada alfa de miosina (52%
vs 29%, p<0,001) y aumento de su expresién proteica (12% vs

5%, p<0,001) ambos estirpes celulares retuvieron los marcadores
estromales. Ensayos utilizando transwells demostraron que la
reprogramacion estaria mediada por factores solubles y que el
aporte del contacto celula-celula es limitado. También se evalud
la regeneracion cardiaca por administraciéon intramiocardica en
un modelo de infarto agudo de miocardio en ratones. La funcién
cardiaca fue superior en los grupos que recibieron terapia celular
respecto del control, pero las HUCPVC mostraron mayor beneficio
que las BM-MSC (40% vs 18%, p<0,05) dado por un incremento
significativo de la angiogénesis (p<0,05). EI mejor rendimiento
de las HUCPVC estaria mediado por una mayor frecuencia de
progenitores multipotentes CD146+ (54% vs 25%, p<0,001) y
aumento del largo de telomeros (2,2 veces, p<0,001), actividad
telomerasa (2,4 veces, p<0,001) y expresion de los factores de
pluripotencialidad OCT4 y NANOG respecto de las BM-MSC. Si
bien no se encontraron diferencias en la metilacién del promotor
OCT4 (51% vs 48%, p=0,59), este mecanismo de regulaciéon
epigenetico podria explicar la menor capacidad de diferenciacion
de las MSC respecto de las células madre embrionarias (<5%).
En conclusion, las HUCPVC constituyen una mejor fuente de
progenitores estromales con mayor potencial para terapia rege-
nerativa del miocardio.

003. (55) TRANSDIFERENCIACION DE FIBROBLASTOS DE
PACIENTES CON DIABETES TIPO | HASTA ISLOTES
TIPO-PANCREATICOS USANDO SOLO AGENTES
QUIMICOS

Pereyra-Bonnet, F.; Gimeno M Laura; lelpi Marcelo; Car-
dozo Johana; Giménez Carla; Loresi Monica; Litwak Leon;
Argibay Pablo

ICBME, Hospital Italiano de Buenos Aires

La transdiferenciaciéon celular implica la conversién de una
célula desde un linaje a otro sin pasar por estadios de pluripo-
tencialidad. Hoy la transdiferenciacion celular se logra median-
te estrategias de transgénesis. El objetivo de este trabajo fue
transdiferenciar fibroblastos de pacientes con diabetes Tipo |
hasta células tipo-pancredticas usando solo agentes quimicos.
Para ello se tomaron biopsias de piel de dos pacientes, se ex-
pandieron in vitro y se cultivaron durante 30d con IGF1, FGFb,
Nicotinamida, Exendin-4, ITS, B27 y glucosa. Las células adop-
taron una morfologia tipo-islote pancredtico y expresaron PDX1,
NGN3, GLUC, STT e INS por RT-PCR. Mediante microarrays
detectamos sobreexpresién global de genes pancreaticos y genes
remodeladores de la cromatina (ej: INSIG1, NKX2.2, LOC651872,
TGM2, TGF-b, Nestin, BMPs y SMADs) y sub-expresién de ge-
nes relacionados con fibroblastos (ej: CD34, Elastin, FilaminB,
COL12A1y COL8AT). Por qPCR observamos que en las células
transdiferenciadas GLUC e INS estan sobreexpresados y ASPNy
MEOX2 (genes tipicos de fibroblastos) estan sub-expresados mas
de 10-veces. Hallamos hipometilacion en los promotores de INS'y
PDX1 por secuenciacion de ADN bisulfito (ver resumen 539) y la
inmunocitoquimica para GLUC e INS fue positiva en las células
transdiferenciadas. No hubo expresién del plasmido OCT4-GFP
en las células transdiferenciadas y los promotores de OCT-4 y
NANOG estan isometilado respecto al control, demostrando no-
totipotencialidad. Por medio de bandeo-G obtuvimos cariotipos
normales descartando dafios debido al tratamiento y hubo 100%
de coincidencia en los microsatélites con los fibroblastos paren-
tales descartando contaminacién. En este trabajo demostramos
por primera vez que es posible transdiferenciar fibroblastos de
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pacientes con diabetes tipo | hasta islotes tipo-pancreaticos que
expresan insulina, usando solo agentes quimicos. La transdife-
renciacion quimica es una promisoria alternativa para el remplazo
de células pancreaticas en pacientes diabéticos.

004. (773) CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE
CADHERINA EPITELIAL Y MOLECULAS RELACIO-
NADAS EN EL CANCER DE VEJIGA. IDENTIFICACION
DE NUEVOS MARCADORES DE LA PROGRESION
TUMORAL

Lapyckyj, L.; Mencucci, M."; Rosso, M."; Besso, M."; Lo-
dillinsky, C.2; Belgorovsky, D.?; Edelsztein, N.'; Gonzélez,
M.3; Britez, L.%; Tejerizo, J.%; Eijan, A.2; Vazquez-Levin, M.!
IBYME - CONICET! Instituto A. Roffo? Departamento Uro-
logia, Hospital Italiano®

Introduccién: Cadherina epitelial (CadE) es una glicoproteina
de adhesion intercelular. Se considera un supresor tumoral en
carcinomas epiteliales, dado que alteraciones en su expresion/
funciones se asocian a células con mayor invasividad y a un
aumento en la agresividad del tumor. El cancer de vejiga es el
5to en la sociedad occidental, con valores en constante aumento.
Durante la progresion del cancer de vejiga se observa pérdida de
CadE acompafada por expresion de marcadores caracteristicos
de la transicién epitelio-mesenquimal. Aun no se han caracterizado
las bases moleculares de los tumores de vejiga y son necesarios
marcadores prondsticos y de seguimiento. Objetivo:Caracterizar
la expresion de CadE y moléculas relacionadas en el cancer de
vejiga a fin de identificar marcadores prondsticos/de seguimiento
y/o blancos terapéuticos. Metodologia: Se realizaron ensayos de
Western Immunoblotting, RT-PCR, PCR en tiempo real, inmunoci-
toquimica e inmunohistoquimica en las lineas celulares tumorales
de vejiga murinas MB49 (no invasiva) y MB49-1 (invasiva), sus
tumores ortotdpicos y en tumores de vejiga humanos superficiales
e infiltrantes. Resultados: En MB49-I, con respecto a la linea
control MB49 1) se detect6 una baja expresion del ARNm y de la
forma proteica completa de CadE que se localizé en el citoplasma
celular 2) se observaron niveles aumentados de Snail (represor
de CadE) junto con expresion de CadN y aumento de CadP
(“cadherin switch”) 3) localizacién aberrante de beta-catenina y
alteraciones en su fosforilacion y 4) expresion de miembros del
sistema Eph-Ephrin. En los tumores ortotépicos de estas lineas y
en tumores de vejiga humanos superficiales e invasivos se confir-
maron estos resultados. Conclusion: El andlisis de la expresion
de CadE y moléculas relacionadas en un modelo murino de cancer
de vejiga y en tumores humanos permitié por primera vez detectar
cambios en la localizacion y fosforilacion de beta-catenina junto
con la expresion de miembros del sistema Eph-Ephrin, que podrian
constituirse en nuevos marcadores en estos tumores.

005. (1) MICRODELECIONESENLA REGION AZF DEL CRO-
MOSOMA Y ASOCIADAS A INFERTILIDAD MASCULINA
Alechine, E."; Repetto, H.2; Sardi-Segovia, M.2; Ariagno, J.?;
Curi, S.2; Palaoro, L.%; Mendeluk, G.?; Corach, D.!
Servicio de Huellas Digitales Genéticas, Facultad de Far-
macia y Bioquimica, UBA' Laboratorio de Fertilidad Mas-
culina, Depto. de Bioq. Clinica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA?

La infertilidad afecta aprox. al 15% de las parejas y en el 50%
de los casos la causa se le puede atribuir al factor masculino.
Numerosos estudios asocian microdeleciones en la region AZF
del cromosoma Y a cuadros de azoospermia u oligozoospermia
severa. Otros describen dichas deleciones en hombres férti-
les, generando asi controversias en el diagnostico genético de
infertilidad. Con el objetivo de evaluar los posibles efectos de
microdeleciones en la regidn AZF sobre la espermatogénesis,
se estudiaron pacientes en tratamiento por infertilidad y hombres
fértiles con paternidad confirmada. Para ello se analizaron 7
marcadores STSs distribuidos a lo largo de las regiones AZFb/c
mediante PCR seguida de electroforesis capilar. En los pacien-
tes se evalué la espermatogénesis mediante el estudio seminal,
mientras que la paternidad de los controles fértiles se confirmé
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mediante analisis de ADN. De los 155 pacientes estudiados, 2
presentaron deleciones b2/b4 y b1/b3 asociadas a cuadros de
cripto y oligoastenoteratozoospermia severa respectivamente.
Otros 5 pacientes también presentaron deleciones, 2 del tipo b2/
b3y 3 del tipo gr/gr. La delecién b2/b3 se asocié a una marcada
teratozoospermia (1% de formas normales), mientras que la
delecion gr/gr evidencié fenotipos variables, superando uno de
ellos los valores de referencia espermaticos. Cabe destacar que
2 de los individuos fértiles también presentaron deleciones gr/gr.
De acuerdo a estos resultados, concluimos que las deleciones
b1/b3 y b2/b4 producirian un claro efecto deletéreo sobre la es-
permatogénesis y que la delecién b2/b3 afectaria la morfologia,
mientras que la delecion gr/gr no permitiria predecir por si sola un
efecto sobre la espermatogénesis ya que también se encuentra
en individuos fértiles. Si bien resulta necesario el estudio de un
numero mayor de pacientes, los resultados obtenidos destacan
la necesidad de caracterizar las microdeleciones e identificar
aquellas inequivocamente asociadas a infertilidad.

006. (820) REGULACION DE LA EXPRESION DE LA MAP
QUINASA FOSFATASA-2 (MKP-2) Y SU PARTICIPA-
CION EN LA EXPRESION DE GENES DEPENDIENTES
DE ERK1/2

Gomez, N.'; Gorostizaga, A.'; Gonzalez-Calvar, S.%; Mori
Sequeiros Garcia, M."; Paz, C.'

inbiomed-facultad de medicina-uba’ Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IByME-CONICET)?

Las MAP quinasas fosfatasas (MKPs) son enzimas que in vivo
desfosforilan especificamente a las MAP quinasas, como ERK1/2.
Las isoformas MKP-2 y MKP-1 se inducen por diferentes estimu-
los, aunque MKP-2 exhibe una cinética de induccién mas lenta.
Por su localizacion nuclear, ambas son potenciales reguladores
de la expresion de genes dependientes de MAP quinasas. En
células de Leydig MA-10, la estimulacién del receptor de LH con
gonadotrofina coriénica humana (hCG) promueve la induccién de
MKP-1, evento que provoca la inactivacion temprana de ERK1/2
y el cese de la accién hormonal aguda sobre la expresion génica
dependiente de estas quinasas. Nuestro objetivo fue analizar la
expresion de MKP-2 en células de Leydig MA-10 estimuladas con
hCG y su impacto en el curso temporal de la actividad de ERK1/2
y en la expresién del gen CYP11A1, gen que se induce luego de
varias horas de estimulacion por LH via ERK1/2. Se evaluaron los
niveles del ARNm de MKP-2 por qPCR y se determiné que hCG
activa la transcripcidon del gen. Mediante la expresion transitoria
de la quimera flag-MKP-2, y analisis de los niveles de la misma
por Western blot con un anticuerpo anti-flag, determinamos que
hCG promueve la acumulacién de la quimera y su traslocacion
al nucleo. El analisis por Western blot de los niveles de fosfo-
ERK1/2 en células que expresan un ARN de interferencia para
MKP-2 (shARN-MKP-2), mostré que esta fosfatasa completa la
inactivacion ERK1/2 iniciada por MKP-1. Ademas, la expresion
del shARN-MKP-2 increment6 el efecto del 8Br-AMPc sobre la
actividad del promotor y sobre los niveles del ARNm correspon-
diente a CYP11A1, evidenciando la participacion de MKP-2 en la
regulacion por LH/hCG de la expresién génica tardia. Nuestros
resultados son consistentes con un modelo en el que genes de
diferente cinética de induccién requieren la actividad de ERK1/2
en diferente marco temporal, lo que implica una accion diferencial
de MKP-1 y MKP-2 en la regulacion de la expresién génica.
007. (748)LA DINAMICA REDISTRIBUCION MITOCONDRIA-
NUCLEO DE LA INMUNOFILINA FKBP51 ES REGULA-
DA POR PKA PARA MODULAR LA EXPRESION DE
GENES REQUERIDOS DURANTE EL PROCESO DE
DIFERENCIACION ADIPOCITICO
Toneatto, J. ; Charo, N. ; Susperreguy, S. ; Piwien-Pilipuk, G.
IByME CONICET

La obesidad constituye un serio problema para la salud de
la poblacion mundial, siendo consecuencia de la hipertrofia
e hiperplasia de tejido adiposo disfuncional que contribuye al
desarrollo de diferentes enfermedades, tal como diabetes tipo
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2. Los glucocorticoides juegan un rol central en la adipogénesis,
ejerciendo su accion a través de la union a su receptor, GR
(Glucocorticoid Receptor). GR se encuentra en el citoplasma
formando parte de un heterocomplejo que involucra una inmunofi-
lina de alto peso molecular (IMM) FKBP52 o FKBP51. Mientras el
nivel de expresion de FKBP52 disminuye, el de FKBP51 aumenta
progresivamente durante la diferenciacién de los preadipocitos.
Debido a que se desconoce la funcién de FKBP51 durante dicho
proceso, nos avocamos a su estudio. Demostramos por primera
vez que FKBP51 sufre una dinamica relocalizacién mitocondria-
nucleo durante el proceso de adipogénesis. Esta redistribucion
es regulada por la via AMPc y en menor medida en respuesta
a glucocorticoides. FKBP51 se concentra transitoriamente en la
lamina nuclear, coincidiendo con su reorganizacién en estadios
tempranos de la diferenciacion. Se sabe que PKA-c se asocia
con GR de manera ligando dependiente potenciando su actividad
transcripcional. Nosotros demostramos que la translocacion de
FKBP51 dependiente de PKA reduce la capacidad transcripcio-
nal de GR, por lo tanto, PKA podria ejercer un rol dual en la
regulacién de dicho factor. FKBP51 no sélo interactia con GR
sino también con CREB modulando negativamente su capacidad
transcripcional. Por lo tanto la presencia de FKBP51 en el nucleo
puede ser critica para el control de GR, y de otros factores no
pertenecientes a la familia de los receptores nucleares, como lo
es CREB, en una etapa del proceso de diferenciacion con alto
nivel de remodelamiento de cromatina, pero donde la transcrip-
cién debe estar estrictamente controlada para la adquisicion del
fenotipo adipocitico.

PREMIO PATRICIO COSSIO
008. (530) EFECTO DOMINANTE NEGATIVO DE UNA VA-
RIANTE TRUNCADADE LA PROTEINA REGULATORIA
AGUDA DE LA ESTEROIDOGENESIS (STAR). EVI-
DENCIA DEL ROL DEL PEPTIDO DE SENALIZACION
MITOCONDRIAL N-TERMINAL EN LA FUNCION DE LA
PROTEINA IN VIVO
Baquedano, M.; Guercio, G.; Marina, R.; Berensztein, E.;
Costanzo, M.; Elisa Vaiani; Ramirez, P.; Rivarola Marco
A.; Belgorosky, A.
Servicio de Endocrinologia. Hospital de Pediatria JP Ga-
rrahan

StAR facilita la entrada de colesterol a la mitocondria for-
mando parte de un gran conplejo multiproteico, denominado
transduceosoma, encargado del transporte de colesterol. Mu-
taciones recesivas causan formas clasicas y no clasicas de
CLAH. El objetivo del estudio es evaluar las consecuencias
moleculares de una nueva mutacioén heterocigota en StAR en
un paciente 46,XY con genitales ambiguos e insuficiencia adre-
nal primaria. Se encontré un cambio heterocigota de novo,
IVS1-2A>G, no descripto en el gen STAR y el polimorfismo
heterocigota, pG146A, en SF1. No se detectaron mutaciones
en los genes CYP11A1, FDX1 y FDXR, potencialmente cau-
santes del fenotipo del paciente. Por RT-PCR y secuenciacién
se observo un transcripto -exén2 y el transcripto normal (WT)
de StAR a partir del RNA de tejido gonadal del paciente. Se
detectd el precursor (37kD) y la proteina StAR madura (30kD)
en células COS-7 transfectadas con el plasmido mutante y WT.
Por inmunofluorescencia casi no se observo colocalizacion de
la proteina mutante (p.G22_L59delStAR) en mitocondrias. La
actividad de p.G22_L59delStAR fue del 65%+13 respecto del
WT. La cotransfeccion de los plasmidos p.G22_L59delStAR y WT
redujo la actividad de WT en 62%=+13.9. La mutacion en StAR
(IVS-2A>G) provoco la pérdida de los amino&cidos 22 a 59 en el
péptido de senalizacion mitocondrial N-terminal y en funcién de
los resultados postulamos que esto conduciria a un plegamiento
anormal de la proteina que alteraria el procesamiento y translo-
cacion. Sugerimos que la proteina mutante estaria interfiriendo
con la accién de la proteina StAR WT bloqueando el complejo
transduceosoma y causando una forma dominante de deficien-
cia de StAR que explicaria el fenotipo clinico en heterocigosis.
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009. (459) EVALUACION DEL COMPLEJO PROTECTOR
DE LOS TELOMEROS EN DESORDENES A CELULAS
PLASMATICAS

Panero, J."; Arbelbide, J.2; Fantl, D.2; Kohan,
Rivello, H.2, Rabinovich, G.3“, Slavutsky, 1.
Instituto de Medicina Experimental CONICET-Academia
Nacional de Medicina’ Seccion Hematologia y Sevicio de
Anatomia Patoldgica, Hospital Italiano? Instituto de Biologia
y Medicina Experimental-CONICET® FCEN, Universidad
de Buenos Aires*

D.?; Garcia

Las proteinas que conforman el complejo telomérico protector
(TRF1, TRF2, TPP1, TIN2, RAP1y POT1) participan activamente
en la preservacion de los telomeros y en el mantenimiento de la
estabilidad e integridad gendmica. En este trabajo se evaluaron los
perfiles de expresion de los componentes del complejo protector,
sus interacciones, y su correlacion con la longitud telomérica (LT),
la expresion de telomerasa (hTERT) y el regulador de diferencia-
cion de células plasmaticas LGALS1 (Galectina-1), en pacientes
con mieloma multiple (MM) y gamopatia monoclonal de significado
incierto (MGUS). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
Institucional. Se estudiaron muestras de 154 pacientes: 70 con
MGUS (40 mujeres; edad media: 69,3 afos) y 84 con MM (42 mu-
jeres; edad media: 67,5 afios). El andlisis de expresion, mediante
PCR en tiempo real, mostr6 un aumento significativo de TRF2,
POT1y hTERT (p<0,03) en MM respecto de MGUS. Debido a
la gran heterogeneidad observada en los niveles de hTERT, los
pacientes fueron clasificados en tres grupos: baja (G1), intermedia
(G2) y alta (G3) expresién del mismo. Este analisis mostré sobre-
expresion de TRF2y RAP1 en G3 vs. G1 (p<0,01) en MGUS, e
incremento en los niveles de TRF2y TPP1 en G3 vs. G1 y G2
(p<0,04) y disminucién de la LT en G3 vs. G1 (p=0,02) en MM.
La expresion de LGALS1 se observé también aumentada en G2/3
respecto de G1 (p=0,013). Ademas, en MM la expresion de POT1
se asocié positivamente a f2microglobulina p2M), estadios Durie-
Salmon avanzados, hipercalcemia y lesiones éseas (p=0,009),
en tanto que la LT correlacioné positivamente con hemoglobina
y negativamente con B2M (p=0,02). Estos hallazgos muestran
una modificacion global de la expresién de las seis subunidades
del complejo protector de los telémeros. La estrecha correlacion
de POTT1 con diferentes parametros de mal prondstico sugiere
la importancia del mismo como posible blanco molecular para el
disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

PREMIO FARYNA DE RAVEGLIA
010. (266) ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE LDL
OXIDADAS Y LA CONCENTRACION DE TIROTROFINA
EN INDIVIDUOS EUTIROIDEOS NORMOCOLESTERO-
LEMICOS
Duaip, J.; Rojo, D.; Maggi, L.; Marziali, L.; Pacienza, N.;
Yannarelli, G.; Giunta, G.; Cuniberti, L
Universidad Favaloro

Las lipoproteinas LDL oxidadas (LDLox) son un factor pro-
aterogénico de gran importancia, ya que son precursoras en la
formacion de placas de ateroma. Diversas investigaciones mues-
tran que las hormonas tiroideas pueden influir en la oxidacién de
lipoproteinas de enfermos con patologia tiroidea. Sin embargo
es motivo de controversia la existencia de esta asociacion en
individuos eutiroideos. Objetivo:evaluar si la concentracion de
la hormona estimulante de la tiroides (TSH) en individuos euti-
roideos sin hipercolesterolemia esta asociada con la oxidacién
de lipoproteinas. Materiales y métodos: se evalué una poblacién
de individuos sanos mayores de 18 afos, sin patologia tiroidea
o hipercolesterolemia. Se excluyeron los pacientes tratados con
hipolipemiantes, glucocorticoides o remplazo hormonal tiroideo.
Los pacientes portadores de patologia renal o hepatica crénica
también fueron excluidos. Se determinaron los valores de perfil
lipidico, glucemia y TSH por métodos automatizados. Se realizé
medicién de LDLox por un kit de ELISA comercial (MERCODIA).
Se analizé una muestra de 71 individuos, con una edad prome-
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dio de 40,1+13 afios, de los cuales 46,5% eran mujeres (33 p).
Los participantes presentaron un IMC de 25,4+4,5. Los valores
de presién arterial sistélica y diastdlica fueron 113+15 mm Hg
y 72+10 mm Hg respectivamente. Se observé una asociacion en-
tre los valores de LDLox y la concentracion de glucemia (R=0,28;
p<0,05), colesterol total (R=0,37; p<0,005), TSH (R=0,28; p<0,05),
triglicéridos (R=0,34; p<0,01) y colesterol LDL (R=0,36; p<0,005).
En el analisis de regresién lineal multiple la concentracién de
glucemia (p<0,05), TSH (p<0,05) y colesterol LDL (p<0,01) es-
tuvieron independientemente asociados a los niveles de LDLox
plasmaticos. Conclusién: Estos resultados sugieren un vinculo
entre el perfil tiroideo y la oxidacién de lipoproteinas en pacientes
eutiroideos en ausencia de hipercolesterolemia.

011. (373) IDENTIFICACION DE GALECTINA-1 COMO UN
NUEVO BLANCO TERAPEUTICO EN CANCER DE
MAMA METASTASICO
Dalotto Moreno, T.; Croci, D.; Cerliani, J.; Dergan Dylon,
S.; Martinez Allo, V.; Mendez Huergo, S.; Mascanfroni,
l.; Sunblad, V.; Toscano, M.; Rabinovich, G.; Salatino, M.
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, CONICET

Galectina-1 (Gal1) es una lectina endégena capaz de atenuar
la respuesta inmune y promover escape tumoral. En este trabajo
investigamos el impacto de Gall tumoral sobre la inmunosupre-
sion, el crecimiento tumoral y las metéstasis en cancer de mama.
Observamos por inmunohistoquimica que la expresion de Gall
en carcinomas de mama humano esta asociado con un mayor
grado histolégico y malignidad (p<0,001) Con el objeto de silenciar
Gal1 elegimos el modelo de cancer de mama murino altamente
metastasico 4T1 con alta expresiéon de Gal1. El silenciamiento de
Gal1 (shRNA) inhibi6 el crecimiento tumoral (p<0.05) y el numero
de metastasis pulmonares. Este efecto fue inhibido cuando en
el flanco opuesto se inoculé un tumor WT (p<0,05), sugiriendo
la participacion del sistema inmune en este efecto. El estudio
de los componentes inmunoldgicos en estos ratones revelé una
frecuencia mayor de células T regulatorias (Tregs) Foxp3+ en
bazo, ganglios drenantes (GD) (p<0.01), tumor y pulmén. El
bloqueo de Gal1 tumoral revirtié la inmunosupresién asociada
al tumor, observandose un aumento en la proliferaciéon ex vivo
de esplenocitos y linfocitos de GD y un desvio de la respuesta
hacia un perfil Th1 (p<0,05) en ratones portadores de tumores
con Gall silenciada (KD). La inhibicion de Gal1 tumoral redujo
la frecuencia de células Tregs Foxp3* tanto in vivo como in vitro
(p<0,01) y su capacidad supresora (p<0,05), evidenciada por una
menor expresion de la proteina LAT. Mas aun, la transferencia
adoptiva de Tregs provenientes de GD WT favorecio la formacion
de metastasis en raténes portadores de tumores KD. Finalmente,
la administracién i.p de un anticuerpo monoclonal neutralizante
de Gall a ratones portadores del tumor 4T1 WT inhibié el creci-
miento tumoral (p<0,01), la formacién de metastasis pulmonares
(p<0,05) y revirti6 la inmunosupresién asociada al tumor (p<0,05).
Los resultados expuestos permiten postular a Gal1 como nuevo
blanco terapéutico en cancer de mama metastasico.

PREMIO LEONARDO SATZ
012. (348) MECANISMOS MEDIADOS POR EL AciDO
ALL-TRANS RETINOICO ASOCIADOS AL REESTA-
BLECIMIENTO DE LA INMUNOCOMPETENCIA EN UN
MODELO DE INMUNOSUPRESION POR LIPOPOLISA-
CARIDOS BACTERIANOS
Martire Greco, D., Landoni, V., Chiarella, P., Schierloh, P.,
Rearte, B., Isturiz, M., Fernandez, G.
IMEX-CONICET. Academia Nacional de Medicina

La inmunosupresion derivada de los procesos sépticos esta
asociada a la disminucion de la proliferacion de los linfocitos (Li)
T. A su vez, las células mieloides inmaduras supresoras (MDSC)
Gr-1+CD11b+ participan en este proceso mediante la produccion
de la oxido nitrico (ON) y la activacién de la Arginasal (Arg1). El
Acido Trans-Retinoico (ATRA) es una droga inmunomoduladora
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y tiene efectos sobre distintas poblaciones celulares, muchas
veces modulando su sobrevida. Nuestro objetivo fue determinar
el/los mecanismos de acciéon del ATRA para revertir los para-
metros alterados en la inmunosupresién por lipopolisacaridos
(LPS) establecida en un modelo experimental. Trabajamos con
un modelo murino aplicando dosis crecientes de LPS i.p (2-100
ug/dia/ratén) durante 20 dias en paralelo con ATRA (500 ug/dia/
raton) (grupo IS+ATRA) o vaselina (vehiculo) (grupo IS) via oral.
Al grupo Control se le administré solucién fisioldgica i.p o ATRA
s6lo (grupo ATRA). La proliferaciéon T fue determinada en cultivos
de células de ganglio en respuesta a concanavalina A midiendo
la actividad mitocondrial con MTT (Abs 570 nm).Mientras que
en el grupo IS se observé una disminucion de la proliferacion
T con respecto al Control, el grupo IS+ATRA fue capaz de re-
vertir este efecto (p<0,05).También el grupo IS+ATRA registré
un aumento del numero de Li de ganglio CD19+,CD8+,CD4+
medido por citometria de flujo respecto al grupo IS (p<0,05). La
administracion paralela de ATRA no logré disminuir la poblacién
MDSC aumentada en el grupo IS respecto al Control (p<0,05).
Sin embargo, la actividad de las MDSC se encontré disminuida
en el grupo IS+ATRA presentando una menor produccion de
ON y actividad de Arg1 y mayores niveles de apoptosis res-
pecto al grupo IS (p<0,05). Por lo tanto el ATRA disminuye la
actividad supresora de las MDSC, posiblemente disminuyendo
su sobrevida y de esta forma contribuyendo a la restauracion
de la proliferacién de LiT.

013. (39) LA RESPUESTA INFLAMATORIA ASOCIADA
A LAS ENFERMEDADES DEL HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO (EHGNA) ES SENSIBLE A LA MODU-
LACION POR CURCUMINA

Inzaugarat, M.", Vodanovich, F.", Baz, P.", De Matteo, E.2,
Lucero, D.%, Daruich, J.#, Gonzéalez Ballerga, E.%, Sorda,
J.4, Wald, M.5, Cheriavsky, A.

INIGEM-LAB DE INMUNOGENETICA' Anatomia Patologi-
ca, Hospital de Nifios “R. Gutiérrez’? Depto de Bioquimica
Clinica, UBA-Fac de Farmacia y Bioquimica® Divisién de
Gastroenterologia, UBA-Hospital de Clinicas “Jose de San
Martin™ CEFYBO-UBA Fac de Medicina®

Introduccidn: Las células de Kupffer (CK) y los monocitos
(Mo) contribuyen a la inflamacion y al dafio hepatico en EHGNA a
través de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y citoquinas. Objetivo:Evaluar el efecto de acidos grasos, leptina
(Lep) y citoquinas sobre la produccién de ERO y TNFa en Mo y
CK, y su reversion ex vivo (pacientes) y/o in vivo (modelo murino
de esteatohepatitis) por el agente antiinflamatorio Curcumina
(Cur). Métodos: se incluyeron 60 pacientes (EHGNA) y 40 con-
troles (Co) adultos, y ratones C57BI/6 (n=27) sometidos a dieta
normal (DN) o alta energia (AE) + Cur por 23 sem. Produccion de
ERO: en células mononucleares (CM) periféricas y suspensiones
celulares hepaticas preincubadas con diclorofluoresceina diace-
tato (DCFH-DA) 15 min seguido de &cido linoleico (AL), palmitico
(AP) [200-400uM], Lep [10nM] o TNFa [1,2 ng/mI]+PMA [100ng/
ml] con/sin Cur [30uM] 50 min ( para produccion de ERO) o
Lep[100nM] + Brefeldina [1pM] + Cur [5uM] 6 hs (para produccion
de TNFa). Se identificaron Mo con CD14/CD16 y CK con CD11b/
CD14(Hu) o F4/80(ratén). Se calcularon indices de estimulacion
[(IE): fluorescencia DCFH post/pre-estimulo] y de Incremento por
Lep [Il: %Mo TNF* post/pre-estimulo. Test estadisticos: ANOVA
(dos factores)/ Bonferroni, Mann-Withney, Wilcoxon (pareado) y
correlacién de Spearman. Resultados: AL induce aumento de
ERO en Mo (EHGNA vs. Co, p=0.032) que disminuye con Cur (p=
0.030) y en CK (p=0.015), con correlacién positiva entre ambos
IE en EHGNA (r=0.610, p=0.032). Lep incrementa TNFa en Mo
(I EHGNA vs. Co, p=0.029) que disminuye con Cur (p=0.031).
En ratones AE, las CK aumentan el IE frente a AL y el Il frente
a Lep (p<0.05 vs. DN en ambos casos). El tratamiento in vivo
con Cur (AE+Cur) revierte produccion de ERO frente a AL y
TNFa frente a Lep (p<0.05 vs.AE en ambos casos). Conclusio-
nes: la sensibilidad a Cur demuestra su potencial utilidad para
futuras estrategias de modulacion terapéutica de la inflamacién
en EHGNA.
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014. (471) LOS NEUTR,C')FILOS REGULAN LA FUNCIONA-
LIDAD DE LAS CELULAS T y3

Larangeira, A.', Ernst, G.', Gonzalez, H.2, Gabelloni, M.",
Sabbione, F.!, Trevani, A.", Geffner, J."?, Jancic, C.’

IMEX-CONICET-ANM' CNRS, Facultad de Medicina UBA?

Las células T se encuentran en la interfase de los elementos
propios a la inmunidad innata y adaptativa. Estan implicadas en
la respuesta inmune contra patégenos, en la vigilancia tumoral y
en fendmenos de reparacion tisular. Es conocido que las células T
v median el reclutamiento de los neutréfilos a focos inflamatorios
y activan su arsenal de mecanismos secretorios y citotoxicos. No
existen trabajos previos en la literatura que hayan analizado la
capacidad de los neutrdfilos de modular la actividad de las células
Ty, tematica que abordamos en el presente trabajo. Las células
Tyd cultivadas en presencia de neutréfilos mostraron una severa
reduccién en su capacidad de responder al agonista HMBPP,
medida en funcién de: a) una expresion incrementada de CD25
evaluada por citometria de flujo (p<0.05 vs controles, n=22), b)
la estimulacion de la produccién de IFN-y analizada por ELISA
en los sobrenadantes de los cultivo (p<0.05 vs controles, n=5) y
c) la induccion de una respuesta proliferativa evaluada en células
Ty8 marcadas con CFSE por citometria de flujo (p<0.05, n=4). La
inhibicién de la activacion de las células Tyd solo se evidencio
al co-cultivar a las células Tyd con neutrdfilos viables, pero no
con neutrdfilos apoptoéticos. Por otra parte, observamos que los
sobrenadantes de neutrdfilos activados por cultivo sobre IgG inmo-
vilizada, mediaron un efecto inhibitorio similar al ejercido por los
neutréfilos (p<0.05, n=7), sugiriendo que el mecanismo inhibitorio
es mediado a través de la liberacion de mediadores solubles. Los
resultados obtenidos sugieren la existencia de un mecanismo pa-
racrino a través del cual las células T y3 y los neutréfilos modulan
mutuamente sus niveles de actividad.

INMUNOLOGIA CLINICA Y AUTOINMUNIDAD 1
015. (201) LA DEFICIENCIA DE IL12P70, PERO NO DE IL4,
CONFIERE RESISTENCIA AL DESARROLLO DE PROS-
TATITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL
Motrich, R., Breser, M., Sanchez, L., Altamirano, A., Ri-
vero, V.

CIBICI-CONICET. Facultad de Ciencias Quimicas. Univer-
sidad Nacional de Cérdoba

La Prostatitis Crénica No Bacteriana es una enfermedad pre-
valente y la autoinmunidad ha sido propuesta como responsable.
El modelo de Prostatitis Autoinmune Experimental (PAE) ha de-
mostrado ser vdlido para su estudio. Previamente, un rol clave del
IFN-gama en la patogénesis de la enfermedad ha sido propuesto.
Con el objetivo de avanzar en los mecanismos inmunopatogé-
nicos involucrados, en este trabajo estudiamos el desarrollo de
PAE en ratones deficientes de IL-12p70 e IL-4. Ratones 1L4-KO,
IL12p70-KO y wild type (C57BI/6) de 6-8 semanas de edad fueron
inmunizados con extracto prostatico (EP) o solucién salina (C)
emulsificados en CFA, en los dias 0 y 15. Los animales fueron
sacrificados en el dia 24 y se realizaron ensayos de linfoproli-
feracion especifica, determinacion de secrecion y frecuencia de
células productoras de IFN-gama, IL-17, IL-4 e IL-10 y de niveles
séricos de autoanticuerpos. Ademas, se analizaron y cuantificaron
los leucocitos infiltrantes de préstata (FACS). Animales C57Bl/6
inmunizados con EP desarrollaron una elevada respuesta linfo-
proliferativa con secrecién especifica de IFN-g e IL-17 y un mar-
cado infiltrado leucocitario en préstata compuesto principalmente
de linfocitos T CD4 y monocitos/macréfagos (p<0.01). Animales
IL4-KO inmunizados desarrollaron un perfil similar de respuesta
pero de una manera mas exacerbada (p<0.01). Por el contrario,
animales IL12p70-KO inmunizados desarrollaron una débil res-
puesta inmune contra antigenos prostaticos, caracterizada por la
secrecion especifica de altos niveles de IL-4 (p<0.001) y ausencia
de infiltrado en el érgano blanco. Estos resultados demuestran
que luego de la inmunizaciéon con EP se genera una respuesta
autoinmune asociada a Th1/Th17, con elevada secrecién espe-
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cifica de IFN-gama e IL-17, la cual resulta en infiltracién y dafo
de la glandula prostética. La ausencia de citocinas asociadas a
Th1 (IL12) o a Th2 (IL4) protege o incrementa la susceptibilidad
al desarrollo de PAE, respectivamente.

016. (408) ROL DEL EJE CXCL10/CXCR3 EN LA PATOGENIA
DE LA ENFERMEDAD CELIACA

Bondar, C.", Guzman, L.2, Cueto Rua, E.2, Chopita, N.3,
Chirdo, F.?

Laboratorio de Investigacion en el Sistema Inmune LISIN
Facultad de Ciencias Exactas UNLP' Servicio de Gas-
troenterologia, Hospital de Nifios “Sor Maria Ludovica” La
Plata? Servicio de Gastroenterologia. Hospital San Martin,
La Plata.®

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica de
base inmune generada en individuos genéticamente susceptibles
ante la ingesta de un grupo de proteinas de trigo. El infiltrado lin-
focitario y la atrofia de vellosidades son los hallazgos histologicos
caracteristicos en mucosa duodenal en EC activa. Las células que
infiltran la 1amina propia (LP) de la mucosa son principalmente
linfocitos T CD4+ del perfil Th1, secretores de IFNg. CXCR3 es
un receptor de quimoquinas determinante en el reclutamiento
celular en tejidos inflamados. CXCR3 es inducido en células Th1
y activado por tres ligandos: CXCL9, CXCL10 y CXCL11. Se ha
descripto que el eje CXCL10/CXCR3 participa en la patogenia de
colitis ulcerosa, diabetes tipo | y artritis reumatoidea. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la participacion de dicho eje en la EC. Se
analizaron biopsias duodenales y muestras de suero de pacientes
celiacos al momento del diagnéstico, de celiacos en tratamiento y
de individuos no celiacos. El andlisis de expresion por PCR cuan-
titativa en biopsias duodenales revel6 un mayor nivel de mRNA
de CXCL10 y de CXCL11 en pacientes con EC activa respecto
a controles (p=0,0002 y p=0,0003) y respecto a pacientes trata-
dos (p=0,0132 y p=0,0095). Los niveles de CXCR3 y CXCL9 no
presentaron diferencias significativas. El analisis por microscopia
confocal mostré que el numero de células CXCR3* en LP en EC
activa fue significativamente mayor que en controles (p=0.0120).
Estudios por microscopia también mostraron una mayor expresion
de CXCL10 en mucosa celiaca respecto a controles. Encontramos
que células CD138, linfocitos T CD3* y enterocitos son produc-
tores de CXCL10. Los pacientes celiacos, tanto al diagnéstico
como en tratamiento, presentaron mayores niveles de CXCL10
en suero (cuantificados por ELISA), respecto a los controles
(p=0,0002 y p=0,0076). Nuestros resultados sugieren la participa-
cion del eje quimiotactico CXCR3/CXCL10 en la patogenia de EC.
017. (544) ANALISIS DEL MECANISMO FISIOPATOLOGICO
DEL SINDROME LINFOPROLIFERATIVO AUTOINMUNE
A TRAVES DEL ESTUDIO DE MUTACIONES EN EL GEN
FAS
Simesen De Bielke, M.", Yancoski, J.', Oliveira, J.2, Da-
nielian, S.!

Hospital de Pediatria J.P. Garrahan' Immunology Service,
Clinical Center, NIH, MD?

Mutaciones heterocigotas en el gen FAS son la causa mas
frecuente de un desorden inmunolégico complejo, Sindrome Linfo-
proliferativo y Autoinmune (ALPS). La mayoria de ellas afectan la
zona intracelular de Fas y tan solo un tercio, la zona extracelular.
En nuestro laboratorio se diagnosticaron 4 familias (5 pacientes)
con una mutacién C107Y que afecta la zona extracitoplasmatica
de la molécula. Debido a la controversia respecto del mecanismo
fisiopatolégico en mutantes missense extracelulares, estudiamos
la expresion y localizacion subcelular de C107Y en comparacion
con Wild Type (WT) y una mutante intracelular. La expresion de
Fas se estudié en una linea celular humana HEK 293 mediante
generacién de proteinas de fusién Fas-GFP y Fas-RFP, WT y 3
mutantes: C107Y, C104Y y D260E. La expresion fue confirmada
mediante microscopia de fluorescencia, Western Blot (WB) y
Citometria de Flujo (CF). La localizacion celular fue analizada
por microscopia confocal. Por métodos bioinformaticos se habia
predicho que las mutaciones extracelulares C104Y y C107Y son
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probablemente dafinas, al afectar un dominio rico en cisteina.
La mutante D260E no afectaria estructura sino funcion, a través
de un efecto dominante negativo. De hecho, observamos la
expresion en superficie del WT y D260E pero no de C104Y ni
C107Y; mientras que todas mostraron expresiones comparables
en WB. En células permeabilizadas, la CF confirmé la expresion
intracelular de C104Y ni C107Y. Mediante miscroscopia confocal,
ambas mutantes extracelulares mostraron retencion en reticulo
endoplasmatico (RE) (colocalizaciéon con plasmido especifico de
RE) sin generar stress de esta organela (WB anti BiP). A diferen-
cia de WT y D260E, C104Y y C107Y no mostraron localizacion
en Golgi (Ac anti-giantin). La retencién anormal en RE de las
mutantes extracelulares de FAS, debida probablemente a un mal
plegamiento de las proteinas, permite proponer un mecanismo
de haploinsuficiencia como base de la expresion de ALPS en
estos pacientes.

018. (762) ANALISIS DEL CAMBIO ISOTIPICO DE INMUNO-
GLOBULINAS MEDIANTE EL ESTUDIO DE UNIONES
SWITCH SMU-SALPHA PERMITE DEFINIR SUBGRUPOS
EN PACIENTES PEDIATRICOS CON INMUNODEFICIEN-
CIA COMUN VARIABLE (IDCV)

Almejun, M.!, Campos, B.!, Gallichio, M.2, Zelazko, M.,
Oleastro, M.!, Danielian, S."

HOSPITAL de PEDIATRIA J. P. GARRAHAN' HOSPITAL
de NINOS V. J. VILELA?

La hipogamaglobulinemia caracteriza al heterogéneo grupo
de inmunodeficiencias primarias conocido como IDCV. El nivel
en plasma de IgG tiene bajo valor predictivo de la severidad de
IDCV. El estudio de los mecanismos de diferenciacién tardios
del linfocito B (CSR y SHM), responsables de maduracién de la
respuesta anticorpérea podria orientar en localizacion de defectos
génicos. En trabajos previos estudiamos la capacidad in vivo de
realizar SHM en pacientes IDCV correlacionandose una severa
alteracién con un bajo porcentaje de B circulantes “memoria con
switch” y presencia de complicaciones clinicas (esplenomegalia/
autoinmunidad). El objetivo del presente estudio es analizar el
cambio isotipico de Igs (CSR) evaluando la reparacion del ADN en
las uniones switch Smu-Salpha, cuya estructura presenta anoma-
lias en presencia de diversos defectos en la recombinacion S-S.
Se clonaron y secuenciaron 137 fragmentos S-S de 12 pacientes
IDCV, asi como 54 de 6 controles sanos. Cada fragmento es Unico
y representa un evento independiente de CSR. Los resultados
demuestran en pacientes un incremento significativo en la exten-
sion de la homologia donor-aceptor en las uniones Smu-Salpha
respecto de controles sanos (media de secuencias con perfecta
homologia 2.52 + 4.45 pb en controles sanos vs 5,34 + 5,11 pb
en pacientes IDCV; p<0.001 two tailed Studen’t t test). Una alte-
racion significativa de la microhomologia se correlacion6 ademas
con el subgrupo de pacientes con mayor compromiso en SHM y
presencia de complicaciones clinicas. La identificacion de este
subgrupo de pacientes pediatricos ICDV nos permitira focalizar
en mecanismos moleculares que puedan ser compartidos en la
induccion y direccionamiento de regiones S de CSR, asi como
en la introduccién de mutaciones puntuales en las regiones V de
Igs, para la busqueda de genes candidatos.

019. (774) EL BOQUEO DE CXCR3 Y CCR5 REDUCE LA
INFILTRACION DE LAS GLANDULAS PANCREATICA,
TIROIDEA Y PROSTATICA EN RATONES SCURFY
Breser, M.", Martins, A.2, Lino, A.2, Paiva, R.2, Motrich, R.",
Demengeot, J.2, Rivero, V.!

Facultad de Ciencias Quimicas.Universidad Nacional de
Cdrdoba. CIBICI-CONICET! Instituto Gulbenkian de Cién-
cia. Oeiras, PortugalP

Los linfocitos T regulatorios (Treg) expresan el factor de trans-
cripcion Foxp3 y son fundamentales en el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica. Ratones scurfy (sf) deficientes en Foxp3,
no poseen Treg y desarrollan autoinmunidad multi-6rgano. Estos
ratones presentan una activacion sistémica de células T (LT), junto
con una exacerbada inflamacion e infiltracién multi-6rgano. En el
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presente trabajo, nos propusimos evaluar la expresion de recep-
tores de quimiocinas (RQ) en LT de ratones sf. Luego de evaluar
la expresion de CXCR3, CCR5, CCR6, CCR3 y CCR4 en LT de
bazo y noddulos linfaticos de ratones sf y controles, encontramos
que ~60% de los LT de ratones sf expresaban receptores CXCR3,
comparado con un ~3% en LT de ratones controles (P <0,001).
No se encontraron diferencias significativas en la expresion de
los demas RQ. Debido al particular incremento en la expresion
CXCRS3 en LT, nos propusimos evaluar el efecto del bloqueo de
CXCR3 y CCR5 mediante la administracion del antagonista TAK-
779. Para ello, se administré diariamente TAK-779 o vehiculo a
neonatos sf por 17 dias y posteriormente se evalué la infiltracion
en diferentes tejidos como pancreas, tiroides, pulmon, piel, cerebro
y préstata. Se observé que los ratones tratados con TAK-779 evi-
denciaron una reduccion significativa en la infiltracion en pancreas,
tiroides y préstata comparada con la observada en animales sf
tratados con vehiculo (P <0,005). Al analizar la presencia de
infiltracion en piel y pulmoén, se observé una marcada infiltracion
tanto en ratones sf tratados con TAK-779 como con vehiculo.
Otros tejidos en los que ratones sf no presentaban infiltracién,
no mostraron diferencias entre animales tratados con TAK-779 o
vehiculo. Estos resultados evidenciaron un importante incremento
en LT CXCR3* en ratones sf y demuestran que la expresion de
este receptor es importante para la llegada de LT activados a la
glandula tiroides, pancreas y prostata en ratones sf.

ONCOLOGIA 1
020. (8) MESOTELIOMA MALIGNO VS. PROLIFERACIONES
MESOTELIALES REACTIVAS: PERFIL INMUNOHISTO-
QuIMICO
Moretti, L.; Garcia, A.; Nieto, S.; Avagnina, A.; Elsner, B.;
Denninghoff, V.
Servicio de Patologia Centro de Educacion Médica e In-
vestigaciones Clinicas CEMIC

Introduccién: El diagnéstico diferencial entre mesotelioma e
hiperplasia mesotelial reactiva puede ser dificultoso en términos
morfolégicos. Hasta el momento existen pocos marcadores in-
munohistoquimicos que hayan demostrado utilidad para realizar
tal distincion. Objetivos: El presente estudio tiene como objetivo
principal el valor diagnéstico de los anticuerpos GLUT-1 y EMA
(antigeno epitelial de membrana) para distinguir las lesiones
mesoteliales benignas de las malignas, y establecer su sensi-
bilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, en
forma individual o usados en combinacién. Disefo del estudio:
Se seleccionaron 53 casos diagnosticados como mesotelioma o
hiperplasia mesotelial reactiva. Se realizé6 hematoxilina-eosina e
inmunohistoquimica:(EMA y GLUT-1, investigandose el indice
de proliferacion con el anticuerpo Mib-1 para Ki 67. Resultados:
La cohorte de mesoteliomas fue inmunoreactiva para GLUT-1 en
11/15 (73%) casos y para EMA en 13/15 (87%) casos. Las lesio-
nes reactivas fueron positivas para GLUT-1 en 2/38 casos (5,2%)
y para EMA en 7/38 (18,2%) casos. La mediana del indice de
proliferacion fue del 1% en lesiones benignas y del 3% en meso-
teliomas. Conclusién: EMA y GLUT-1 son marcadores sensibles
y especificos, que pueden sugerir que una proliferacion mesotelial
es maligna si no se cuenta con los criterios de invasion, siendo
complementarios del estudio histopatolégico. De esta manera,
una lesién mesotelial morfolégicamente dudosa que presentase
marcacion positiva difusa e intensa para estos anticuerpos, co-
rresponderia muy probablemente a un mesotelioma. Sin embargo,
la demostracion de infiltracion de los tejidos subyacentes por las
células mesoteliales sigue siendo actualmente el gold standard
para el diagnéstico de mesotelioma.

021. (22) ESTUDIO DE LOS EFECTOS ANTINEOPLASICOS DE
UN NUEVO ANALOGO DE CALCITRIOL
Ferronato, M.'; Salomén, D.'; Fall, Y.?; Curino, A."; Fac-
chinetti, M.’
INIBIBB-CCT-Bahia Blanca' Facultad de Quimica- Univer-
sidad de Vigo - Espana?
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El calcitriol (1a, 25 dihidroxivitamina D3) es un seco-esteroide
que presenta acciones inhibitorias sobre el desarrollo y progresién
de varios tipos de cancer. Sin embargo su utilidad como agente
antitumoral se ha visto limitada debido a su actividad hipercal-
cemiante. Por ello, es importante desarrollar analogos sintéticos
del calcitriol que conserven o incrementen los efectos antineopla-
sicos y no causen hipercalcemia. En el laboratorio de Quimica
Organica de la Universidad de Vigo se ha sintetizado un nuevo
analogo de calcitriol de tipo Gemini: el UVB1. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la accion antineoplasica de este compuesto
sobre diferentes lineas celulares tumorales comparandola con la
ejercida por el calcitriol y estudiar su efecto sobre la calcemia en
ratones. El analogo sintetizado ejerce una disminucion estadistica-
mente significativa sobre la supervivencia de las lineas celulares
humanas HN12 y HN13 (carcinoma celular escamoso de cabeza
y cuello) (p< 0.001), U251 (glioblastoma multiforme) (p< 0.05),
T47D (adenocarcinoma mamario hormono dependiente) (p< 0,01)
y HCT116 (carcinoma colorectal) (p< 0.001). No se observaron
efectos sobre la supervivencia en las lineas T98G (glioblastoma
multiforme humano) y LM3 (adenocarcinoma mamario murino
hormono independiente). En esta ultima, en cambio, el analogo
redujo la migracién celular (p= 0,0079). Se comenzaron a estudiar
los mecanismos moleculares involucrados en la accién de este
analogo, detectandose efectos sobre la expresion del receptor de
vitamina D (VDR) y de la enzima hemoxigenasa-1 (HO-1). Los
ensayos de calcemia en ratones CF1 demostraron que, a dife-
rencia del calcitriol, el nuevo analogo no provoca hipercalcemia
(dosis de 5 pg/kg). Observaciones preliminares de los animales
mostraron que el nuevo compuesto no ejerce efectos toxicos. En
conclusion, los resultados de estos estudios aportan evidencia
significativa sobre el potencial uso terapéutico de este nuevo
analogo como droga antitumoral.

022. (47) USO DE MICELAS COMO MEDIOS DE VEHICULIZA-
CION DE UNA FTALOCIANINA DE ZN(ll) LIPOFILICA CON
PROPIEDADES FOTOTOXICAS Y ANTITUMORALES
Marino, J.'; Chiarante, N.'; Garcia Vior , M.2; Sosnik, A.3;
Awruch, J.2; Roguin, L.

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, UBA' Departamento de Quimica
Organica, Facultada de Farmacia y Bioquimica, UBA? BIO-
NIMED, Departamento de Tecnologia Farmacéutica, UBA3

Las ftalocianinas (Pc) son compuestos de sintesis promiso-
rios para uso en terapia fotodinamica como antitumorales. La
principal dificultad de estos fotosensibilizantes es su tendencia
a la agregacion y escasa solubilidad en condiciones fisioldgicas,
dando como resultado baja biodisponibilidad y disminucién de
su eficiencia fotodinamica. Con el propdsito de hallar agentes
fotosensibilizantes antitumorales, se estudiaron las propiedades
fototéxicas de una ftalocianina lipofilica, la Pc9, sustituida con
cadenas alifaticas azufradas. Para mejorar la solubilidad en medio
acuoso y prevenir agregaciones, se emplearon cuatro micelas de
poloxamina con diferente grado de polimerizacién: T304, T904,
T1107 y T1307. En primer lugar, evaluamos el efecto de las mi-
celas sobre el crecimiento de células KB (carcinoma orofaringeo
humano). Los resultados obtenidos tanto en la oscuridad como en
presencia de una dosis de luz de 2,8 Jcm? mostraron un efecto
citotoxico de las micelas T304 y T904 a partir de concentraciones
de 0,1% y 0,02%, respectivamente. Por su parte, puesto que las
micelas T1107 y T1307 no resultaron citotoxicas en las concen-
traciones ensayadas, fueron seleccionadas para vehiculizar la
ftalocianina lipofilica. La Pc9 encapsulada presentd un potente
efecto fototoxico con valores de IC,, (concentracion que inhibe el
50% la viabilidad celular) de 10 + 1 nM (T1107) y 9,5 + 0,7 nM
(T1307). La comparacién de estos resultados con el efecto de la
Pc9 disuelta en DMSO 0,4% (IC,, 0,12 + 0,07 uM) permite compro-
bar una mayor efectividad fotodinamica de la forma encapsulada,
debido a una menor tendencia a la agregacién. Por ensayos de
microscopia confocal demostramos que la Pc9 es internalizada al
interior celular y se localiza en vesiculas lisosomales. En conclu-
sion, la Pc9 es un compuesto fototéxico muy potente, siendo las
micelas de poloxamina T1107 y T1307 medios efectivos para su
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vehiculizacion hacia los lisosomas y para optimizar su eficiencia
fotodinamica.

023. (72) BLOQUEO DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL o.
COMO HERRAMIENTA TERAPEUTICA PARA SUPERAR
LA RESISTENCIA AL TRASTUZUMAB

Mercogliano, M.'; Rivas, M.'; Venturutti, L."; Tkach, M.;
Cordo Russo, R."; Proietti, C."; Maronna, E.%; Frahm, 1.2
Elizalde, P."; Schillaci, R.’

Instituto de Biologia y Medicina Experimental’ Servicio de
Patologia, Sanatorio Mater Dei?

El ErbB2 esta sobreexpresado en ~20% de los canceres de
mama y se asocia con mal prondstico. Los pacientes son tratados
con trastuzumab (T), un anticuerpo monoclonal contra el ErbB2.
Sin embargo, sélo el 26-50% de los pacientes responden al T
debido a la resistencia intrinseca o adquirida de los tumores al
T. En nuestro laboratorio demostramos que el factor de necrosis
tumoral o (TNF) induce la transactivacion del ErbB2 y bloquea
el efecto inhibitorio producido por T en la proliferacién de células
BT-474 y SK-BR-3 mediante la activacion de NF-«B. En este
trabajo exploramos el efecto del bloqueo del TNF sobre la linea
celular JIMT-1, que tiene resistencia intrinseca al T. El bloqueo
del TNF in vitro se realizé con ARNi o con Etanercept (E, proteina
de fusion TNF receptor 2-Fc IgG humana). El binding de T fue
analizado por citometria de flujo. En los experimentos in vivo,
se inyectaron ratones nude con 3 x 108 células JIMT-1 y fueron
tratados con 5 mg/kg E dos veces/semana, 5 mg/kg T una vez/
semana, la combinacién o con IgG humana. Comprobamos que las
JIMT-1 producen TNF maduro y su precursor, mediante Western
Blots (WB). En los ensayos in vivo, observamos que el crecimiento
de los xenoinjertos de JIMT-1 tratados con E o T no mostraron
diferencias significativas respecto del control. El tratamiento
con E+T redujo el tamafio tumoral en un 54.1 + 4.6% (P<0.05),
observamos menos mitosis en el analisis histopatolégico (H&E)
y comprobamos el bloqueo en la activacion de la via de NF-xB
por WB. La inmunohistoquimica de ErbB2 mostr6 una mayor
marcacion en los tumores del grupo E+T respecto al resto de los
grupos. El bloqueo de TNF in vitro indujo un aumento del binding
de T en JIMT-1. Estos resultados sugieren que el bloqueo de TNF
en las células JIMT-1 produce un enriquecimiento de ErbB2 en la
membrana plasmatica, el cual puede ser bloqueado por T. Esto
conforma una prometedora herramienta terapéutica para pacientes
resistentes a T que sobreexpresen ErbB2.

024. (142) FACTORES SOLUBLES PROVENIENTES DEL TEJI-
DO ADIPOSO HUMANO REGULAN LA PROLIFERACION
Y TRANSMIGRACION DE CELULAS EPITELIALES MAMA-
RIAS HUMANAS TUMORALES Y NO TUMORALES. ¢EL
PROTEOGLICANO VERSICAN INVOLUCRADO EN LOS
EFECTOS OBSERVADOS?

Fletcher, S.'; Sacca, P.'; Colo, F.3; Fabiano, V.3 Amat,
M.3; Pistone Creydt, M.3; Calvo, J.'?; Pistone Creydt, V.!
IByME - CONICET' Departamento de Quimica Bioldgica,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA? Instituto de
Oncologia “Alexander Fleming”; Buenos Aires, Argentina.’

Las interacciones epitelio-estroma median el desarrollo de
la mama, asi como la progresion del cancer. Objetivos: evaluar
el efecto de medios condicionados (MCs) de explantos de tejido
adiposo humano de mama normal (EANh) y tumoral (EATh) sobre
la proliferacion de lineas celulares epiteliales mamarias humanas
tumorales (MCF-7 e IBH-7) y no tumorales (MCF-10A y HBL100);
evaluar la transmigracion de las lineas celulares incubadas con los
MCs; evaluar cambios en la expresion/localizacion de vérsican en
las células. Se obtuvo tejido adiposo de mama normal y tumoral de
pacientes. Se recolectaron MCs de EANh y EATh luego de 24hs
de incubacién. Se incubaron células MCF-10A, HBL100, MCF-7
e IBH-7 con los MCs por 24 y 48hs a diferentes concentraciones
(50% y 75%); se midié la proliferacion por MTS. Se evalud la
migracién de células incubadas con los MCs utilizando Transwells
y la expresién/localizacion de vérsican por inmunofluorescencia y
Western-blot. Resultados: todas las lineas celulares aumentaron
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significativamente la proliferaciéon respecto al control (p<0,001)
luego de incubarlas 24 y 48hs con MCs-EATh. También aumenté
significativamente la proliferacion de las lineas celulares tumorales
al incubarlas con 75% de MCs-EATh respecto a la incubacion
con 50% de esos MCs (p<0,05). Los MCs-EATh estimularon la
migracién de MCF-7 e IBH-7 luego de 18hs de incubacién en
Transwells (p<0,05). Observamos una localizacién celular de
vérsican en las cuatro lineas celulares incubadas con los MCs de
EANh y EATh. La intensidad de fluorescencia total celular aumenté
significativamente en las lineas celulares tumorales al incubarlas
con los MCs-EATh respecto de MCs-EANh y control. Este aumento
de vérsican también se observé por Western blot. Esto sugiere
que factores solubles secretados por el tejido adiposo modulan
la proliferacion y transmigracion de células epiteliales mamarias
tumorales y no tumorales. El proteoglicano vérsican podria estar
involucrado en los efectos observados.

025. (148) LA EXPRESION DE LA PROTEINA TUMORAL
MAGEB2 CONFIERE A LAS CELULAS VENTAJAS PRO-
LIFERATIVAS

Ladelfa, F.'; Laiseca, J.'; Toledo, F.'; Dusetti, N.2; Monte, M.!
Departamento de Quimica Bioldgica, FCEyN, UBA' Labora-
torio de Stress Celular, U624-INSERM, Marsella, Francia®

La subfamilia MAGE-I estd compuesta por los grupos A, By
C, de expresion especifica tumoral y alta homologia de secuencia.
Sin embargo, existen diferencias funcionales entre ellos. En este
sentido, demostramos que MageA2 reprime la respuesta pro-
apoptética de p53 e interfiere sobre la senescencia inducida por
PMLIV/p53. Aqui reportamos que MageB2 aumenta la proliferacion
celular, evidenciada por curvas de crecimiento y cicatrizacion de
herida. Ademas, las células que expresan MageB2 contindan
creciendo en ausencia de nutrientes. Previamente, reportamos
que MageB2 activa transcripcionalmente a E2F1. En este trabajo
analizamos a E2F2 y E2F3, también implicados en el pasaje de
la fase G1 a S del ciclo celular. Nuestros resultados indican que
MageB2 induce a E2F2 y E2F3 aun mas que a E2F1, y no induce
a E2F4, un factor de transcripcién represor de la proliferacion
celular. MageB2, a diferencia de los Mage-A, es una proteina
nucleolar. Observamos que MageB3, también de localizacién nu-
cleolar, activa transcripcionalmente a E2F1, E2F2 y E2F3, efecto
no observado con miembros del grupo Mage-A. Mediante la utili-
zacion del mutante MageB2ANoOLS, que carece de secuencia de
localizacién nucleolar, observamos que la activacién de los distin-
tos E2Fs no depende exclusivamente de la localizacion nucleolar
de MageB2. Por ultimo, evidenciamos la falta de co-localizacion e
interaccion directa MageB2-E2Fs y observamos que la activacion
de E2F por MageB2 seria independiente de RB pero dependeria
de la actividad de HDACs. Nuestros datos indican que MageB2
induce a los factores de transcripcion E2F1, E2F2 y E2F3 y con-
fiere a las células ventajas proliferativas. Este efecto podria ser
redundante entre miembros del grupo Mage-B. Considerando que
las proteinas MAGE se encuentran co-expresadas en tumores, la
inhibicién de la apoptosis y la senescencia mediada por MageA2,
sumada a los efectos proliferativos de MageB2 contribuirian al
potencial oncogénico de las proteinas MAGE-I.
026. (186) GALECTINA-1 (GAL-1) INDUCE LA TRANSICION
EPITELIO-MESENQUIMAL (EMT) DE CELULAS DE CAR-
CINOMA HEPATOCELULAR HUMANO (HCC)
Bacigalupo, M.'?; Manzi, M.'?; Elola, M.'; Wolfenstein De
Todel, C."2; Rabinovich, G.3; Espelt, M."; Troncoso, M."?
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (IQUIFIB),
UBA-CONICET." Dto de Quimica Bioldgica, Fac. de Far-
macia y Bioquimica, UBA? Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME), CONICET?

La EMT es un proceso crucial para la progresiéon del cancer
en el que las células epiteliales adquieren la capacidad de invadir
y generar metastasis. En este proceso se alteran interacciones
célula-célula, célula-matriz, anclaje y movilidad. Gal-1, proteina
con afinidad por B-galactésidos, no se expresa en hepatocitos
normales pero su expresion aumenta en el HCC. Previamente
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demostramos que Gal-1 promueve la adhesion de células de
HCC, HepG2, a la matriz extracelular, el crecimiento tumoral y
el desarrollo de metéastasis en nédulos drenantes al tumor. El
objetivo de este trabajo fue determinar el rol de Gal-1 en la EMT
de células de HCC. Mediante western blot (WB) evaluamos la
expresion de cadherina epitelial (cadE) y vimentina (vim, mar-
cador mesenquimal) en células HepG2 wild-type (wt), células
que sobre-expresan Gal-1 (HepG2-G2), células con expresién
de Gal-1 disminuida (HepG2-siRNA Gal-1) y sus respectivos
controles. Células HepG2-G2 expresan niveles inferiores de
cadE (37+1% p<0,05) mientras que células HepG2-siRNA Gal-1
presentan una expresiéon del 125+1% respecto a sus controles.
La expresion de vimentina fue de 171+1% (p<0,05) en células
HepG2-G2 y de 63+1% en células HepG2-siRNA Gal-1 respecto
a sus controles. La proteina adaptadora p-catenina presenta una
mutacién en uno de los alelos en las células HepG2 (delecion
del dominio de fosforilacion por GSKIIIB) por lo que las células
co-expresan el alelo wt y el mutado. El alelo wt se expresa en
menor nivel en las células HepG2-G2 (69%=+1, WB) y mediante
inmunofluorescencia, se detecta menor expresién en la membrana
respecto al control. Ademas, las células HepG2-G2 presentan ma-
yor capacidad de formar colonias en agar blando (p<0,05). Estos
resultados demuestran que Gal-1 altera la adhesion intercelular
disminuyendo marcadores epiteliales (cadE, p-cat), favoreciendo
el fenotipo mesenquimal (vim) y el crecimiento independiente de
anclaje, indicando su papel novedoso en la induccién de la EMT
de células de HCC.

027. (215) PERFIL EROTEOMICO DE LOS INTERACTORES
DE HO-1 EN CANCER DE PROSTATA

Gueron, G."; Valacco, P.2; Elguero, B.'; Coluccio-Leskow,
F.3; Paez, A."; De Siervi, A."; Vazquez, E."
IQUIBICEN-CONICET' CEQUIBIEM - Departamento Qui-
mica Bioldgica FCEN UBA - IQUIBICEN CONICET? De-
partamento de Ciencias Bdsicas, Universidad Nacional de
Lujan, Lujan, Buenos Aires, Argentina®

La etiologia del cancer de préstata (PCa) no es clara, dificultan-
do la prevencién temparana. El antigeno prostatico especifico (PSA)
se utiliza como el marcador de deteccidn, sin embargo tiene baja
especificidad. Surge la necesidad de encontrar otros marcadores
tumorales prostaticos mas especificos. La hemo-oxigenasa 1 (HO-
1) ejerce funciones anti-oxidantes y anti-inflamatorias. Previamente
documentamos su expresion nuclear en carcinomas prostaticos
humanos. En lineas celulares de PCa la sobre-expresion de HO-1
indujo su localizacién nuclear e inhibié la proliferacién, migracién
e invasion y el crecimiento tumoral in vivo. Andlisis de ChIP de-
mostraron que HO-1 se asocia a promotores de genes relevantes
en PCa como PSA. Nuestra hipétesis se basa en que HO-1 en el
nucleo podria actuar como un co-regulador de la transcripcion favo-
reciendo un fenotipo menos agresivo. Por tal motivo es importante
encontrar los interactores moleculares de HO-1. Para abordar este
objetivo empleamos técnicas de protedmica utilizando la proteina
recombinante HO-GST expresandola en células PC3. Se purificaron
los complejos que co-eluyeron con HO-1 y se corrieron en un gel de
poliacrilamida. Las bandas proteicas fueron digeridas con tripsina.
Los péptidos se analizaron por MALDI-TOF/TOF (Ultraflex 11). Con
los espectros obtenidos se generaron lista de picos (Software Flex
Analysis) y se realizaron busquedas con el Mascot, (tolerancia de
200 ppm), utilizando carbamidometilacion, acetilacén del extremo N-
terminal y oxidacion, como modificaciones fijas. Se compararon los hits
significativos obtenidos para las células identificandose a la proteina
muskelina, como candidata a ser interactora de HO-1. Se realizaran
estudios de pull-down, para verificar esta interaccién y construir el
interactoma de HO-1, permitiendo detectar la expresion de proteinas
no reportadas aun en células tumorales prostaticas y que pueden surgir
como blancos terapéuticos néveles o factores prondstico para el PCa.
028. (221) MODULACION DE LA PBOLIFERACI()N, APOPTO-
SIS Y SENESCENCIA EN LA LINEA DE ADENOCARCINO-
MA MAMARIO MURINO LM38-LP POR EL TRATAMIENTO
COMBINADO DE RETINOIDES (ATRA) CON INHIBIDORES
FARMACOLOGICOS DE LA PROTEINA QUINASA C (PKC)
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Berardi, D.; Diaz Bessone, M.; Flumian, C.; Cirigliano, S.;
Bal De Kier Joffe, E.; Urtreger, A.; Todaro, L.
Instituto de Oncologia Angel H Roffo

Los retinoides ejercen algunos de sus efectos sobre la dife-
renciacion celular y la reversion del fenotipo maligno a través
de interacciones con distintas isoformas de PKC. En el presente
trabajo estudiamos A) La modulacién de la expresion de las iso-
formas o y 8 de PKC frente al tratamiento con ATRA (1uM) y el
perfil de receptores retinoideos cuando las células son tratadas
con ATRA/inhibidores de PKCa/d (G66976 2,5uM /Rottlerina 1uM).
B) Evaluamos el efecto de la combinacion de ATRA e inhibidores
de PKC, sobre el crecimiento y la distribucién en el ciclo celular in
vitro. Utilizamos como modelo la linea mamaria murina LM38-LP
compuesta por células luminales (LEP), mioepiteliales (MEP) y
stem/progenitoras. Observamos por RT-PCR que el tratamiento
por 48 hs con ATRA aumento los niveles de PKC3S y disminuyo los
de PKCa. Asimismo, el tratamiento con G66976 redujo los niveles
del receptor RARy2, mientras que su combinacion con ATRA incre-
mento los niveles de RARB2. Por otro lado, el tratamiento por 96
hs con ATRA, G66976 y Rottlerina o sus combinaciones provoco
una disminucién del crecimiento en cultivo (células x10°: control
22+1,1; G66976 3,6+0,6; Rottlerina 9+0,1; ATRA 11+0,1; ATRA/
G66976 2,3+0,03; ATRA/Rottlerina 6,7+1,3; p<0.05). Mediante
citometria de flujo pudimos determinar que tanto el ATRA como
la Rottlerina inducen un arresto en la fase G1 del ciclo, mientras
que G66976 aumenta el porcentaje de células en la fase subG1,
hecho que se correlaciona con un aumento de la apoptosis, con-
firmado por ensayos con Anexina V. Por ensayo de la actividad
B-galactosidasa y microscopia de contraste de fase, pudimos
determinar que el tratamiento con ATRA induce senescencia
principalmente en el componente MEP mientras que el tratamien-
to con G66976 lo hace principalmente sobre la poblaciéon LEP.
Concluimos que la inhibicion del crecimiento celular ejercida por
los retinoides seria potenciada por la reduccién en expresién y/o
actividad de PKCa.

029. (223) DETERMINACION DEL VALOR DE REFERENCIA
DEL MARCADOR TUMORAL SERICO CA-15.3 POR IN-
MUNOENSAYO

Lebensohn, N.'; Moretto, V.?; Codino, E.'; Andrin, J.3; Fel-
dhaus, G.3; Ghione, G.% Racca, L."; Cipulli, G.%; Capitaine
Funes, C.%; Bartoli, A.2; Tozzini, R.2; Di Paolo, O.'

Fac. de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas - UNR' Hospital
Provincial del Centenario? SIEMENS Healthcare Diagnostic
S.A3

El cancer de mama metastasico puede asociarse a un conjunto
de antigenos circulantes relacionados especificamente con la
masa tumoral, entre ellos una glucoproteina de elevado polimor-
fismo denominada CA-15.3. La monitorizacion de un marcador
tumoral para la deteccién de recurrencia, constituye una de las
utilidades clinicas mas frecuentes de este tipo de moléculas. El
objetivo de este trabajo fue establecer los valores de referencia
(VR) para el marcador tumoral CA-15.3, en mujeres pre y post
menopausicas con y sin diagndstico de cancer de mama. Se
trabajo con muestras de suero (n= 134) provenientes de mujeres
libres de patologia mamaria (grupo control) y mujeres con pato-
logia mamaria (n=49). Se determinaron los niveles de CA-15.3
mediante la metodologia desarrollada por la empresa SIEMENS
Healthcare Diagnostic S.A. (Sistema automatizado ADVIA Cen-
taur): inmunoensayo tipo sandwich en dos pasos, con deteccién
por quimioluminiscencia directa. Los valores de referencia, defini-
dos sobre la base del percentil 95 fueron los siguientes: mujeres
premenopausicas sin patologia VR=25 U/ml y postmenopausicas
VR=26.4 U/ml. En las mujeres con dianéstico definitivo de cancer
pre menopausicas VR=34.0U/ml y post menopdusicas VR= 33.6 U/
ml respectivamente. El valor de la mediana obtenido para CA-15.3
en el grupo control es significativamente mayor en las mujeres
post menopausicas que en las pre menopausicas (p<0.005. Test
de Mann Whitney). No se encontraron diferencias significativas
en los valores de las medianas del marcador estudiado entre las
pacientes con cancer pre y post menopausicas, como tampoco
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entre las mujeres pre menopausicas y post menopausicas del
grupo control y con patologia (p>0.10). Consideramos que es de
importancia clinica conocer los VR del marcador CA-15.3 segun
el estado menstrual de la poblacién en estudio y de acuerdo a
la metodologia empleada. Cada laboratorio debe determinar
sus propios rangos de referencia para el seguimiento de las
pacientes.

030. (233) ESTUDIO DE MECANISMOS DE DANO Y REPA-
RACION DEL ADN INDUCIDOS POR LA TERAPIA POR
CAPTURA NEUTRONICA EN BORO (BNCT) EN TIROIDES
Rodriguez, C.'; Carpano Marina'; Perona Marina'; Thorp
Silvia'; Curotto Paula’; Pozzi Emiliano'; Casal Mariana?;
Juvenal Guillermo'3; Pisarev Mario'®; Dagrosa Alejandra'®
Comisién Nacional de Energia Atomica’ Instituto de Onco-
logia “Angel H. Roffo” -UBA? Consejo Nacional de Investi-
gaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)?

En trabajos anteriores hemos comenzado a estudiar los
mecanismos de dafio y reparacion inducidos por BNCT en cé-
lulas tumorales de tiroides. Demostramos una diferencia en los
patrones de genotoxicidad en células irradiadas con radiacion
gamma, con neutrones solos, con neutrones mas boronofeni-
lalanina (BPA). El conocimiento de los mecanismos de dafio y
reparacion activados por BNCT permitira manipular la respuesta
del tumor a la terapia. El objetivo de estos estudios fue analizar
en células tumorales tiroideas irradiadas y la expresiéon de los
transcriptos de Ku70, Rad51 y Rad54, BRCA1 proteinas de
las vias de reparacién por uniéon de extremos no homdlogos
(NHEJ) y por recombinacion homéloga (HRR) respectivamente.
Materiales y Métodos: se utilizaron células de la linea de carci-
noma folicular de tiroides humano (WRO) en fase de crecimiento
exponencial. Estas células fueron distribuidas en los siguientes
grupos: 1) BPA (10 pg'B/ml) + neutrones; 2) Neutrones solos;
3) Rayos gamma. Un grupo control para cada tratamiento fue
incluido. Las células fueron irradiadas en la facilidad de la
columna térmica del reactor RA-3 (fluencia= 1.10' n/cm? sec)
o con una fuente de ®Co. Las irradiaciones se llevaron a cabo
en diferentes lapsos de tiempo a fin de obtener una dosis fisica
total entre 1-5 Gy (+10%). La expresién de los ARNm de Ku70,
Rad51, Rad54 y BRCA1 fue analizada mediante transcripcion
reversa seguida de PCR (RT-PCR) a diferentes tiempos (2, 4,
6, 24 y 48 h). Resultados: La expresion de Rad51 aumentd
a las 2 horas post-irradiacién y persistié hasta 6 h solo en el
grupo neutrones y neutrones + BPA (p<0.05). Rad54 aumentd
su expresion entre las 2 y las 24 h en ambos grupos irradiados
con neutrones (con y sin BPA) (p<0.05) y BRCA1 muestra un
maximo de expresion a las 24 h en el grupo neutrones + BPA
(p<0.01), indicando que la via HRR es la que se activa en las
células tumorales de tiroides irradiadas con neutrones con y sin
boro. Por otro lado, los niveles del transcripto de Ku70 no se
vieron modificados en los grupos irradiados respecto al control.
Conclusién: Estos resultados indicarian una activacion de la via
HRR en las células de carcinoma de tiroides tratadas con BNCT
para la reparacion del ADN dafiado. La va NHEJ no varié en las
células irradiada respecto a las no irradiadas.

031. (235) LOS ELEMENTOS DEL MICROAMBIENTE TUMO-
RAL MODULAN LA POBLACION CON CARACTERIS-
TICAS "STEM" EN MODELOS DE CANCER DE MAMA
MURINO Y HUMANO
Raffo, D.; Sampayo, R.; Berardi, D.; Todaro, L.; Bal De
Kier Joffe, E.; Simian, M.

Instituto de Oncologia "Angel H. Roffo”

El 75% de los tumores de mama son positivos para receptor
de estrogeno y el tamoxifeno es la terapia mas utilizada, sin em-
bargo, 1/3 de las pacientes desarrolla resistencia. Demostramos
previamente que la fibronectina, laminina y medio condicionado
de fibroblastos generan resistencia al tamoxifeno en modelos
murinos y humanos. Por otro lado, se postula que las células
“stem” podrian ser iniciadoras del desarrollo tumoral siendo ca-
paces de dar lugar a las distintas poblaciones del tumor y tendrian
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una menor susceptibilidad a los tratamientos clasicos como la
quimio y radioterapia. El objetivo fue estudiar los efectos de los
elementos del microambiente tumoral sobre las poblaciones con
propiedades stem. Utilizamos dos técnicas en las lineas celulares
LMO5-E murina y la MCF7 humana. Primero estudiamos mediante
ensayos de mamosferas la capacidad de autorrenovacion de las
células con propiedades stem y luego la actividad de la enzima
aldehido deshidrogenasa (ALDH1). Para los primeros, luego de
pretratamientos de 2 dias con laminina, fibronectina o vehiculo
se sembraron 10000 células en placas de 6 wells no adherentes
con medio de mamosferas (DMEM/F12 con B27 y EGF) y se
conto el numero de esferas a los 7 dias. Para ALDH1 se utilizé
el kit ALDEFLUOR® que permite cuantificar la actividad de esta
enzima en las células luego de realizar los mismos pretratamientos
explicados anteriormente. Como resultado de estos experimentos
se observo que tanto la fibronectina, la laminina y el medio con-
dicionado disminuyeron la capacidad de formar mamosferas en
ambas lineas celulares (p<0,01) incluso hasta un mes después
de interrumpido el tratamiento (p<0,01). También llevaron a una
reduccion en el porcentaje de células ALDH positivas en la linea
LMO05-E (p<0,05). Concluyendo, existe una regulacion por parte
del microambiente tumoral sobre la poblacién con caracteristicas
stem; queda por delante adentrarse en los mecanismos involu-
crados en esta regulacion.

INFECTOLOGIA
032. (50) ANALISIS DELA LOCALIZACION INTRACELULAR
Y PARTICIPACION DE LAS RIBONUCLEOPROTEINAS
HETEROGENEO-NUCLEARES A2 Y K DURANTE LA
INFECCION DE CULTIVOS CELULARES CON LOS
VIRUS HEMORRAGICOS JUNIN O DENGUE TIPO2
Brunetti, J.; Scolaro, L.; Castilla, V.
Laboratorio de Virologia, Departamento de Quimica Bio-
I6gica, FCEyN, UBA

Las ribonucleoproteinas heterogéneo-nucleares (hnRNPs) son
proteinas de unién a ARN predominantemente nucleares. Se ha
demostrado que diversos virus provocan la acumulacion de estos
factores en el citoplasma y los utilizan para su replicacion. Los
virus Junin (JUNV) y Dengue (DENV) representan un serio pro-
blema sanitario en nuestro pais, siendo ambos virus con genoma
ARN, que replican en el citoplasma de la célula hospedadora. El
objetivo de este trabajo fue analizar la localizacion intracelular
y participaciéon de las hnRNPs A2 y K en células infectadas con
DENV y JUNV. Se analizé, mediante inmunofluorescencia (IF),
la localizacién intracelular de hnRNP K en células Vero o A549
infectadas con DENV o JUNV a distintos dias post-infeccién (dpi),
y en células Vero persistentemente infectas con JUNV (V3). Se
determind que en células Vero hnRNP K transloca del nucleo al
citoplasma a los 5dpi y 7dpi para DENV y JUNV respectivamente.
En células A549 sélo se detectd translocacion de hnRNP K en
los cultivos infectados con DENV a los 5 dpi. No se detecté acu-
mulaciéon de hnRNP K en el citoplasma de células V3. En ningun
caso se observo translocacion al citoplasma de hnRNP A2. La
acumulacién de hnRNP K en el citoplasma de células Vero in-
fectadas con DENV se corroboré infectando células transfectadas
con un plasmido que permite la sobreexpresién de hnRNP K. Se
evaluo el efecto del silenciamiento de hnRNP K, utilizando ARN
de interferencia (siRNA), sobre la replicacion de DENV y JUNV
en células A549. Se demostré que dicho silenciamiento inhibe la
produccion de ambos virus, determinado por el método de UFP
y el nimero de células infectadas, reveladas por IF. Nuestros re-
sultados muestran que el cambio en la localizacion intracelular de
hnRNP K inducido por la infeccién con JUNV o DENV depende del
tiempo de infeccidn y del tipo celular, mientras que la distribucion
hnRNP A2 no fue alterada. Demostramos ademéas que hnRNP K
es necesaria para la multiplicacion de ambos virus.

033. (108) SEROPREVALENCIA DE LA INFECCION POR
TRYPANOSOMA CRUZI EN CINCO PARAJES DEL “MON-
TE IMPENETRABLE” DE LA PROVINCIA DE CHACO

MEDICINA - Volumen 72 - (Supl. II), 2012

De La Vega Elena, C."; Peralta, E.'5; Baigorri, E.%; Pu-
gliessi, M.'; Baquio, M.%; Frontini, A.'; Montagne, A.'3;
.Cerana, A.%; Montagne, J.5; Casella, E.5; Ricci, P.5; Pallas,
H.5; Chialina, S.4; Solis, E.% Venera, G."

Instituto Universitario Italiano de Rosario IUNIR' IQUIFIB,
FFyB, UBA; CONICET? ONG SOS ABORIGEN® STEM
SRL* Instituto de Bioquimica Clinica de Rosario® Alumnos
del IUNIR®

Durante el mes de agosto de 2011 se realizé el relevamiento
seroldgico para la enfermedad de Chagas en cinco comunidades
rurales aisladas del “Monte Impenetrable” de la Provincia del
Chaco: el Techat, las Hacheras, Miraflores, Campo Medina y Tres
Lagunas, ambiente que reune condiciones de alto riesgo para
contraer la enfermedad. Se analizaron muestras de suero de 350
individuos por hemaglutinacion indirecta (Chagatest HAI, Wiener
lab), ELISA recombinante (Chagatest ELISA recombinante, Wie-
ner lab) y ELISA Lisado (Chagatest Elisa lisado, Wiener lab). Se
consideraron positivas las muestras reactivas por al menos dos
técnicas seroldgicas. Se obtuvo evidencia seroldgica de infeccién
por Trypanosoma cruzi en 172 (49,14 %) de los 350 individuos
estudiados. La prevalencia fue de 5,26% en el grupo etario de 1-5,
de 36,76% en el de 6-15 afnos, de 58,88% en el de 16-30 anos,
de 63,64% en el de 31-45 afos y de 70,73% en mayores a 46
afos. La seroprevalencia global en las poblaciones toba y wichi
fue mayor que en la poblacion criolla (53,10 vs. 38,04%, p<0,01).
La prevalencia en el grupo etario de 1-5 afios resulté significativa-
mente menor respecto a los demas grupos y a estudios anteriores
en la regién (5,26 vs. 53,85%, p<0,001). La misma tendencia
se observé en el grupo etario de 6-15 afos (27,94 vs. 45,83%,
p<0,01). Los datos obtenidos - comparados con un estudio previo
llevado a cabo en poblaciones vecinas en 1999-2000 (Biancardi y
col; Medicina 2003; 63: 125-129) - indican una disminuciéon mar-
cada de la prevalencia de la infeccion por Trypanosoma cruzi en
el grupo etario 1-5 afios, probablemente como consecuencia de
la implementacion de tareas de control vectorial.

034. (170) DHEA INHIBE AL VIRUS DEL SARAMPION ME-
DIANTE UN MECANISMO INDEPENDIENTE DE SU
CAPACIDAD DE MODULAR LA VIA DE SENALIZACION
DE RAF/MEK/ERK

Torres, N.; Quintana, V.; Castilla, V.; Wachsman, M.

Lab. de Virologia. Depto. de Quimica Bioldgica. Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, UBA.

El virus del sarampion (MV) es un patégeno humano miem-
bro de la familia Paramyxoviridae. Durante el transcurso de la
enfermedad los pacientes pueden desarrollar fiebre, tos, rash
cutaneo e inmunosupresion transitoria y aunque generalmente la
infeccion es controlada por el sistema inmune, en algunos casos
la inmunosupresién puede ser severa y dar paso a enfermedades
oportunistas. A pesar de la existencia de una vacuna efectiva, el
sarampion sigue siendo muy frecuente y es responsable de la
muerte de 16 nifios por hora. En la década pasada numerosos
brotes en Europa y Norteamérica dieron un nuevo impetu a la
investigacion de este virus. En este trabajo estudiamos la acti-
vidad antiviral de DHEA por su actividad sobre otros virus y la
inexistencia de antivirales contra MV. Ademas, dado que DHEA
activa la via de senalizacién de Raf/MEK/ERK, analizamos su
posible rol en la infeccién de MV y en la actividad de DHEA.
Para ello, con un ensayo de reduccion del rendimiento viral se
determiné la actividad antiviral de DHEA, del inhibidor de ERK
UO126 y del activador anisomicina. Asimismo, se estudio el paso
de multiplicacion afectado por DHEA y su posible efecto virucida.
Para analizar el efecto de MV sobre la via de sefalizacion se
siguié mediante western blot la fosforilacion de ERK durante 22
hs. Ademas se analiz6 con inmunofluorescencia la accién de los
compuestos sobre el efecto citopatico de MV. Encontramos que
DHEA y UO126 inhiben fuertemente la multiplicacion de MV y
previenen el efecto citopatico. Asimismo, hallamos que la unién
del virus al receptor celular desencadena la fosforilacién de ERK,
que se mantiene durante 7 hs. Nuestros resultados sugieren que
DHEA inhibe etapas tardias de la multiplicaciéon y que su actividad
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no estaria relacionada con su capacidad de modular la via de Raf/
MEK/ERK. El descubrimiento del rol de esta via de sefalizacion
en la multiplicacion del virus podria ser el primer paso para el
desarrollo de nuevas terapias contra MV.

035. (188) NOVEDOSA ACTIVIDAD ANTIHERPETICA
DE UNA BACTERIOCINA AISLADA DE BACILLUS
AMYLOLIQUEFACIENS

Quintana, V.; Torres, N.; Castilla, V.; Wachsman, M.

Lab. de Virologia, Depto de Quimica Bioldgica, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, UBA

Herpes simplex tipo 1y 2 (HSV-1 y HSV-2) son virus humanos
de la familia Herpesviridae. HSV-1 esta generalmente asociado
a enfermedades orofaciales y genitales, mientras que HSV-2 la
causa mas frecuente de ulceras genitales. El desarrollo de nuevos
antivirales es importante ya que en inmunosuprimidos es frecuente
hallar resistencia al antiherpético de referencia aciclovir (ACV) y
porque el tratamiento de la infeccién no disminuye el riesgo de
contagio de HSV. La subtilosina (SUB) es un péptido ciclico de
35 aminoacidos producido por Bacillus amyloliquefaciens 'y sub-
tilis. Debido a sus propiedades antimicrobianas frente a distintos
patégenos se decidid estudiar la actividad antiherpética de SUB
y su mecanismo de accién. Se evalud la citotoxicidad de SUB,
ACV y foscarnet (FOS, un antiviral usado en casos de resistencia
a ACV) y con un ensayo de reduccion del rendimiento viral se
determind la actividad antiviral frente a cepas wild type y resis-
tentes a ACV de HSV-1y 2. Se estudié ademas su posible efecto
virucida y la etapa afectada del ciclo de multiplicacién utilizando
ensayos de agregados a distintos tiempos de SUB, westen blot e
inmunofluorescencia. Se encontré que SUB en concentraciones
no citotoxicas (200pg/mL) posee un efecto virucida frente a HSV-
1y 2. SUB en concentraciones menores a 100ug/mL previene
el efecto citopatico causado por HSV y es un potente antiviral,
particularmente sobre cepas wild type y resistentes (actividad 2,2
veces mayor que el FOS). Los resultados obtenidos indican que
como antiviral SUB no afecta pasos previos a la sintesis de pro-
teinas sino que inhibiria etapas tardias del ciclo de multiplicacion.
Estos resultados promueven el estudio de subtilosina como posible
antiviral para HSV, ya que la misma es de facil obtencién debido a
la ubicuidad de las bacterias productoras. Por eso, es importante
a futuro realizar mas ensayos para dilucidar con mayor precisién
el mecanismo de accién antiviral del compuesto.

036. (329) EFECTO DE LA COMBINACION DE VITAMINAS
B12 Y C CON BENZNIDAZOL EN EL TRATAMIENTO
DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Martinez, M."; Puente, V.'?; Frank, F.3; Batlle, A.2; Lom-
bardo, E."?

Dto. Quimica Bioldgica- FCEN-UBA' Centro de Investiga-
ciones sobre Porfirinas y Porfirias, CIPYP (UBA-CONICET),
Hospital de Clinicas J° Departamento de Microbiologia,
Facultad de Medicina y Catedra de Inmunologia, IDEHU
(UBA-CONICET),?

La enfermedad de Chagas no cuenta con una terapeutica
apropiada. El actual tratamiento con Benznidazol (Bnz), posee
una eficiencia limitada y significativa citotoxicidad. Recientemente
reportamos la actividad anti-T cruzi de la vitamina B, En este
trabajo evaluamos el efecto de la Vit C, asi como otros agentes
reductores (R) y su combinacion con B, in vitro sobre epimas-
tigotes. Tanto &cido ascoérbico (Vit C), como Trolox y ditiotreitol
(DTT) mostraron significativa actividad antiparasitica con valores
de IC,, de 4,27; 6,48 y 2,46 pM (todos con p<0,05) respectiva-
mente. En presencia de B,, (3 M) estos compuestos aumentan
su poder inhibitorio 30, 3 y 9 veces respectivamente. Analizamos
luego en un modelo murino de esta enfermedad la utilidad de la
administracién de las Vitaminm as solas y combinadas entre si y
con Bnz: En el pico de la parasitemia, los ratones tratados con B,
(1,5mg/kg/dia) disminuyeron casi un 50% el nimero de parasitos
circulantes (2,23+0,28 x10° vs Control: 4,18+0.02 x10° parasitos/
ml). Esta reduccion fue casi un 50% mayor con la administracion
simultanea de Vit C (1,5mg/kg/dia). Incluso empleando la mitad
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de la dosis de ambas vitaminas, esta disminucion fue del 60%.
Considerando el area bajo la curva, el numero de parasitos circu-
lantes disminuyeron un 43,9%; y 58,6% y en los ratones tratados
con ambas vitaminas, o Bnz (0,75 mg/kg/dia) respectivamente,
alcanzando un 64,6% al combinar los tratamientos (p<0,01).
Estos valores se reflejaron en la sobrevida de los animales. El
83,3% de los ratones que recibieron tratamiento combinado de
Bnz + Vit B,, y C sobrevivi6 hasta el final de la experiencia (100
dpi), mientras que los animales control murieron entre el dia 14
y 28 pi. Concluimos que el tratamiento con las vitaminas solas o
con Bnz podria ser consideradas al momento de disefiar nuevas
modalidades terapéuticas para la enfermedad de Chagas.

037. (354) EVALUACION DE LA INFECCION POR EL PAPI-
LOMAVIRUS HUMANO (HPV) EN MUJERES GRAVI-
DAS: RIESGOS DE TRANSMISION MATERNO-FETAL
Lépez Ferrucci, M."; Girgulsky, L.'; Felici, M."; Cohen, E.2;
Morin, A.2; Mauro, J.%; Eiguchi, K.

Universidad del Salvador, Facultad de Medicina’ Hospital
G.A. “C.G. Durand”.Servicio de Tocoginecologia — Unidad
materno-infantif

Existen evidencias que sugieren la transmision hematogénica
del Papilomavirus Humano (HPV), lo cual podria tener implican-
cias en la transmisiéon materno-fetal del virus. Las vias de esta
transmisién no han sido elucidadas, siendo de importancia para
las estrategias de vacunacion, para el manejo clinico de pacientes
infectadas y sus futuros neonatos y para el estudio del posible
potencial oncogénico de este virus en nifos.0: Aumentar el
conocimiento sobre el modo y riesgo de transmision vertical de
HPV en mujeres gravidas.M: Se analizaron (i) 81 muestras de
sangre periférica (Control G1 n=14, CIN | G2 n=18, CIN II/lll G3
n=20, Carcinomas G4 n=30) de mujeres no gravidas, y (ii) 37
muestras de mujeres con lesiones cervicales (n=20) y sin ellas
(n=17) cursando el tercer trimestre de embarazo y sus neonatos
(muestras de cérvix, placenta fetal/materna, secreciones nasales y
bucales neonatales, sangre periférica materna y sangre de cordén
umbilical). Se determiné presencia de genoma HPV consenso, y
se tipificaron los tipos 6, 11, 16 y 18.R: En el grupo (i) se obser-
varon frecuencias significativamente mayores de ADN Viral en el
grupo G4 con respecto al G1 (G1vs G4 p<0.07). En el grupo (ii)
15 pacientes gravidas con lesiones presentaron genoma HPV en
cérvix. Los tipos mas frecuentes fueron 16 (7/16) y 18 (2/16). En
5 muestras no observamos amplificacion de los tipos estudiados,
pudiendo estar infectados con otros subtipos. Se observd ADN
viral en 5 muestras de sangre periférica materna, 3 muestras de
sangre de cordon umbilical y 1 de secreciones bucales.D: La pre-
sencia de ADN viral en sangre de pacientes con CC observada en
nuestros resultados, es cientificamente prometedora y requiere de
mayor investigacion para lograr resultados fehacientes. Distintos
autores sugieren que las células mononucleares serian los carriers
y podrian diseminar el virus a través de la sangre, por lo que se
contintia investigando sobre la naturaleza del ADN encontrado
en éstas muestras.

038. (365) FOTOSENSIBILIZACION DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS INDUCIDA POR EXTRACTOS DE ORIGEN
VEGETAL

Gandara, L."; Mamone, L."; Dotto, C.2; Rodriguez, L."; Di
Venosa, G."; Batlle, A."; Buzzola, F.2; Casas, A.

CIPYP Htal de Clinicas UBA' Departamento de Microbio-
logia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina,
UBA?

Una alternativa al control de las infecciones estafilocdccicas
consiste en la aplicacién de la terapia fotodindmica, la cual combi-
na la accion de un fotosensibilizante no toxico y la luz visible. En
nuestro laboratorio se realizé un “screening” sobre 100 muestras
de plantas autéctonas, en busqueda de nuevos fotosensibilizantes,
identificando varias especies vegetales capaces de inactivar bacte-
rias Gram positivas. El objetivo de este trabajo consistié en evaluar
la capacidad de fotoinactivar Staphylococcus aureus cepa RN6390
mediante el uso de extractos de especies vegetales previamente
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clasificadas como potenciales fotosensibilizantes. Se emple6 ade-
mas el fotosensibilizante sintético Azul de Toluidina. Como fuente
de luz se utilizé un arreglo de cuatro tubos fluorescentes con un
espectro de luz entre 350 y 800 nm. Se iluminaron placas de 24
pocillos conteniendo la suspension bacteriana preincubada en
oscuridad durante 10 min con el fotosensibilizante y la viabilidad se
determind mediante plaqueo en placas de agar tripteina de soya.
La fotoinactivacién luego de 3 horas de irradiacién con extracto
de flor de Solanum verbascifoliium (0,5 mg/ml), asi como con
raiz deCissus verticillata (0,5 mg/ml), indujo una disminucion de 6
ordenes de magnitud. Con hoja de Scutia buxifolia (0,01mg/ml) se
observé una reduccién en 2 érdenes de magnitud, mientras que
la reduccion observada con hoja de Combretum fruticosum (0,005
mg/ml) no resulté estadisticamente significativa. El tratamiento con
el fotosensibilizante sintético Azul de Toluidina (5 pM) indujo una
disminucién de 7 érdenes de magnitud en las UFC/ml. La principal
conclusion es que el patdgeno S. aureus es susceptible a la fotoi-
nactivacion mediada tanto por fotosensibilizantes naturales como
sintéticos, lo cual resulta de particular interés para la aplicacion de
un tratamiento fotodindmico sobre cepas de S. aureus meticilino
resistenes, especialmente en sitios donde se pueda acceder con
luz laser acoplada a una fibra dptica.

039. (387) INHIBICION BACTERIANA POR EXTRACTOS DE
PLANTAS AUTOCTONAS ARGENTINAS

Mamone, L."; Gandara, L."; Casas, A.'; Rodriguez, L.;
Batlle, A."; Buzzola, F.2; Di Venosa, G.'

Centro de Investigaciones de Potrfirinas y Porfirias CO-
NICET' Departamento de Microbiologia, Parasitologia e
Inmunologia. Facultad de Medicina, UBA?

La aparicion de resistencias a antibiéticos en cepas responsa-
bles de enfermedades infecciosas hace necesaria la busqueda de
nuevos compuestos antibacterianos. Las especies vegetales son
una fuente de compuestos medicinales que pueden dar respuesta
a este problema. En este trabajo, realizamos una coleccion de
70 extractos vegetales de plantas autdctonas, a partir de extrac-
ciones con metanol y agua con el objetivo de encontrar nuevas
especies bactericidas. Para ello determinamos la concentracion
inhibitoria minima (CIM) y la concentracién bactericida minima
(CBM) sobre Staphylococcus epidermidis. Observamos que 11
de los extractos fueron inhibitorios de crecimiento bacteriano. Los
mismos pertenecieron a las especies: Collaea argentina, Combre-
tum fruticosum, locrhoma australe, Jacaranda mimosifolia, Prunus
subcoriacea, Prunus cerascifera y Scutia buxifolia.

Extracto (parte, solvente) CIM (mg/ml)  CBM (mg/ml)
C. argentina (hoja, metanol) 2,5 2,5
C. fruticosum (hoja, agua) 5 7,5
C. fruticosum (hoja, metanol) 25 5
I. australe (flor, agua) 10 10
|. australe (flor, metanol) 5 7,5
|. australe (hoja, agua) 5 10
|. australe (hoja, metanol) 5 5
J. mimosifolia (flor, agua) 2.5 2,5
P.s subcoriacea (hoja, metanol) 10 >10
P. cerascifera (hoja, metanol) 5 7,5
S. buxifolia (hoja, metanol) 1,75 2,5

Estos extractos se probaron ademas en las especies E. fae-
calis, S. aureus, E. Coliy P. aeruginosa.

Los resultados obtenidos indican la presencia de compuestos
con actividad antimicrobiana en nuestros extractos. Es necesaria
su purificacion y aislamiento para continuar con la investigacion
de su efectividad comparada a otras drogas, y sus vias de accion.
040. (404) INACTIVACION FOTODINAMICA DE TRYPA-
NOSOMA CRUZI POR EL TRATAMIENTO CON UNA
AMINOPORFIRINA
Martinez, M."; Randazzo, L."; Durantini, E.2; Fukuda, H.'?;
Batlle, A.%; Lombardo, E."®
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Dto. Quimica Biolégica- FCEN-UBA' Dto. de Quimica, FCE-
FQYN, Universidad Nacional de Rio Cuarto, Rio Cuarto,
Cordoba, Argentin? Centro de Investigaciones sobre Porfiri-
nas y Porfirias, CIPYP (UBA-CONICET), CABA, Argentina®

Las porfirinas son citotdéxicas debido a que generan espe-
cies reactivas de oxigeno, cuando se irradian con luz visible. El
oxigeno singulete, es el principal responsable de la pérdida de
funcionalidad celular. Altas concentraciones de hemina ejercen
un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Trypanosoma cruzi,
en este trabajo evaluamos el efecto in vitro de una porfirina
sintética, 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil]
porfirina (A4) sobre los estadios epi y tripomastigote. Debido a
su estructura, A4 interactua con la membrana celular. Estudios in
vitro mostraron para epimastigotes un valor de IC, de 10,04+0,50
pM (p<0,05), similar al del benznidazol tomado como droga de re-
ferencia (7,40+0,45 pM, p<0,05)). Sobre tripomastigotes el efecto
de A4 se evalud con y sin una irradiacion de 15 minutos luego
del agregado de la droga. Los parasitos no irradiados mostraron
un IC,; de 11,64+0,48 uM mientras que luego de la irradiacion,
fue menor de 11,6 nM (p<0,05). Debido a la efectividad de A4
como potente agente tripanomicida, postulamos su utilizacién
en bancos de sangre para minimizar la propagacion del parasito
transfusiones. Establecido un método eficiente de cuantificacion
de A4, investigamos su estabilidad en distintas condiciones. Al
tratar sangre entera con A4 e irradiacion, los glébulos rojos no se
danaron y no detectamos vestigios de la porfirina ni en plasma ni
glébulos rojos. Descartada la interaccion de A4 con la albumina,
postulamos que A4 posiblemente sea fagocitada por macréfagos
después de ejercer su accion tripanocida. La citotoxicidad dela
porfirina, ensayada sobre células Vero, arrojé una concentracion
50% citotoxica de 22,1 uM y 267,4 uM (p<0,05) para células
tratadas con y sin irradiacion, respectivamente. Este estudio nos
permitiria postular a A4 como un candidato, con accién antiparasi-
taria, para el tratamiento de contaminada con Trypanosoma cruzi.

041. (436) LA PROTEINA OSMY DE ESCHERICHIA COLI
ENTEROAGREGATIVA ESTA INVOLUCRADA EN EL
PATRON DE ADHESION A LAS CELULAS HEP-2
Almiron, M.'; Sanjuan, N.2
Instituto de Investigaciones Biotecnologicas. UNSAM-
CONICET' Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. UBA?

La Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es un patégeno
emergente asociado a casos de diarrea persistente. La prueba de
referencia para su diagndstico es la forma de adhesion a células
HEp-2. El patron caracteristico es el de adherencia agregativa (AA),
diferente al de adherencia difusa o localizada que presentan otras
categorias. La identificaciéon de los genes que codifican para las
fimbrias de adhesién no siempre se correlacionan con el patron AA.
Se supone que existen otros factores involucrados en la adhesién
celular. La busqueda de proteinas de superficie expresadas solo
en cepas de EAEC aisladas de humanos nos llevé previamente a
la identificacion de OsmY. Su localizacion demostrada por inmu-
nomarcacion ultraestructural junto a la presencia de dos dominios
en su secuencia caracteristicos de union a membrana fosfolipidica
nos llevé a plantearnos la posibilidad de que OsmY estuviese in-
volucrada en la adhesién de EAEC. Por lo tanto, se amplificé por
PCR y cloné al gen osmY de la cepa prototipo de EAEC 17-2 (wt);
se le inserté un cassette de kanamicina y la mutacion fue llevada
al cromosoma por recombinaciéon homoéloga. El mutante 17-2osmY,
confirmado por PCR, present6é el mismo fenotipo de agregacion
que la cepa salvaje en cultivos liquidos bacterianos. Se realizaron
ensayos clasicos de infeccion a células Hep-2 utilizando una m.o.i
de 100 con cultivos de la cepa wt y osmY'y se realizaron estudios
cuali y cuantitativos de adhesion e invasion. El recuento de bacte-
rias asociadas a las células HEp-2 e incluso las que invadieron no
mostraron diferencias significativas entre el wt y el mutante, pero
si hubo diferencias en la forma en que se adherieron. La obser-
vacion microscopica mostré el patron AA para las células wt y el
de adherencia difusa para el mutante. Esto se observé tanto en la
adherencia a las células como al vidrio, lo cual estaria sugiriendo



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

que OsmY estd involucrada en el modo de adhesién agregativa
caracteristica de esta cepa.

042. (450) CARACTERIZACION DEL FENOTIPO INTRACE-
LULAR DE BORDETELLA PERTUSSIS

Lamberti, Y.'; Schmidt, F.2; Massillo, C.'; Valdez, H.";
Rodriguez, M.!

CINDEF!' Interfaculty Institute for Genetics and Functional
Genomics, EMA-University of Greifswald?

Trabajos previos de nuestro grupo indican que B. pertussis

(Bp), agente causal de la tos convulsa, es capaz de sobrevivir y
multiplicar en macréfagos permaneciendo en compartimientos con
caracteristicas de endosomas tempranos. El objetivo de este tra-
bajo fue avanzar en la caracterizacion de los factores involucrados
en la adaptacion a la vida intracelular mediante el estudio del pro-
teoma intracelular de Bp. Para ello, células THP-I diferenciadas a
macrofagos fueron infectadas con Bp. Se tomaron muestras a las
2y 48 hs post infeccidn. Las bacterias intracelulares se aislaron
en gradiente de sacarosa y se analizaron mediante nano-HPLC
acoplada a un espectrometro de masa (MS/MS). Se compard
el proteoma de Bp intracelular con de las bacterias infectantes
(bacterias extracelulares). La cuantificacion relativa se realiz6 por
analisis de cuentas espectrales y las proteinas diferencialmente
expresadas fueron identificadas aplicando el t-test de Student
(p<0.05). De un total de 1244 proteinas identificadas, se encon-
traron 114 proteinas reguladas positivamente en las muestras
intracelulares respecto a las bacterias infectantes, mientras que
118 se encontraron reguladas negativamente. En particular, se
observé una marcada induccién de la expresiéon de proteinas
involucradas en la respuesta al stress, cuya actividad ha sido
demostrada relevante para la adaptacién al entorno intracelular
de otros patégenos. Entre ellas se encuentran HslU, ClpX, GroEL,
GroES y DnaK. A su vez, al menos dos proteinas relacionadas
con el metabolismo de Fe estan sobre-expresadas, BfrE y BfrD,
receptores involucrados en la adquisicion de Fe a partir de transfe-
rrina, sugiriendo esta fuente de Fe en el fagosoma. Estos estudios
representan la primera caracterizacion del fenotipo intracelular de
Bp y sugieren que ésta bacteria es capaz montar una respuesta
adaptativa que le permite adaptarse a las condiciones de estrés
y limitacién de nutrientes encontradas en el entorno fagosomal.
043. (567) RESPUESTA A LA REINFECCI()N CON TRICHI-
NELLA SPIRALIS EN UNA LINEA RESISTENTE DEL
MODELO MURINO CBI-IGE
Indelman, P.'; Codina, A.2; Bertorini, G."; Di Masso, R.?;
Vasconi, M.'?; Hinrichsen, L.
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas.
UNR?' Instituto de Genetica Experimental, Facultad de
Ciencias Médicas, UNR?CIC-UNR, Universidad Nacional
de Rosario®

La endemicidad estable en las infecciones parasitarias es el
resultado de un proceso dindmico de reinfecciones repetidas. La
frecuencia de éstas en la poblacion dependera de la presion de
infeccién y de la susceptibilidad del hospedero. Los estudios sobre
reinfeccion en trichinellosis, causada por Trichinella spiralis (Ts),
son pocos. Si bien los eosindfilos (Eo) colaboran en la defensa
contra el parasito, no hay acuerdo sobre el rol de los mismos en
el control de la reinfeccion. Con el objetivo de analizar el com-
portamiento en la reinfeccion de una linea de ratones “resistente”
a Ts y las modificaciones en Eo que la acompafan, ratones de
ambos sexos de la linea CBi/L (colonia CBi/IGE, n=8 por sexo y
fecha de sacrificio) se infectaron con 2 larvas L1 de Ts por g de
peso corporal y se re-infectaron con la misma dosis a los 33+3
dias de la primoinfeccion. A los 3, 6 y 13 dias post-infeccion (p-i)
o reinfeccién (p-ri) (fase intestinal) se determinaron el nimero de
parasitos adultos intestinales (nPA) y la fecundidad de la hem-
bra Ts (Fh); a los 30 dias p-i o p-ri (fase muscular) se estimo la
carga parasitaria (CP). El porcentaje de Eo circulantes se midié
previo al desafio con el parasito (basal) y a los 3, 6, 13y 30 dias
p-i y p-ri. No se observaron diferencias atribuibles al sexo en la
infeccion (P>0,05). En la reinfeccion, nPA en el dia 3 fue menor
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en las hembras que en los machos (mediana; hembras: 13, ma-
chos: 20; P=0,03). La expulsion de los parasitos fue mas rapida
en la reinfeccién ya que a partir del dia 6 p-ri no se encontraron
parasitos adultos en el intestino (mediana; nPA 6 p-i: 13, nPA
6 p-ri: 0; P<0,0001). CP en la reinfeccion fue mayor en ambos
sexos pero este aumento sélo fue significativo en los machos
(media£EE; CPi: 132+19,2, CPri: 235+20,4; P=0,003). Eo a los 3
y 6 dias p-i y a los 3 dias p-ri fue menor que Eo basal (P<0,001).
La rapida recuperacion de Eo en la reinfeccion estaria asociada
a la resistencia en esta linea de ratones.

044. (750) ESTANDARIZACION DE UNA TECNICA AR-
TESANAL DE EXTRACCION DE ADN EN MATERIA
FECAL PARA DIAGNOSTICO DE STRONGYLOIDES
STERCORALIS

Repetto, S.'; Alba Soto, C.'; Tekiel, V.2; Gonzélez Cappa, S.!
Instituto Nacional de Microbiologia y Parasitologia Médica,
UBA- CONICET! Instituto Nacional de Microbiologia y Pa-
rasitologia Médica, UBA- CONICET? IUNSAM?®

El diagndstico de Strongyloides stercoralis (Ss) es por observa-
cion directa de larvas en heces (H) por métodos convencionales y
cultivo en agar nutritivo (CAN). Su sensibilidad es baja y por ello
las técnicas moleculares son Utiles. Estas utilizan kits comerciales
para la extraccion de ADN que no siempre son eficientes para
nematodes por su estructura cuticular y los inhibidores presentes
en las H. Nosotros estandarizamos un método artesanal (MetArt)
de extraccion de ADN para una PCR diagndstica de Ss en H. Aqui
comunicamos la sensibilidad analitica (SA) de la PCR utilizando
como templado ADN obtenido por el MetArt comparado con un
kit comercial.

Materiales Y Metodos: Para determinar la SA se purifico ADN
de muestras con 1 larva/ gH utilizando en paralelo el MetArt y un
kit comercial. Para el 1ro. las muestras se incubaron en GTES
(glicina, SDS, Tris/HCL, EDTA) con posterior lisis mecanica por
congelacion/ descongelacion — sonicacién. Luego se incubaron en
buffer de lisis (EDTA, NaCl, Tris y SDS, proteinasa K) y realizé
extraccion con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico y precipi-
tacion con etanol 100%. La pureza del ADN se establecié por
espectrofotometria. La PCR se realizé con un cebador dirigido
contra el gen 18S de rBRNA de Ss y como templado diluciones
en diez de las muestras de ADN obtenidos por ambos métodos.
Luego se evalud la PCR en H de17 pacientes con diagndstico de
estrongiloidosis por CAN. Resultados: El limite de deteccion de
la PCR fue de 10?2 larvas /gH cuando el ADN se extrajo con el
MetArt y de 1larva /gH con el kit comercial. Para ambos la relacién
260/280 fue 1,7-1,8. La PCR fue positiva en los 17 pacientes con
el templado de ADN artesanal y solo en 7 cuando se utilizo el
ADN obtenido por el kit comercial. Conclusiones: El tratamiento
de las muestras con GTES y posterior lisis mecanica y quimica
permite obtener ADN de calidad para efectuar una PCR altamente
sensible para evaluar pacientes con sospecha de estrongiloidosis.
Financiado por UBACyT.

GASTROENTEROLOGIA, METABOLISMO Y
NUTRICION 1

045. (70) ESTUDIO DE LA SUPERFICIE NEURONAL DEL
PLEXO MIENTERICO COLONICO EN RATAS INYECTA-
DAS CON ALOXANO Y SUPLEMENTADAS CON ACIDO
ASCORBICO
Feltrer, A."; Hisano, N.'; Posadas, M.?
Catedra de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias
Médicas, UNR' Catedra de Biologia, Facultad de Ciencias
Médicas, UNR?

El aloxano destruye a las células B del islote de Langerhans,
con la formacién de radicales libres y por lo tanto su efecto po-
dria ser evitado por la accion del &cido ascérbico. En la presente
estudiamos la distribucién de los tamafos neuronales en el colon
proximal inyectado con aloxano y aloxano + acido ascoérbico.
Ratas “m” de 23 dias de edad fueron divididas en 4 grupos
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experimentales: 1.- inyectados con aloxano (A) 24mg/100g PC
(n=4). 2.- inyectado con agua destilada (C) 1cc/100gPC.(n=4)
3.- inyectados con aloxano que recibieron acido ascoérbico(2g/L)
disueltos en agua corriente, como bebida ad libitum (A+AA) (n=4).
4.- recibieron acido ascorbico (2 g/L) disueltos en agua corriente,
como bebida ad libitum (AA). Se detectd la glucemia con tiras
reactivas ACCU-chek (°Roche) a las 48 hs. A los 7 dias las ratas
fueron sacrificadas y se disecaron el colon obteniéndose segmen-
tos del colon proximal, fijados en paraformaldehido 4% PBS, y
procesados con la técnica de NADPH. Los plexos de Auerbach
fueron fotografiados a 40x con una camara digital y las superficies
neuronales fueron medidas en 500 neuronas en un procesador de
imagenes. Las neuronas fueron divididas en <100 p?, entre 100-
200 p?, entre 200-300p2, entre 300-400 p? Neuronas: 100-200p2:
A (276), A+AA (134), C (135), AA (139); 200-300 p2: A (51), A+AA
(120), C (136), AA(131); 300-400 p?; A (9), A+AA (127), C (132),
AA(138). Los resultados indicaron que los cuerpos neuronales
en los animales tratados con aloxano presentaron una cantidad
mayor en neuronas de 100-200p2, mientras que fue de menor
cantidad en las neuronas mayores a 200p2. El aloxano afecta el
tamafo y la cantidad neuronal (SAIC.2010). Los tamafos neuro-
nales de los animales que recibieron aloxano y &cido ascorbico
son similares a los animales controles, como consecuencia del
efecto antioxidante.

046. (370) NIVELES DE NITRATOS Y NITRITOS EN LA SALIVA
DE PACIENTES CON DISTINTO GRADO DE SEVERIDAD
DE ENFERMEDAD PERIODONTAL

Miozza, V.'; Sanchez, G.2; Busch, L."

Catedra de Farmacologia, Facultad de Odontologia, UBA'
Cdtedra de Biofisica, Facultad de Odontologia, UBA?

Las glandulas salivales liberan nitratos (NO,) a la saliva, donde
son reducidos a nitritos (NO,) por las bacterias. La enfermedad
periodontal (EP) es un proceso inflamatorio de origen infeccioso,
en el que se registra un aumento de distintas especies activas
del nitrégeno con efecto bactericida y potenciales efectos lesivos
en los tejidos. El objetivo del trabajo fue estudiar los niveles de
nitratos totales en muestras de saliva no estimulada (SNE) y
estimulada (SE), de pacientes con distintos niveles de severidad
de EP. El estudio incluy6 23 individuos con forma leve (L), 22
moderada (M) y 22 severa (S) de EP y 10 controles sanos (Co).
En todos los casos, se determinaron colorimétricamente los
niveles de NO, en forma directa y de NO, luego del tratamiento
de las muestras con nitrato reductasa. En la SNE los niveles de
NO, aumentaron en los grupos My S (420 + 20; 615 + 28 y 275 +
46 uM, para M, S y Co respectivamente, p<0,05) mientras que los
NO, aumentaron en todos los enfermos (995 + 91; 1014 + 63; 929
+59; 530 + 90 uM para L, M, S y Co, respectivamente). En la SE
se registré un aumento en los niveles de NO, y NO, en las formas
My S de EP (448 + 12; 416 + 8; 5714 + 114 y 5734 =+ 91 uM NO,
y NO,, respectivamente) y una reduccion en la forma L (157 + 11
y 2358 + 125 uM NO, y NO,, respectivamente) con respecto a los
controles (343 + 14y 3895 + 37 uM NO, y NO, respectivamente),
p<0,05. Se registré también una correlacion positiva y significativa
entre los niveles de NO, y NO, de la SE (0,9), de NO, con los
parametros clinicos de profundidad de bolsa (PB) y pérdida de
insercion (PI) 0,28 y 0,62, respectivamente solo en SE y de NO, con
PB tanto en SE como en SNE (0,43 y 0,37, respectivamente) y con
PI (0,75) sélo en SE, p<0,05. Nuestros resultados indican que las
glandulas salivales responden a la EP incrementando el potencial
defensivo de la saliva a través de un aumento en la liberacion de
NO, en respuesta a la enfermedad periodontal.

047. (419) LA AUSENCIA DE SPARC (SECRETED PROTEIN,
ACIDIC AND RICH IN CYSTEINE) ATENUA EL DESARRO-
LLO DE FIBROSIS HEPATICA EN RATONES
Atorrasagasti, M."; Peixoto, E."; Aquino, J."; Kippes, N.%
Malvicini, M."; Alaniz, L."; Garcia, M."; Piccioni, F."; Fiore,
E."; Bayo, J.'; Guruceaga, E.% Corrales, F.3; Podhajcer,
0.2; Mazzolini, G."

Universidad Austral' Fundacion Instituto Leloir® Universidad
de Navarra®
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Introduccidn: La fibrosis hepatica se caracteriza por una
excesiva acumulaciéon de componentes de la matriz extracelular
(MEC) y cambios en las interacciones celulares que conducen a
una distorsion del parénquima hepatico. SPARC (Secreted Protein,
Acidic and Rich in Cysteine) es una glicoproteina de MEC con
diversas funciones biolégicas que se encuentra sobre-expresada
en higados con cirrosis. El objetivo fue estudiar el papel de
SPARC en el desarrollo de la fibrosis hepatica utilizando ratones
knock-out para SPARC (SPARC™) y explorar los mecanismos de
atenuacion. Métodos: Se desarrollaron dos modelos de fibrosis
hepatica en ratones SPARC** y SPARC": administracion cronica
de tioacetamida y ligadura del conducto colédoco. La expresion
de SPARC fue evaluada por gPCR e IFl en muestras humanas
y murinas con fibrosis. Se evalué el grado de fibrosis y la acti-
vidad necroinflamatoria. Se evalué la activaciéon de las células
estrelladas hepaticas (CEH) por inmunohistoquimica de actina
alfa de musculo liso. La expresién de genes profibrogénicos y
citoquinas inflamatorias se midieron por gPCR y/o ELISA. El
patron de expresion génica hepatico se analizé utilizando mi-
croarreglos de DNA (Affymetrix). Resultados: La expresion de
SPARC se encuentra incrementada en higado con fibrosis tanto
en muestras de pacientes como en la fibrosis experimental. Los
ratones SPARC” presentaron atenuacion del grado de fibrosis;
con una disminucién en los depdsitos y estado de madurez de
colageno, menor actividad necro-inflamatoria y menor activacion
de CEH. A su vez, aumentd la expresion de MMP-2 en ratones
SPARC™. Se observé disminucion en la expresion y en los niveles
sistémicos de TGF-B1 en ratones SPARC™. El andlisis mediante
IPA (Ingenuity Pathway Analysis) mostré cambios en la expresion
de genes involucrados en mecanismos de proteccion contra la
fibrogénesis, activacion de mecanismos de reparacion del ADN
y destoxificacion. Conclusién: En este trabajo se presentan evi-
dencias que demuestran un papel central de SPARC en fibrosis
hepatica, identificandola como un blanco potencial para el trata-
miento de esta patologia.

048. (465) EL COMPUESTO JNJ7777120 DISMINUYE LA LE-
SION OSEA Y EL DANO DE LA GLANDULA SUBMANDI-
BULAR INDUCIDO POR LA ENFERMEDAD PERIODONTAL
Prestifilippo, J.'?; Ferndndez-Solari, J.2%; Martinel Lamas,
D.4 Mohn, C.%; Cortina, J.#, Rivera, E.*; Elverdin, J.2; Me-
dina, V.3

Cdtedra de Fisiopatologia, Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica, UBA' Cétedra de Fisiologia, Facultad de Odontologia,
UBA? CONICET? Laboratorio de Radioisétopos, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, UBA*

La enfermedad periodontal es una patologia bucal causada por
infeccion bacteriana e inflamacion local persistente, que conduce
a la resorcion ¢sea. El compuesto JNJ7777120 (JNJ), desarrolla-
do por Johnson & Johnson, presenta efectos anti-inflamatorios y
acttia como ligando del receptor a histamina H4. Los objetivos del
presente trabajo fueron: investigar la capacidad del JNJ de reducir
el dafio funcional e histolégico sobre la glandula submandibular
(GSM) y prevenir la pérdida 6sea en un modelo de periodontitis
experimental (PE). La PE se indujo en ratas Sprague Dawley
macho (300 g) mediante una ligadura con hilo, alrededor de los
primeros molares inferiores que se dej6 hasta el sacrificio de los
animales (14 dias). Los ultimos 5 dias los animales se trataron
con una unica inyeccion diaria subcutanea de JNJ (10 mg/kg).
La pérdida 6sea se evalud en la zona vestibular y lingual de los
primeros molares inferiores midiendo la distancia entre el limite
amelo-cementario y la cresta alveolar. En la GSM se realizaron
estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos de marcadores
de proliferaciéon y apoptosis y estudios funcionales de secrecion
salival inducida por metacolina. Los niveles de prostaglandina E2
(PGE2) se determinaron como indicador de respuesta inflamatoria
mediante radioinmunoanalisis. El tratamiento con JNJ previno
parcialmente la reduccion de la secrecion salival inducida por PE
(P<0.01) mientras que evité el dafio histolégico, reduciendo el
edema periductal, la vacuolizacién de acinos y apoptosis inducida
por PE en la GSM (células apoptéticas por campo: 2.1+0.8 vs.
75.4+3.5, P<0.001). Ademas, el tratamiento con JNJ revirtié6 com-
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pletamente el aumento de los niveles de PGE2 inducido por PE
en la GSM (658.6+160.6 vs. 1774.0+158.8 fg PGE/mg, P<0.001)
y disminuyd la pérdida 6sea inducida por PE (0.70+0.05 vs.
1.02+0.06 mm; P<0.01). Podemos concluir que el tratamiento con
JNJ disminuye la lesion ésea y la alteracion de la GSM inducida
por la enfermedad periodontal.

049. (793) ELFACTOR NATRIURETICO ATRIAL (ANF) ATENUA
EL DESARROLLO DE PANCREATITIS AGUDA EN LA
RATA

Najenson, A.'; Ventimiglia, M.'; Perazzo, J.?; Lago, N.%
Vatta, M.3; Davio, C.% Bianciotti, L.

INIGEM-CONICET- Catedra de Fisiopatologia, FFyB-UBA'
Departamento de Patologia- Fac. Medicina-UBA? Cétedra
de Fisiologia (IQUIMEFA-CONICET), FFyB-UBA® Cétedra
de Quimica Medicinal, FFyB-UBA*

En las células acinares pancreaticas en aumento de AMPc en
un contexto de activacion de fosfolipasa C sensibiliza los granulos
de zimdgeno y predispone al desarrollo de pancreatitis aguda
(PA). En estudios previos reportamos que el ANF regula los nive-
les de AMPc favoreciendo su eflujo al medio extracelular en acinos
pancreaticos aislados y a la sangre in vivo (Gastroenterology,
140:1292,2011). Por lo tanto decidimos investigar el efecto de ANF
en el desarrollo de PA. Utilizamos ratas Sprague Dawley tratadas
con 4 inyecciones de ceruleina (Ce) (40mg/kg cada hora) o con
vehiculo. Media hora antes de la administracion de Ce o vehiculo,
los animales se subdividieron y se infundié solucioén fisiolégica
(control), secretina (S), ANF o S+ANF durante 1 hora. Luego de
finalizada la administracion de Ce, se tomaron muestras de sangre
y de tejido pancreatico para distintos estudios. El grupo Ce +S
mostrd niveles de amilasa plasmatica mayores que los tratados
con Ce sola, mientras que Ce+S+ANF mostré niveles menores que
Ce +8S. La actividad de tripsina en pancreas mostré un patron simi-
lar. Estudios de microscopia de alta resolucion (MOAR) mostraron
en pancreas de ratas con Ce sola alteraciones compatibles con
PA como gran numero de vacuolas, pequefas areas hemorragi-
cas, necrosis y congestion vascular. Estos cambios morfolégicos
fueron mayores en animales con Ce+S pero menores en los que
ademas recibieron ANF. Asimismo el grupo Ce+S+ANF mostré
un mayor numero de nucleos apoptéticos (técnica de TUNEL) que
Ce sola o Ce+S, lo que se relaciona inversamente con necrosis.
Estos resultados sugieren que el ANF tendria un efecto protector
en el desarrollo de PA en la rata.

050. (807) EL EFECTO COLERETICO DE LAS ENDOTELINAS
1Y 3 (ET-1Y ET-3) ESTA MEDIADO POR EFECTOS
TRANSCRIPCIONALES Y POST-TRANSCRIPCIONALES
Rodriguez, M."; Soria, L.2; Ventimiglia, M."; Najenson, A.";
Marinelli, R.2; Vatta, M.3; Bianciotti, L.’

INIGEM-CONICET- Cétedra de Fisiopatologia, FFyB-UBA'
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET), UNR?
Catedra de Fisiologia (IQUIMEFA-CONICET), FFyB-UBA®

Las endotelinas (ETs) son importantes péptidos vasoactivos
que participan del control de la funcién cardiovascular y renal,
si bien sus receptores (ETA y ETB) se encuentran ampliamente
distribuidos en distintos tejidos y tipos celulares, incluyendo los
hepatocitos. En estudios previos demostramos que ET-1y ET-3,
en dosis que no modifican el flujo sanguineo portal ni la presion
portal, inducen coleresis mediada por activacion de receptores
ETB acoplados al 6xido nitrico y reflejos vago-vagales. Como las
ETs incrementan la velocidad de excrecion de los acidos biliares
y glutatién, entre otros solutos, estudiamos si aumentaban la
disponibilidad de los principales transportadores involucrados
en la formacién de la bilis en la membrana plasmatica. Ratas
Sprague Dawley se infundieron con ET-1 o ET-3 durante 2 hs en
presencia o ausencia de un antagonista especifico de los recep-
tores ETB (BQ788) y por centrifugacion diferencial de muestras
de higado se obtuvieron fracciones enriquecidas en membranas
plasmaticas (MP) y membranas intracelulares (MI) donde por
WB se determiné la expresion de Bsep, Mrp2, Ntcp y AQP8. Los
resultados mostraron que las ETs incrementaron la expresion de
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todos los transportadores en la fraccion enriquecida en MP, efecto
inhibido por BQ788. Asimismo las ETs aumentaron la expresion
de los transportadores en MI, lo que supone un aumento en su
transcripcion. Esto nos llevé a evaluar la expresion del ARNm
de los transportadores por PCR en tiempo real observando que
las ETs incrementaron la expresién del ARNm de todos los trans-
portadores a través de la activaciéon del receptor ETB. Nuestros
resultados indican que las ETs via ETB favorecen la insercion
de Ntcp, Bsep, Mrp2 y AQP8 en la membrana plasmatica, lo
que explicaria la coleresis pero también incrementan el ARNm
de estos transportadores. Estos hallazgos sugieren que las ETs
podrian tener un efecto beneficioso en la colestasis hepatocelular.

051. (810) EL EFECTO PROTECTOR DEL FACTOR NATRIU-
RETICO ATRIAL (ANF) EN LA PANCREATITIS AGUDA
ESTARIA MEDIADO POR PROTEINAS DE RESISTENCIA
A MULTIDROGAS (MRPS)

Ventimiglia, M."; Najenson, A.'; Perazzo, J."; Lago, N.3
Vatta, M.%; Davio, C.*; Bianciotti, L.’
INIGEM-CONICET, Catedra de Fisiopatologia, FFyB-UBA'
Departamento de Patologia, Fac. Medicina-UBA? Catedra
de Fisiologia (IQUIMEFA-CONICET), FFyB-UBA?® Catedra
de Quimica Medicinal, FFyB-UBA*

En trabajos previos mostramos que el ANF regula los niveles
de AMPc en el pancreas exocrino a través del receptor NPR-C
acoplado a la via fosfolipasa C/proteina quinasa C favoreciendo
la salida del segundo mensajero a través de MRPs (Gastroente-
rology, 140:1292, 2011). Como el ANF demostro tener un efecto
protector en las alteraciones fisiopatolégicas que caracterizan
la pancreatitis aguda (PA), estudiamos si este efecto protector
era mediado por MRPs, mediante la inhibicién farmacolégica de
los mismos en un modelo animal de la patologia (ratas Sprague
Dawley tratadas con ceruleina (Ce)). La inhibicién de MRPs se
realizo con probenecid 50mg/kg (P) (inhibidor general de MPRs)
60 min antes de la administracién de Ce y/o infusién de ANF,
secretina (S) o su combinacion. Los resultados mostraron que
los niveles plasmaticos de amilasa fueron mayores en los grupos
con PA tratados con P, siendo el maximo valor en el grupo P+S.
El grupo con PA tratado S+ANF no mostro diferencias respecto
al grupo con PA tratado con S. Los valores de amilasa se co-
rrelacionaron con las alteraciones morfolégicas observadas en
el pancreas. El grupo con PA tratados con P+S mostré graves
alteraciones de la arquitectura normal del pancreas con elevado
numero de micro y macro vacuolas confluentes con digitacion de
la membrana nuclear, importante congestién vascular y mayores
areas hemorragicas que el grupo de PA tratado con S sola. En
presencia de ANF el grupo P+S no mostrd reversién ni mejora de
las alteraciones morfolégicas como se observa en el mismo grupo
sin tratamiento con P. Estos resultados indican que el tratamiento
con P agrava el cuadro de PA y que ANF no logra mantener su
efecto protector en la glandula en un contexto de activacién de
fosfolipasa C e incremento de AMPc. Estos hallazgos sugieren
que el efecto protector de ANF en los eventos tempranos que
disparan la PA estaria mediado por MPRs.

052. (609) EVALUACION DE LOS NIVELES DE COENZIMA Q
Y VITAMINA E PLASMATICA EN COLESTASIS INTRA-
HEPATICA DEL EMBARAZO

Martinefski, M."; Contin, M.'; Samassa, P."; Rodriguez, M.";
Bianciotti, L."2; Lucangioli, S.'?; Tripodi, V.

Facultad de Farmacia y Bioquimica UBA' CONICET?

La colestasis intrahepatica del embarazo (CIE) es considerada
una condicion de alto riesgo dado que puede provocar serias
consecuencias para el feto (incremento de partos prematuros,
distress fetal y mortalidad perinatal). La CIE se caracteriza por la
acumulacion de &cidos biliares séricos (ABS) maternos. Aunque
su patogénesis no esta completamente dilucidada, los ABS hidro-
fébicos, particularmente el &cido litocélico (LCA), parecieran ser
los responsables dada la citotoxicidad provocada por su accion
detergente y la generacion de radicales libres que inducen estrés
oxidativo y apoptosis, disminuyendo la capacidad antioxidante del
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organismo. Si éste evento ocurre durante la gestacion, la salud del
feto podria verse afectada. La vitamina E (vit E) y la Coenzima Q
(CoQ) poseen accién antioxidante y son marcadores tempranos
de estrés oxidativo. A su vez CoQ regenera otros antioxidantes
incluyendo la vit E. En el presente trabajo se evaluaron los niveles
plasmaticos de CoQ, vit E y su relacién con LCA en un modelo
colestasico murino por administracion de etinilestradiol, estrogeno
sintético ampliamente utilizado para inducir colestasis intrahe-
patica en animales experimentales. Dichas determinaciones se
realizaron por micro HPLC-UV (CoQ y vit E) y electroforesis capilar
(LCA) utilizando métodos previamente desarrollados por nuestro
grupo de trabajo. Se observé una disminucién estadisticamente
significativa de ambos antioxidantes con un incremento de LCA
respecto de ratas controles. Para corroborar lo observado en mo-
delo murino, se evalué CoQ, vit E y LCA en embarazos normales
y en pacientes con CIE, obteniéndose los mismos resultados.
El reconocimiento de la deficiencia de ambos antioxidantes en
CIE es importante dado que puede ser el punto de partida para
considerar la suplementacion preventiva de los mismos a fin de
proteger tanto a la madre como al neonato contra la produccion
de los radicales libres disminuyendo asi el riesgo durante el parto.
053. (140) EFECTOS DE UNA DIETA A BASE DE LECHE
SOBRE EL DEPOSITO DE GRASA HEPATICA EN
RATAS OBESAS EN CRECIMIENTO

Revelant, G.'; Venezia, M.'; Olguin, M."; Posadas, M.
Labourdette, V.2, Roma, S.?

Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas - UNR'
Facultad de Ciencias Médicas - UNR?

Introduccioén: El higado graso no alcohdlico (HGNA) carac-
terizado por incremento del contenido de triacilgliceroles in-
trahepaticos —esteatosis— con o sin inflamacién y fibrosis se
incluye entre los trastornos asociados a la obesidad. En trabajos
previos con la linea de ratas [IMbBeta, que desarrolla obesidad
y diabetes espontaneas en la pubertad, demostramos efectos
beneficiosos del calcio (Ca) de lacteos sobre la distribucion de
la adiposidad y pardmetros sanguineos relacionados con la obe-
sidad. Objetivo:evaluar la influencia de dos dietas isocaldricas e
isolipidicas con diferente nivel y fuente de Ca, sobre el contenido,
la distribucién y la composicion de la grasa hepatica —como expre-
siones de HGNA - en ratas obesas en crecimiento. Materiales y
Metodologia: dos grupos de siete ratas IIMb/g macho al destete,
se alimentaron ad libitum durante 45 dias con dietas de distinto
contenido y fuente de Ca. Dieta control (DC): AIN 93 con 0,5 g%
de Ca. Dieta experimental (DE): a base de leche deshidratada
descremada con 1,2 g% de Ca. Los animales se sacrificaron y se
extrajeron los higados; en los que se cuantificaron lipidos totales,
triacilgliceroles y colesterol. Se realizé observacion microscépica
del tejido. Resultados (media + desvio estandar): lipidos totales
hepaticos (g/100g): DE 0,86 + 0,36 vs DC 1,45 + 0,46 (p< 0,02).
Triacilgliceroles hepaticos (mg/100g): DE 159,0 + 70,5 vs DC
288,2 + 73,6 (p < 0,001). Colesterol total hepatico (mg/100g): DE
49,8 + 24,0 vs DC 60,3 + 20,0 (p> 0,05). En el andlisis histoldgico,
DC presenta esteatosis macro y microvesicular ubicada a nivel
subcapsular y periportal, de grado moderado a intenso; ésta no se
manifesté en el grupo DE. Conclusién: La dieta con alto contenido
de Ca proveniente de leche produjo un menor depésito de grasa
en higado, constatado tanto bioquimica como histolégicamente.
Estos efectos beneficiosos se podrian atribuir al contenido de Ca
y/o a otros componentes de la leche.

054. (150) LA DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA MODI-
FICA LA PRESION ARTERIAL Y LOS PROSTANOIDES
VASCULARES EN LA RATA

Puyd, A.'; Andrade, V.'; Donoso, A.'; Fischerman, L.%
Galleano, M.?; Peredo, H.’

Cdétedra de Anatomia e Histologia Facultad de Farmacia
y Bioquimica UBA' Fisicoquimica Instituto de Medicina y
Bioquimica Molecular IBIMOL FFyB UBA?

La administracion de estreptozotocina (STZ) en la rata produce
un cuadro similar a la diabetes mellitus tipo 1 al destruir las células
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beta pancreaticas. Por otra parte los prostanoides (metabolitos
del &cido araquidénico por la via de la ciclooxigenasa) tienen
efectos vasoactivos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la posible relacion entre los mismos y la presién arterial (PA) en
este modelo. Se utilizaron dos grupos de ratas Sprague-Dawley:
control (C, n=5) y diabéticas (D, n=6). La diabetes fue inducida
por una inyeccion i.p. de STZ 45 mg/kg en buffer citrato pH 5,5;
mientras que el grupo C recibi¢ sélo buffer. Los animales fueron
sacrificados a las 9 semanas y se midieron glucosa, triglicéridos
(kits comerciales) y TBARS (determinacion fluorométrica) en
plasma. Los lechos mesentéricos fueron extraidos e incubados
60 min a 37°C en Krebs. Los PR liberados se midieron por HPLC.
La PA sistélica (PAS) se midié por método indirecto. STZ produjo
una reduccion del peso de los animales (300+6 g vs C, 418+62,
p<0,001); e incrementd la glucemia (473+62 mg/dl vs C, 145+7,
p<0,001), los triglicéridos (218+17 mg/dl vs C, 119+23, p<0,01),
los TBARS (1,0+0,1 pM vs C 0,7+0,1, p<0,01) y la PAS (139+4
mmHg vs C, 120+2, p<0,001). Por otra parte, STZ disminuy¢ la
liberacion de los prostanoides vasodilatadores prostaglandina (PG)
E, (54£10 ng/mg de tejido vs C, 94+7, p<0,01) y 6-ceto F alfa,
metabolito estable de la prostaciclina (PGl,) (59+11 vs C, 1025,
p<0,01); y la de tromboxano (TX) B,, metabolito estable del TXA,
(47+5 vs C, 665, p<0,02). Se concluye que el aumento de la
PAS en la diabetes por STZ podria atribuirse en parte a las alte-
raciones observadas en la liberacion de prostanoides en el lecho
mesentérico, ya que se reducen dos metabolitos vasodilatadores;
y también al incremento en el estrés oxidativo.

055. (158) CARACTERIZACION DE EXTRACTOS ACUOSOS
DE ALOYSIA TRIPHYLLA EN FUNCION DE SUS PRO-
PIEDADES ANTIOXIDANTES

Lasagni Vitar, R."; Reides, C.; Ferreira, S.'; Llesuy, S."?
Quimica General e Inorgdnica, FFyB, UBA." IBIMOL. UBA-
CONICET.2

La Aloysia triphylla (cedrén) es conocida por sus propiedades
digestivas y antiespasmddicas. Los extractos acuosos de esta
planta medicinal serian una importante fuente de antioxidantes
naturales que podrian ser administrados con el fin de proteger
contra el dafo oxidativo. El objetivo de este trabajo fue caracte-
rizar in vitro extractos acuosos al 5% P/V (infusidon y cocimiento)
de Aloysia triphylla en funcién de sus propiedades antioxidantes.
Para llevar a cabo dicho objetivo se evaluaron los siguientes pa-
rdmetros: el contenido total de flavonoides y fenoles, la capacidad
antioxidante total por medio de los ensayos de TRAP, ABTS y
DPPH, el efecto sobre la peroxidacion lipidica por la determinacion
de la concentracién inhibitoria 50 (IC50) de la quimioluminiscen-
cia y la capacidad de atrapamiento de anion superoxido (O,) y
perdxido de hidrégeno (H,0,). Los resultados obtenidos para la
infusién y el cocimiento, respectivamente, fueron a) Flavonoides
totales (mg quercitina/g material seco): 9,74+1,82 y 10,11+3,08;
b) Fenoles totales (mg acido gdlico/g material seco): 39,33+1,61y
48,69+7,45; ¢c)TRAP (umol Trolox/ g material seco): 92+32 y 87+3;
d) DPPH (pmol &cido ascérbico/ g material seco): 135+9 y 155+3;
e)ABTS (umol &cido ascérbico/g material seco): 186+13 y 205+4; f)
IC50 (ug/mL): 8,0y 4,0 g) 50% de atrapamiento O, (ug/mL): 1,3y
1,8; h) 50% de atrapamiento H,0, (ug/mL): 10,1+1,1y 10,1+2,5. El
cocimiento mostré valores significativamente mayores de fenoles
totales (p<0,05), DPPH (p<0,01) y ABTS (p<0.05). Estos resulta-
dos sugieren que existe una inhibicién de la peroxidacion lipidica
debido a la capacidad antioxidante de ambos extractos acuosos
de Aloysia triphylla'y que podrian ser implementados in vivo como
nuevas estrategias terapéuticas que retrasen la progresion del
dafo oxidativo en diversas patologias.

056. (295) MODIFICACIONES RENALES INDUCIDAS POR
LA SOBRECARGA DE FRUCTOSA EN RATAS: PRE-
VENCION POR LA ADMINISTRACION DIETARIA DE
(-)-EPICATEQUINA (EC)

Prince, P.'; Geréz, E."; Fischerman, L."; Vazquez-Prieto,
M.2; Galleano, M."; Fraga, C.2

Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA -
IBIMOL' Departamento de Patologia, Facultad de Medicina,



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

Universidad Nacional de Cuyo - IMBECU? Department of
Nutrition, University of California, Davis, California®

El sindrome metabdlico (SM) constituye un factor de riesgo
para la enfermadad renal crénica. Ratas Sprague-Dawley machos
se dividieron en tres grupos experimentales: control C (agua
corriente y dieta control); fructosa F (dieta control y fructosa
10% (p/v) en el agua corriente) y fructosa + (-)-epicatequina FEC
(dieta suplementada con EC (20 mg/kg de peso corporal/dia) y
fructosa 10% (p/v) en el agua) durante 8 semanas. F y FEC pre-
sentaron un consumo de bebida (C=51+4; F=73+3*, FEC=75+3*
ml/dia) y una diuresis (C=6.0+0.7; F=28+3*; FEC=30+3" ml/dia)
significativamente mayores al grupo C. La proteinuria resultd
significativamente elevada en el grupo F respecto al grupo C, y
la EC no logré revertir el efecto (C=8+1; F=13+3%; FEC=13+1*
mg/24h). La sobrecarga de fructosa generé un aumento signi-
ficativo de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS)
en la corteza renal, el cual fue prevenido por EC (C=0.98+0.07;
F=1.3+0.1*; FEC=0.91+0.07 pymol MDA/ug proteina). La emision
de lucigenina NADPH dependiente e inhibible por SOD en corteza
renal, como indice de produccion de anién superdxido, mostré
un incremento significativo en el grupo F, siendo prevenido por
EC (C=8.3+0.7; F=7+1*; FEC=2.1+£0.9 UA/ug proteina). Entre las
defensas antioxidantes enzimaticas, las actividades de la gluta-
tion peroxidasa y la Cu/Zn SOD mostraron un incremento en el
grupo F (27% y 33%, respectivamente). La expresién de la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) y del factor de necrosis tumoral
alfa (TNFalfa) evaluadas por western blot como marcadores de
inflamacidn resultaron significativamente elevadas en el grupo F.
La EC evit6 este efecto (C=10+7; F=100+25*; FEC=37+18 UA y
C=70+11; F=103+8*; FEC=67+14 UA). Estos hallazgos sugieren
que la administracion de EC tendria efectos protectores disminu-
yento las alteraciones oxidativas e inflamatorias que afectarian al
rifién en el SM. (* p<0.05 respecto a C y FEC, # p<0.05 respecto
a C) UBACyT 20020090100111 y 20020100100659 y CONICET
PIP 2012-2014. MVP, MG y CGF son miembros de la carrera de
investigador cientifico del CONICET. PDP es becaria doctoral
del CONICET.

057. (314)EFECTODELA MALNUTRICION PROTEICA DU-
RANTE LA GESTACION Y LA LACTANCIA SOBRE LA
FISIOLOGIA Y ESTRUCTURA HEPATICA EN RATAS
Podaza, E.; Vico, T.; Chisari, A.

Instituto de Investigaciones Bioldgicas - Universidad Na-
cional de Mar del Plata - CONICET

Estudios epidemiolégicos luego de grandes hambrunas permi-
tieron registrar datos estadisticos que concluyeron que individuos
nacidos con bajo peso, a causa de una malnutricion severa duran-
te el desarrollo, tienen alta predisposicion a padecer enfermedades
metabdlicas en su adultez. En relacion, surge como objetivo de
este trabajo estudiar el efecto de la privacién nutricional proteica
durante la gestacion y lactancia en la morfologia y fisiologia hepa-
tica. Para ello se emplearon ratas Wistar prefiadas de tres meses
de edad; que se alimentaron con una dieta con 8% de proteinas
(P), grupo Malnutrido (M); o 20%, grupo control (C). Las crias
macho de madres M, luego del destete, fueron alimentadas con
dieta 8% P (MM) o con dieta control (MC). Ademas a las crias
macho de madres C se las mantuvo con dieta C (CC). Al dia
60 post-nacimiento las crias fueron sacrificadas, se les extrajo
sangre por puncién cardiaca y se diseco el higado. Se registro el
peso corporal y del higado. El dafo hepatico se evalu6 mediante
el andlisis de los niveles séricos de las transaminasas (GOT y
GPT), fosfatasa alcalina (FA) proteinas totales (Pt), albumina (Alb),
triglicéridos (TG), colesterol (Col) y glucemia (Glu). La estructura
hepatica se analizé en cortes histoldgicos. Los pesos corporales
y hepaticos resultaron significativamente (p<0,05) menores en
los individuos del grupo MM respecto a los CC y MC. Los niveles
séricos de Pt, Alb, TG y Col en MM fueron menores respecto a
los CC y MC; mientras que GOT, GPT y FA resultaron mayores en
MM y MC respecto de los CC (diferencias significativas p<0,05).
Los preparados histoldgicos presentaron diferencias notorias: los
MM poseen gran cantidad de vacuolas lipidicas (VL) y hepatocitos
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con cambios en la morfologia nuclear; en los MC no se observan
las VL pero si, las alteraciones nucleares. En Conclusién: La falta
de proteinas durante el desarrollo, compromete la integridad a
nivel estructural y funcional del higado, que se manifiestan en
la adultez.

058. (331) ALTERACION DE LA FUNCIONALIDAD MITO-
CONDRIAL POR OXIDACION DE PROTEINAS MITO-
CONDRIALES CAUSADA POR LA TOXICIDAD AGUDA
DEL COBRE EN CEREBRO DE RATA

Semprine, J.'; Musacco Sebio, R.'; Saporito Magri, C.";
Repetto, M.

Quimica General e Inorganica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA' Instituto de Bioquimica y Medicina Mo-
lecular (IBIMOL-UBA-CONICET)?

La sobrecarga de Cu genera dafo oxidativo en cerebro y
esta involucrada en la patogénesis de enfermedades neurode-
generativas. El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos
de la sobrecarga aguda del Cu sobre la actividad mitocondrial en
cerebro de rata. Ratas Sprague Dawley machos (150 g) recibieron
Cu(lly por via peritoneal (5 mg/kg). Se determiné el consumo de
oxigeno (O,) en cerebro a las 6, 16 y 24 hs de la sobrecarga y
se aislaron mitocondrias para determinar: consumo de 02, oxida-
cion de lipidos (TBARS) y de proteinas (carbonilos). Se estimo el
control respiratorio (CR). Se observé: disminucién significativa del
62% del consumo de O, en cerebro a las 16 hs (C:1280+45 nmol
O,/min g, p<0.001), a las 6 hs, aumento del consumo de O, mito-
condrial del 36% con sustratos del complejo | (malato-glutamato)
en estado 3 activo (C:30+2 nmol O,/min mg prot) y aumento del
control respiratorio (CR) del 43% (C:2,3+0,4), y a las 16 hs, au-
mento6 en estado 4 un 33% (C:132+1 nmol O,/min mg prot). Con
sustratos del complejo Il (succinato) se observé aumento del 80%
en estado 4 y disminucién del 44% del CR a las 6 hs (C:15+3
nmol O,/min mg prot y 2,4+0,2), a las 16 hs disminuy6 un 41%
en estado 4 y 61% en estado 3 (C:22+1 y 55,20+0,09 nmol O,/
min mg prot) y 25% el CR (2,4+0,1). A las 24 hs increment6 CR
75% con sustrato del complejo | y 37% con succinato (C:2,8+0,4
y 1,5+0,2). La oxidacién de lipidos incrementé un 43% a las 24
hs (C:1,4+0,6 nmol/mg) y la de proteinas 56% a partir de las 6 hs
(C:3,2+0,6 nmol/mg). La sobrecarga aguda de Cu altera la funcio-
nalidad mitocondrial del cerebro mediante oxidacion de proteinas
mitocondriales, disminucién del consumo de 02, alteracion del
flujo de protones a través de la membrana, acumulacion de sus-
tratos reducidos y generacion de especies reactivas. El aumento
del CR (24 hs) sugiere aumento de la actividad mitocondrial en
estado activo con sintesis de ATP y peroxidacion de lipidos por
incremento de especies reactivas.

INMUNOLOGIA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS 1
059. (67) EVALUACION DE LA CAPACIDAD FUNCIONAL
DE LAS SECUENCIAS PROMOTORAS DE LA TOXINA
SHIGA (STX) EN CELULAS EUCARIOTAS
Bentancor, L., Bilen, M.2, Mejias, M., Fernandez-Brando,
R.!, Panek, C.", Ramos, M.", Fernandez, G.", Isturiz, M.1,
Ghiringhelli, P.2, Palermo, M."

'IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina; ?LIGB-
CM-Universidad Nacional de Quilmes

La toxina Shiga esta formada por una subunidad A y cinco
subunidades B. Mediante estudios in silico de las regiones pro-
motoras de ambas subunidades, encontramos dos fragmentos
con alta probabilidad de ser reconocidas en un entorno eucariota
y fueron denominadas pr1 y pr7. Dichos fragmentos presentaron
un score de 0.99 y 0.97 respectivamente. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la capacidad de la maquinaria eucariota de
expresar Stx2 funcionalmente activa. Se realizaron construcciones
plasmidicas en las cuales se cloné la secuencia codificante para
GFP bajo el control de pr1 y pr7. Observamos por microscopia
confocal la expresiéon de GFP en células eucariotas transfectadas
con ambas construcciones, mientras que los controles transfecta-
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dos con Dpr-GFP no mostraron fluorescencia. Células con distinta
susceptibilidad a Stx2 (Vero y BHK) fueron transfectadas con el
plasmido pGEMT conteniendo la secuencia codificante para Stx2
(pStx2). Al transfectar células Vero observamos efecto citotdxico
similar al observado en células incubadas con Stx2 purificada
(DO Stx2: 0.77 + 0.06; pStx2:0.69 + 0.07). Células transfectadas
con pGEMT no mostraron citotoxicidad (DO pGEMT: 1.27 + 0.06;
Vero sin tratar: 1.40 + 0.14). Al utilizar sobrenadantes de células
transfectadas con pStx2 sobre células Vero naive, observamos
dafo citotéxico especifico de Stx2, ya que fue neutralizado con
suero policlonal anti-Stx2 (DO-pStx2 vs DO-pStx2 + anticuerpo
P<0.01). Al transfectar células BHK observamos importantes
cambios morfolégicos y en el citoesqueleto. En base a los resul-
tados obtenidos podemos concluir que las células eucariotas son
capaces de expresar Stx2 funcionalmente activa. Este resultado
sugiere que las propias células del huésped podrian ser fuentes
alternativas de produccion de Stx2. Estos hallazgos aportan una
nueva mirada en los mecanismos patogénicos durante las infec-
ciones por STEC con implicancias directas sobre el desarrollo de
tratamientos preventivos frente al SUH.

060. (198) RATONES BALB/C DEFICIENTES EN VITAMINA
A PRESENTAN MAYOR SUSCEPTIBILIDAD A LA
INFECCION POR BACTERIAS ESCHERICHIA COLI
PRODUCTORAS DE TOXINA SHIGA (STEC)

Cabrera, G.', Fernandez Brando, R.', Baschkier, A.2, Mi-
liwebsky, E.2, Mejias, M.", Abrey Recalde, M.!, Zotta, E.,
Rivas, M.2, Palermo, M.!

IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina, Bs. As.’
Servicio Fisiopatogenia, Departamento de Bacteriologia,
INEI-ANLIS Malbran, Bs. As.?2 Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina UBA, Bs. As.®

Las bacterias STEC se transmiten por via oral y pueden causar
varias patologias en humanos, incluyendo el sindrome urémico he-
molitico. Dado que el retinol o vitamina A (VA), influencia el man-
tenimiento del epitelio intestinal y la homeostasis del tejido linfoide
asociado a intestino, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un
modelo murino para estudiar la influencia de la VA durante la in-
feccion con bacterias STEC. Los ratones deficientes en VA (VA-D)
se generaron utilizando un alimento sin VA. A distintos tiempos, se
midié por ELISA la concentracion (cc) sérica de la proteina RBP4
(proteina de unidn a retinol-4), la cual se utiliza como marcador
de los niveles de VA, detectdndose una disminucién progresiva de
RBP4 a partir de los 2 meses de edad con respecto a los ratones
alimentados con una dieta control (Control): por ej: 3 meses de
edad: (cc RBP4 mg/ml+DS; n) (A) Control: 35,3+9,1; 3, (B) VA-D:
10,9+3,7; 3. p<0,05. Los ratones VA-D mostraron una reduccion
en la sobrevida cuando fueron inoculados oralmente con una dosis
de 2-3x10"" UFC de STEC O157:H7/kg de peso, (% sobrevida; n):
(A) Control infectados (STEC+): 100%; 12, (B) VA-D STEC+: 64%;
14. p<0,05. (Los ratones control y VA-D no infectados (STEC-)
tuvieron sobrevida del 100%). Ademas, solo los ratones VA-D que
murieron por la infeccién tuvieron neutrofilia en sangre periférica
(42,3+10,5%; n=4. p<0,05) y mayores niveles de urea en plasma
(288,5+67,9; n=4. p<0,05) 120 hs post infeccioén. Por ultimo, el
anadlisis histoldgico, incluyendo relacién villi/cripta y numero de
células de Globet, entre otros parametros, mostré que los ratones
VA-D presentan alteraciones basales tanto en intestino delgado
como grueso, siendo dichas alteraciones mas notorias en aque-
llos ratones que murieron por la infecciéon. El modelo presentado
podria ser valioso para caracterizar roles de la VA, tanto a nivel
del epitelio intestinal como en las respuestas inmunes generadas
contra patégenos de mucosas.

061. (203) EFECTO DE LA TOXINA SHIGA SOBRE LA
RESPUESTA TROMBOTICA Y SU INTERACCION
CON LA RESPUESTA INFLAMATORIA A TRAVES
DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO EN EL MODELO
MURINO
Abrey Recalde, M., Panek, C., Ramos, M., Mejias, M.,
Cabrera, G., Palermo, M.
IMEX-CONICET Academia Nacional de Medicina
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La forma tipica del sindrome urémico hemolitico (SUH) se de-
sarrolla secundariamente a la infeccion con cepas de Escherichia
coli productoras de toxina Shiga (Stx) y esta caracterizada por
anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y falla renal
aguda. La Stx produce dafo endotelial, generando una respuesta
protrombdtica exacerbada que contribuye con la obstruccién de
la microvasculatura y el dafio renal. La respuesta trombodtica e
inflamatoria estan ligadas a través de mdultiples mecanismos,
entre ellos el sistema de complemento (C). Diversas proteinas
del C activan plaquetas y a su vez las plaquetas activadas son
capaces de activar al sistema de C. La deposicién de C3b sobre
plaquetas promueve la activacion del C localizando la respuesta
inflamatoria en los sitios de trombosis. El objetivo de este trabajo
fue analizar los efectos de Stx2 sobre la respuesta trombdtica y
su interaccion con el sistema C, buscando posibles puntos de
intervencion. Ratones BALB/c fueron inoculados con PBS (A) o
Stx2 via endovenosa (e.v) (10ng/ratén). A las 24 hs (B) Y 72 hs (C)
post Stx2, los animales fueron sangrados, las plaquetas aisladas y
se midid por citometria de flujo, activacion plaquetaria por unién de
fibrinégeno (Fbg), pre (basal) y post estimulaciéon con ADP (20uM).
Los resultados se expresan como Fbg ADP/Fbg basal + ES: A=
4,4+0,4; B: 2,5+0,6; C: 2,0+0,2*; (n= 5) p<0.05 vs A. Deposicion
de C3b sobre plaquetas por citometria de flujo (MFI£ES): A=
510,9+64,5;B= 728,2+86,3;C= 337,7+10,5;(n = 3); ns. Recuento de
plaquetas por contador hematoldgico (x10%/ul+ES): A= 635+33; B=
437+14*; C= 462+40%; (n=5);* p<0.05 vs A. Concluimos que Stx2
induce una rapida activacion plaquetaria, que se manifiesta por
aumento de Fbg basal y menor capacidad de respuesta frente a
estimulos in vitro, el depdsito de complemento y trombocitopenia
desde las 24 hs. Estos resultados sugieren que el bloqueo de la
via del complemento podria mejorar la evolucién de la trombosis
durante el SUH.

062. (276) LA INMUNIZ[-\CION DE RATONES HEMBRAS
POR VIA INTRAGASTRICA CON UN DERIVADO DE
LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA SHIGA Il (STX2B)
ES CAPAZ DE OTORGAR PROTECCION PASIVA A
CRIAS A TRAVES DE LA LECHE

Mejias, M., Ibafiez, A.2, Baschkier, A.2, Ghersi, G.%, Fernan-
dez-Brando, R.!, Cabrera, G., Miliwebsky, E.?, Cassataro,
J.2, Zylberman, V.4, Palermo, M.!

Instituto de Medicina Experimental Academia Nacional
de Medicina® Laboratorio de Inmunogenética, Facultad
de Medicina, Universidad de Buenos Aires? Servicio de
Fisiopatogenia, ANLIS Malbran® Inmunova S.A*

La infeccion con bacterias productoras de Stx2 puede causar
colitis hemorragica y Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). La
Stx2 esta formada por una subunidad A téxica y un pentdmero de
subunidades B (Stx2B) de union al receptor. El objetivo de este
trabajo fue analizar la inmunogenicidad y capacidad protectora
de una proteina de fusién generada recientemente entre Stx2B y
una proteina carrier (proteina resultante denominada Quimera),
al ser administrada por via oral. Como adyuvante se utilizé la
lipoproteina Omp19 de Brucella abortus, capaz de estimular el
sistema inmune y de proteger a los antigenos de la degradacion
por proteasas. Ratones BALB/c hembras (n=5/grupo) se inmu-
nizaron por via intragastrica (i.g.) los dias 0,1,2,7,8 y 9 con: A)
Control (buffer bicarbonato), B) Quimera, C) Quimera+Omp19. Se
prefiaron las dos hembras por grupo con mayor IgG anti stx2B
en suero medido por ELISA (dilucién suero 1/25)(DO,,, +SEM):
A)0.31+0.05; B)0.46+0.09; C) 0.76+0.17. Siete crias por grupo se
desafiaron i.g. con 3-6 10° E.coli O157:H7/ratén al destete (16-18
dias). Sobrevida: A) 0%, B) 0% y C) 57% (p=0.009). Dentro del
grupo C, sélo las crias de la hembra numero 5 (#5) (que habia
mostrado mayor DO en el ELISA, DO, =0.925) sobrevivieron
al desafio (100%, n=4). La hembra #5 se preiid nuevamente,
sus crias se intercambiaron al nacer con las de una hembra
control y se desafiaron con la bacteria al destete. Los ratones
amamantados por #5 sobrevivieron al desafio (n=6) y sus crias
amamantadas por el control murieron (n=9, p=0.0002). Todos
los ratones sobrevivientes, también sobrevivieron a una dosis
letal de Stx2 endovenosa un mes luego de los desafios orales.
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Estos resultados demuestran que es posible otorgar proteccion
pasiva a las crias a través de la inmunizacién de las madres.
Esta proteccion es otorgada a través de la leche y no durante la
prefiez. Sin embargo, se requiere alcanzar un umbral en el titulo
de anticuerpos séricos como para otorgar proteccion a sus crias.
063. (75) LA PROTEINA A DE STAPHYLOCOCCUS AU-
REUS INDUCE EL SHEDDING TEMPRANO DE TNFR1
IN VIVO

Giai, C., Gonzélez, C., Ledo, C., Garéfalo, A., Sordelli,
D., Gémez, M.

Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica, IMPaM-
UBA CONICET

Staphylococcus aureus es un patégeno causal de infeccio-
nes localizadas y sistémicas, el cual induce la produccién de
citoquinas inflamatorias en el hospedador. Entre ellas, TNF-a e
IL-1B son esenciales para la erradicacion de la bacteria. Entre los
mecanismos que regulan la accion de TNF-a, el shedding de su
receptor por la metaloproteasa ADAM17 finaliza la sefalizacion.
Se ha propuesto que la presencia de TNFR1 soluble (TNFR1s)
podria neutralizar el TNF-a circulante, sin embargo, esto no ha
sido demostrado in vivo. La proteina A (SpA) es una proteina
de superficie que induce tanto la produccién de TNF-a como el
shedding de TNFR1 en macrdfagos. Interesantemente, el shedding
de TNFR1 precede en el tiempo a la liberacion de TNF-a. El obje-
tivo de este trabajo fue determinar si SpA induce el shedding de
TNFR1 in vivo y su potencial rol en la neutralizacién de TNF-a.
Grupos de ratones fueron inoculados por ruta intraperitoneal
con SpA purificada, S. aureus o una mutante que no expresa
SpA (spa-) y a diferentes tiempos se cuantificaron los niveles de
TNF-a y TNFR1s en suero. Se observé un aumento significativo
de TNFR1s (p<0,05; 30 min post-inoculaciéon con SpA) el cual
precedié a la aparicion de TNF-a (p<0,01; 1 hora post-desafio).
En ratones inoculados con S. aureus se observé un aumento
significativo de TNFR1s a las 2 horas post- desafio (p<0,05). Por
el contrario, no se detect6 TNFR1s en ratones inoculados con la
cepa spa-. Al evaluar los niveles de TNF-a en suero, se observé
un aumento significativo en ratones inoculados con la cepa spa-
(p<0,05; 4 horas post-desafio) mientras que no se detecté TNF-a
en respuesta a S. aureus pese a elevados niveles de ARNm de
dicha citoquina en macréfagos. Los resultados obtenidos permiten
sugerir que los niveles elevados de TNFR1s en suero inducidos
por la proteina A podrian neutralizar la acciéon de TNF-o durante
la infecciéon por S. aureus, constituyendo un nuevo mecanismo
de evasion de la respuesta inmune.

064. (101) LA PROTEINA A DE STAPHYLOCCUS AUREUS
INDUCE OSTEOCLASTOGENESIS CONTRIBUYENDO
AL DESARROLLO DE OSTEOMIELITIS EN UN MODE-
LO EXPERIMENTAL

Mendoza Bertelli, A.", Lattar, S.', Notollana, M.", Sordelli,
D.', Delpino, M.2, Gémez, M.!

IMPaM-UBA CONICET' INIGEM-UBA CONICET?

Las infecciones osteoarticulares representan un alto riesgo en
individuos de la comunidad, siendo Staphylococcus aureus respon-
sable de entre el 50% y el 70% de las osteomielitis en individuos
adultos. Entre los factores de virulencia de S. aureus, la proteina
A (SpA) se ha identificado como un inductor de las cascadas de
sefalizacion de TNF-a e IFN B. La importancia de dichas molé-
culas en el metabolismo ¢seo, nos permite hipotetizar que SpA
podria intervenir en la diferenciacion y activaciéon de osteoclastos
contribuyendo asi a la patogenia de la osteomielitis por S. aureus.
Macrofagos derivados de medula ésea fueron cultivados en pre-
sencia de M-CSF y SpA, Lactococcus lactis expresando SpA en
su superficie, S. aureus, una mutante de S. aureus que no expresa
SpA (spa-) o RANKL como control positivo por 10 dias y se cuanti-
ficaron las células multinucleadas positivas para la fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP) por microscopia (osteoclastos). Se ob-
servo un aumento significativo en la diferenciacion de osteoclastos
en respuesta a SpA purificada y a L. lactis-SpA (p < 0.001) el cual
fue inhibido mediante el uso de un anticuerpo neutralizante anti-
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SpA (p < 0.01). Al analizar la respuesta inducida por la mutante
spa-, se observé una disminucién significativa en el nimero de
osteoclastos (p < 0.001) con respecto a lo observado en respuesta
a S. aureus. Luego se procedié a determinar el rol de SpA en el
desarrollo de osteomielitis utilizando un modelo experimental en
ratas. Grupos de ratas adultas de la cepa Wistar fueron aneste-
siadas y la tibia izquierda fue inoculada con 2 x 106 UFC de S.
aureus o la mutante spa-. Se observé una reduccion significativa
en el nimero de UFC en hueso y en el tamafo de la lesiéon 6sea
en ratas inoculadas con la mutante spa- en comparacion con S.
aureus a las 15 semanas post-desafio. Estos resultados sugieren
un rol para la proteina A en osteoclastogénesis y en el desarrollo
de osteomielitis por S. aureus.

065. (102) ROL DE LA PROTEINA SBI EN LA RESPUESTA
INFLAMATORIA INDUCIDA POR STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Gonzalez, C., Ledo, C., Giai, C., Garofalo, A., Gémez, M.
IMPaM, UBA-CONICET

Las proteinas SpA y Sbi de Staphylococcus aureus se unen
a la porcion Fc de la IgG e impiden la opsonofagocitosis. SpA
interacciona ademas con el receptor de necrosis tumoral mediante
los dominios de unién a IgG e induce la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias. Los dominios de unién a IgG de Sbi son homé-
logos a los correspondientes de SpA lo cual permite postular un
rol para Sbi en la induccion de respuesta inflamatoria. El objetivo
de este trabajo fue determinar la contribucién de Sbi en la induc-
cion de citoquinas inflamatorias en células inmunes. Macréfagos
peritoneales fueron estimulados con Sbi, S. aureus 0 una mutante
que no expresa Sbi (sbi-) y se cuantificd la produccion de IL-18,
TNF-a e IL-6. Grupos de ratones fueron inoculados por ruta intra-
peritoneal con Sbi, S. aureus o la mutante sbi- y se determiné la
induccion de citoquinas en suero y el reclutamiento de neutrdfilos
a peritoneo. Los experimentos in vitro demuestran que Sbi induce
niveles significativos de IL-6 y TNF-a a las 2 y 4 horas respecti-
vamente luego de la estimulacién (p < 0.01; p < 0.001) mientras
que la induccién de IL-1p se observé a las 24 horas (p < 0.01). La
expresion de Sbi, sin embargo, no resulté indispensable para la
induccion de citoquinas inflamatorias como se demostré utilizando
la mutante sbi-. En los ratones inoculados con Sbi se observé un
aumento significativo en la induccién de IL-6 en suero (p < 0.01)
y el reclutamiento de neutréfilos a peritoneo (p < 0.01) a las 4
horas post-inoculacién. La expresiéon de Sbi resulté critica para
la induccion de IL-6 in vivo (p < 0.01 a las 4 horas post-infeccién)
y el reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccién (p < 0.01 a
las 24 horas post-infeccion) como se demostré al comparar la
respuesta inducida por S. aureus con respecto a la mutante sbi-.
Los resultados obtenidos permiten identificar a Sbi como un nuevo
factor relevante en la induccién de la respuesta inflamatoria que
caracteriza a las infecciones por S. aureus.
066. (144) MECANISMOS EFECTORES DE LAS CELULAS
FAGOCITICAS ESTIMULADAS CON S.PYOGENES.
CORRELACION ENTRE ESTALLIDO RESPIRATORIO Y
LFA EN SOBRENADANTE DE CULTIVO (S.C). NIVELES
DE TNFa Y NITRITOS EN S.C DE POLIMORFONUCLEA-
RES NEUTROFILOS Y MONONUCLEARES
Méohlinger, A.', Chulibert, S.", Siffredi, V.", Enzink, A.2,
Fiorenza, G.2, Ombrella, A.', Dlugovitzky, D.!
Seccion Inmunologia de la Catedra de Microbiologia, Fa-
cultad de Ciencias Medicas, UNR' ; Laboratorio Turner®

S. pyogenes agente causal de faringitis estreptocécica, fiebre
reumatica, glomerulonefritis aguda y fascitis necrotizante desen-
cadena una respuesta inmune importante con la participacion de
diversos tipos celulares, tales como polimorfonucleares neutréfilos
(PMN), macréfagos y células dendriticas. Se estudiaron diversos
mecanismos efectores de la respuesta de PMN y células mono-
nucleares (MN) de sangre periférica de sujetos normales frente al
estimulo de S.pyogenes vivo (Spv) e inactivado (Spi), evaluando la
correlacion entre Estallido Respiratorio, ER y los niveles de TNF
en s.c. de dichas células y también la produccion de nitritos en
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s.c. de PMN y MN. En una muestra de 20 ml de sangre periférica
heparinizada de 48 sujetos normales, se separaron PMN y MN
(gradiente de Ficoll-Triyosom). Se incubd la suspension de células
(5x10 6 /ml) en RPMI 1640 en 6 tubos Falcon de 6ml. Se agregd
a 2 tubos 250 ul de PMN (5x10exp6/ml) y 5 ul de RPMI 1640, en
2 tubos 250 ul de MN y 5ul Spv y en otros 2 tubos 250 ul de PMN
+ 5ul Spi (conc. bacterias10exp6.Escala de Mc Farland). Los tubos
se incubaron 18 hs a 37° C; luego se separaron 400 ul de s.c. y
se conservaron a -30° C para evaluar nitritos y TNF. En PMN y
MN lavados y resuspendidos en RPMI1640 se determiné ER y
% de células estimuladas previo estimulo con Phorbol Myristate
Acetate, por Citometria de Flujo (FACs Calibur). Indice Oxidativo
R: (expresion de ER) IFM de Células estimuladas/ IFM basal (IFM:
intensidad de fluorescencia media). De los s.c. conservados a -20°2
C se utilizaron 200 ul para evaluar los niveles de nitritos por el
Método de Griess y 200 ul para determinar los de TNF por ELISA
(R&D Systems).Se analizé la correlacion entre el Indice R de PMN
y MN con en s.c. observandose una correlacion positiva (r los
niveles de TNF 2: 0.96) significativa ( p<0.01) entre los datos co-
rrespondientes a ambos tipos celulares. Los resultados muestran
los mecanismos bactericidas de MN y PMN frente a S. pyogenes.
067. (231) CONTRIBUCION RELATIVADE LAS PROTEINAS
SPA Y SBIEN LA INDUCCION DE RESPUESTA INFLA-
MATORIA DURANTE LA INFECCION SISTEMICA POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Ledo, C., Gonzélez, C., Garofalo, A., Giai, C., Gomez, M.
IMPaM-UBA CONICET

Staphylococcus aureus es un patégeno causal de infecciones
sistémicas con alta morbi-mortalidad. Gran parte de la patologia
se debe a la intensa respuesta inflamatoria que genera. S. aureus
expresa dos proteinas (Sbi y SpA) las cuales poseen dos y cinco
dominios conservados, respectivamente, que inducen mediadores
inflamatorios y el reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccion.
Previamente hemos demostrado que la expresion de SpA es cri-
tica en la induccién de respuesta inflamatoria y en el desarrollo
de neumonia en un modelo de infeccién pulmonar. El objetivo
de este trabajo fue determinar la contribucién relativa de SpA y
Sbi en la induccién de respuesta inflamatoria en un modelo de
infeccion sistémica. Grupos de ratones fueron inoculados por ruta
intraperitoneal con S. aureus o mutantes isogénicas que carecen
de la expresion de Sbi, SpA o ambas proteinas y se determiné la
induccion de citoquinas inflamatorias en suero luego de 4 horas y
el reclutamiento de neutréfilos a peritoneo 24 horas post-infeccion.
La proteina Sbi contribuyé significativamente al reclutamiento de
neutréfilos a peritoneo (p < 0.01) y al incremento de IL-6 (p < 0.01)
como se demostré utilizando la mutante sbi-. Por el contrario y
en contraposicién a lo observado en el modelo de infeccion pul-
monar, la expresiéon de SpA no contribuy6 en forma significativa
a la respuesta inflamatoria en el modelo de infeccion sistémica.
La proteina Sbi desempefié un rol critico en el desarrollo de bac-
teriemia (p < 0.05) y neumonia (p < 0.001) durante la infeccién
sistémica por S. aureus mientras que la ausencia de expresiéon de
SpA no mostré diferencias significativas con respecto a la cepa
parental. Los resultados obtenidos destacan la importancia de la
ruta de adquisicién del microorganismo y la necesidad de tener
en cuenta los factores regulatorios del nicho donde se desarrolla
la infeccidn al interpretar la aparente redundancia funcional de los
factores de virulencia de S. aureus.

068. (258) EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE POR STA-
PHYLOCOCCUS AUREUS EN GLANDULA MAMARIA
BOVINA CRONICAMENTE INFECTADA

Felipe, V.!, Somale, P.", Morgante, C., Icely, P.2, Correa,
S.2, Porporatto, C.'

Instituto de Ciencias Bdsicas y Aplicadas, Universidad
Nacional de Villa Maria' Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cdrdoba?

Staphylococcus aureus es el principal patégenos aislado en
Mastitis bovina, presenta habilidad para formar biofilms y modificar
las respuestas inmunes en glandula mamaria (GM). El objetivo fue
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evaluar la formacion de biofilm por S. aureus'y la respuesta inmu-
ne en GM bovina crénicamente infectada. Se tomaron muestras de
leche por cuarto de 4 bovinos sanos y 4 con mastitis cronica (MC)
definidas luego de 3 aislamientos consecutivos cada 20 dias. Los
aislamientos se identificaron como S. aureus mediante PCR, se
determind la produccién de biofilm por cultivo en agar rojo congo
(CRA) y en placas de poliestireno coloreadas con cristal violeta
(CV), y la expresion de genes asociados a biofilm icaA, icaD y
bap mediante PCR. Las cepas aisladas mostraron segun CRA
y CV distinta capacidad fenotipica de formar biofilm, aunque el
100% de las cepas fueron icaAD+y bap+. A fin de caracterizar
la respuesta inmune en la GM bovina, se evalud la expresion de
mRNA de quimioquinas, receptores de reconocimiento en células
somaticas (CS) y marcadores de activacion en linfocitos obtenidos
de leche de los animales en estudio. Se observé una disminucién
en la expresion de mRNA por RT-PCR para las quimioquinas 1L8
y CCL2, y los receptores TLR2 y TLR4 en CS de animales con
MC, siendo significativa para CCL2 (10,4 vs 4,0) y TLR2 (5,6 vs
2,1) (p<0.05). Se evalud por citometria de flujo los porcentajes
de las poblaciones linfocitarias (CD5+, CD21+, CD4+, CD8+) y la
expresion de marcadores de activacion (CD25+ y CD11a+). Se
observé una disminucién en el porcentaje de células CD25+ en MC
(29,5 vs 11,1%, p<0.05). Estos resultados muestran la habilidad
de S. aureus aislado de bovinos con MC para producir biofilm,
inducir disminucion en la expresion de mARN de quimioquinas y
receptores Toll, y en la expresién de marcadores de activacion.
Estos mecanismos desencadenados por la bacteria en la GM
llevarian a la evasion de la respuesta inmune y a la generacion
de infecciones persistentes.

069. (698) EVALUACION DE UNA FORMULACION COM-
PUESTA POR PROTEINAS RECOMBINANTES E
ISCOMATRIX™ DESTINADA A LA INMUNOPROFI-
LAXIS DE LA MASTITIS BOVINA PROVOCADA POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Pujato, N.'", Camussone, C.2, Veaute, C.', Renna, M.?,
Calvinho, L.2, Marcipar, I.!

Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica. FBCB.UNL'
E.E.A. Rafaela, INTA? Facultad de Ciencias Veterinarias.
UNL?

Staphylococcus aureus es el principal causante de mastitis
bovina en la Argentina. Actualmente no existen estrategias de
inmunoprofilaxis efectivas contra las infecciones estafilocéccicas,
pero los nuevos conocimiento acerca de los factores de viru-
lencia junto con la disponibilidad de nuevos adyuvantes podria
contribuir al desarrollo de vacunas protectivas. El objetivo de
nuestro grupo de trabajo es desarrollar un inmundégeno multi-
componente que integre moléculas bacterianas que intervienen
en las distintas etapas de la infeccién y formularlos con el adyu-
vante de nueva generacion ISCOMATRIX™. Hasta el momento
evaluamos 3 de las proteinas candidatas. Fragmentos de ADN
correspondientes a Clumping Factor A (CIf), proteina de unién
a fibronectina A (FnBP) y toxina beta (B-tox) de S. aureus se
clonaron en pET 32a/E. coli, se expresaron y purificaron. Se
inmunizaron vaquillonas Holstein prefiadas con 2 dosis, 45y 15
dias antes del parto, de una mezcla de 0,6 mg de las proteinas
obtenidas (grupo R, n= 4), o con PBS (grupo C, n=6), ambos
formulados con ISCOMATRIX. Mediante ELISA indirecto se
evalu6 IgG total en suero. Se vio que el grupo R generé mayo-
res niveles de anticuerpos contra las proteinas recombinantes
y nativas .respecto del C (p<0,05). Se comprob¢ la capacidad
de los anticuerpos anti rp-tox de inhibir la actividad hemolitica
de la exotoxina sobre eritrocitos bovinos y la capacidad los
anticuerpos anti rCIf y rFnBP de opsonizar la bacteria y favo-
recer la fagocitosis por neutréfilos bovinos, mediante citometria
de flujo. Finalmente se determinaron por Real Time PCR los
niveles de expresion de TNF-a, IL-10 e IL-12, los cuales fueron
significativamente mayores en el grupo R respecto del grupo C
(p<0,05). La formulacién evaluada fue capaz de inducir anticuer-
pos especificos y funcionales en bovinos, indicando la factibilidad
de nuestra estrategia para lograr una vacuna y propiciando la
incorporacion de nuevas subunidades a la misma.
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070. (82) EFECTOS MODULATORIOS DE LAS VESICULAS
DE MEMBRANA EXTERNA DE BRUCELLA DURANTE
LA INFECCION DE MONOCITOS

Pollak, C.', Delpino, M.2, Fossati, C.", Baldi, P.!

Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral (IDEHU) -
FFyB' INIGEM (CONICET/ UBA)?

Diversas bacterias gram negativas liberan vesiculas de mem-
brana externa (VME) que pueden contener factores de virulencia
y modular la respuesta inmunoldgica a favor del patégeno. Pre-
viamente mostramos que la preincubacién con VME de Brucella
inhibe la produccién de TNF-a por monocitos humanos (THP-1)
en respuesta a agonistas de TLRs, pero aumenta la expresion de
ICAM-1. Por ello decidimos evaluar si la preincubacion de THP-1
con VME modifica su adhesién a endotelio (HMEC-1). Las VME
fueron obtenidas por concentracién del medio de cultivo de B.
abortus. Células THP-1 fueron preincubadas o no con VME, luego
marcadas con calceina y colocadas sobre monocapas de HMEC-1
previamente activadas con TNF-a. Las células no adheridas fueron
removidas y se midi¢ la fluorescencia. Las VME produjeron un
aumento dosis-dependiente (p<0.001 para 10 pg/ml) en la adhe-
rencia de los monocitos. También evaluamos si la incubacién de
células THP-1 con VME antes o durante la infeccion con B. abortus
aumenta la adhesion e invasion de Brucella. La preincubacion con
VME (10 pg/ml) produjo un aumento significativo de bacterias ad-
heridas (9.5 veces) e internalizadas (10.8 veces) en los monocitos
respecto de las células no pretratadas con VME. La coincubacion,
aumentd 17.8 veces la adhesiéon y 11.3 veces la invasién. Para
evaluar el efecto de las VME sobre la produccién de citoquinas
en la infeccion, células THP-1 fueron incubadas o no con VME 4
h antes de la infeccién con B. abortus y se midieron las citoquinas
en los sobrenadantes de cultivo a las 24 hs. La preincubacion con
1 0 10 pg/ml de VME disminuyé significativamente la secrecion
de TNF-a (76% y 83%) y de IL-8 (13% y 68%). Los resultados
sugieren que las VME liberadas por Brucella ejercen efectos que
promueven la adhesion e internalizacién de la bacteria a mono-
citos, a la vez que regulan negativamente su respuesta inmune
innata frente a la infeccion. Esto podria favorecer la persistencia
de Brucella dentro de las células hospedadoras.

071. (106) B. ABORTUS INFECTA SINOVIOCITOS INHIBIEN-
DO LA APOPTOSIS Y ESTIMULANDO LA EXPRESION
DE RANKL

Scian, R.", Barrionuevo, P.!, Arriola Benitez, C.!, Rodriguez,
A.", Fossati, C.2, Giambartolomei, G., Delpino, M."
Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo (INIGEM,
CONICET-UBA)' Instituto de Estudios de la Inmunidad
Humoral (IDEHU, CONICET-UBA)?

La localizaciéon osteoarticular es la mas comun de la bru-
celosis activa. Previamente demostramos que los sinoviocitos
median mecanismos inflamatorios en la artritis por Brucella. El
objetivo en este trabajo fue determinar si B. abortus puede mediar
dafo mediante la induccion de la apoptosis de los sinoviocitos
(SW982) o mediante la induccién de un aumento patolégico de
la osteoclastogénsis. Para ello, medimos apoptosis por citometria
(Anexina V/IP) y microscopia (Hoechst y TUNEL), y determinamos
la presencia de osteoclastos mediante el recuento de células
multinucleadas que expresan fosfatasa acida resistente a tartrato
(TRAP) y el estudio de su capacidad de resorber matriz mineral,
por microscopia. B. abortus indujo una reduccion en los niveles de
apoptosis basales y en los inducidos por estaurosporina (p<0,001).
Por otro lado, utilizando un array de proteinas demostramos que
la infeccién por B. abortus aumento la expresion de factores anti
apoptoticos (clAP-2, Clusterin, Livin, P21/CIP/CDNK1A). Dado
que B. abortus es una bacteria intracelular especulamos que los
sinoviocitos podrian ser un nicho replicativo en el sitio de infeccién
articular. Ademas, B. abortus invadio y se replicé en los sinovio-
citos induciendo la expresion de RANKL. RANKL interacciona
con RANK expresado en la superficie de los precursores de los
osteoclastos induciendo un aumento patolégico en el nimero de
osteoclastos y consecuente resorcion 6sea. Nuestros resultados
mostraron que los sobrenadantes de los sinoviocitos infectados
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por B. abortus indujeron la diferenciacién de monocitos a os-
teoclastos en presencia de M-CSF (p<0,001). La osteoclastogé-
nesis fue inhibida cuando los estimulos se realizaron en presencia
de osteoprotegerina (molécula que se une a RANKL inhibiendo
su interacciéon con RANK), indicando que RANKL es la principal
citoquina involucrada en este fenémeno (p<0,001). Por lo tanto,
B. abortus invade sinoviocitos e induce el aumento patélogico de
la osteoclastogénesis.

072. (113) MECANISMOS IMPLICADOS EN LA FIBROSIS
HEPATICA DESENCADENADA POR LA INFECCION
POR BRUCELLA ABORTUS

Arriola Benitez, P.", Scian, R.", Fossati, A.2, Giambartolo-
mei., G.", Delpino, M."

Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo (INIGEM,
UBA-CONICET)" Instituto de Estudios de la Inmunidad
Humoral (IDEHU, UBA-CONICET).?

La fibrosis hepatica es una respuesta al dafio inflamatorio
para confinar las lesiones. Las células estrelladas del higado
estan implicadas en este fenémeno a través de la regulacion
de la produccién de MMPs y de la deposicién de colageno. En
estudios previos demostramos que B. abortus induce inflamacion
en el higado. Por lo tanto, estudiamos si podia inducir fibrosis y
los mecanismos implicados en dicho fendmeno. Determinamos
la produccion de MMP-9 por zimografia y la cuantificamos por
ELISA, la secrecion de TGF-B se midié por ELISA y la deposi-
cion de colageno mediante tincién con rojo sirio por microscopia
y semicuantificada por lectura de los depdsitos solubilizados a
550 nm. B. abortus inhibe en las células estrelladas (LX-2) los
niveles basales de secrecion de MMP-9 (p<0,01), e incrementa
la deposicion de colageno (p<0,01). Estudiamos las interacciones
entre LX-2, los hepatocitos (HepG2) y los monocitos (THP-1).
Demostramos que los sobrenadantes de HepG2 y de THP-1
infectadas por B. abortus inducen un aumento dosis dependiente
(p<0,1) en la expresién de MMP-9 por parte de las células LX-2.
Sin embargo, cuando se estimulan con los sobrenadantes men-
cionados, las células LX-2 previamente infectadas por B. abortus
a distintas multiplicidades de infeccién (MOI) observamos que hay
una reduccién en la produccion de MMPs, la cual es dependiente
de la MOI utilizada (p<0,01). Para determinar que citoquina estaba
involucrada, estudiamos la presencia de TGF-f en los sobrena-
dantes de cultivos de las células LX-2 infectadas o estimuladas
con los sobrenadantes mencionados. Demostramos que las cé-
lulas LX-2 infectadas por B. abortus producen TGF-B (p<0,01).
Sin embargo, TGF-B no se detectd en los sobrenadantes de las
LX-2 (no infectadas) estimuladas con sobrenadantes de THP-1
o HepG2 infectados por B. abortus. Por lo tanto, la infeccién por
B. abortus induce mecanismos reguladores del dafo producido
por la inflamacion en el higado y TGF-p participa en los mismos.
073. (159) EFECTOS DIRECTOS E INDIRECTOS DE LA
INFECCION CON BRUCELLA ABORTUS SOBRE
CELULAS HUMANAS ENDOTELIALES DE LA MICRO-
VASCULATURA CEREBRAL
Miraglia, M., Rodriguez, A., Delpino, M., Giambartolomei, G.
INIGEM Instituto de inmunologia, genética y metabolismo
(CONICET/UBA)-Laboratorio de Inmunogenética

La invasion del sistema nervioso central (SNC) por B. abortus
(B.a.) resulta en la patologia inflamatoria denominada neurobru-
celosis. Demostramos recientemente que B.a. infecta la glia pro-
duciendo citoquinas inflamatorias que contribuyen al dafo tisular.
El SNC se encuentra protegido por la barrera hematoencefélica
(BHE), cuyas células endoteliales actuan como filtro entre la cir-
culacién general y el SNC. Nuestro objetivo general es determinar
la interaccion de B.a. con la BHE durante la neurobrucelosis. Para
tal fin, investigamos la influencia directa de B.a. sobre células
endoteliales de microvasculatura cerebral (HBMEC) mediante la
infeccion a diferentes multiplicidades (MOI) y el efecto indirecto
por estimulaciéon con sobrenadantes de células gliales infecta-
das. Se determind la produccion de citoquinas y quimiocinas, la
expresion de moléculas de adhesion y la apoptosis para ambos
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casos. B.a. se adhiere, infecta y replica en HBMEC de manera
MOI dependiente en funcién del tiempo. Se observaron aumen-
tos significativos en la adherencia y la internalizacion bacteriana
utilizando MOI crecientes (p<0,001 MOI 25 vs 1000). La infeccion
induce la secrecion de las citoquinas IL-8 e IL-6 y de la quimiocina
MCP-1 (p<0,001 MOI 25 vs 1000). A excepcidén de la replicacion
bacteriana intracelular, estos resultados son reproducidos en
las cepas rugosa y mutante del sistema de secrecion tipo IV. El
efecto directo de la infeccion de B.a. sobre las HBMEC produce un
aumento de la expresion basal de la molécula de adhesién CD54,
sin embargo no produce secrecion de TNF-a ni genera apoptosis.
Sin embargo, el aumento de CD54 es significativamente mayor
(p<0,01) cuando las HBMEC son estimuladas indirectamente con
sobrenadantes de microglia y astrocitos infectados; al igual que
aumenta la apoptosis. Nuestros resultados sugieren que el efecto
indirecto causado por citoquinas pro-inflamatorias provenientes
del ambiente glial contribuirian mas eficientemente a la injuria en
la BHE en la neurobrucelosis.

074. (161) BRUCELLA ABORTUS INDUCE LA EXPRESION
DE MOLECULAS DE ADHESION Y CO-ESTIMULATO-
RIAS EN MONOCITOS HUMANOS

Veldsquez, L., Delpino, V., Miraglia, C. , Giambartolomei,
G. , Barrionuevo, P.

INIGEM Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo
(CONICET/UBA). Laboratorio de Inmunogenética

La brucelosis es una zoonosis causada por bacterias del
género Brucella. Se caracteriza por una poderosa respuesta Th1
e inflamacién de distintos tejidos, la cual es acompafhada por un
caracteristico infiltrado leucocitario a través del endotelio vascu-
lar. En este trabajo investigamos el efecto de la infeccién con B.
abortus sobre la expresion de moléculas clave para la activacion
de los linfocitos T y de adhesién al endotelio, tales como las molé-
culas co-estimulatorias y de adhesion de los monocitos humanos.
Para esto, células THP-1 fueron infectadas con B. abortus por 24
0 48 h. Luego, la expresion de las moléculas co-estimulatorias
(CD86 y CD40) y de las moléculas de adhesién (CD54 y CD106)
fue evaluada por citometria de flujo. La infecciéon con B. abortus
incrementé significativamente (p<0,05) la expresion de CD40 y
CD86 a las 24 y 48 h, respectivamente. A su vez, la infeccion con
la bacteria indujo un incremento significativo (p<0,05) de CD54 y
CD106 a las 24 y 48 h. Con respecto a estos ultimos marcadores,
observamos la aparicién de dos poblaciones con diferente inten-
sidad de expresion. Para determinar si este patron de expresion
bimodal se debia a variaciones en el nivel de infeccién, células
THP-1 fueron infectadas con B. abortus-GFP y la expresion de los
marcadores fue evaluada por citometria de flujo. Las poblaciones
con mayor expresion de CD54 y CD106 correspondieron a células
GFP positivas, indicando que en las células mas infectadas la
expresion de las moléculas de adhesién estudiadas es mayor.
Por dltimo, B. abortus muerta por calor (HKBA) también incre-
menté significativamente (p<0,05) pero de manera no bimodal
la expresion de CD54 y CD106, indicando que el fenémeno no
depende de la viabilidad bacteriana. En conjunto, estos resultados
demuestran que la infeccién de monocitos con B. abortus seria
capaz de aumentar la co-estimulacion hacia linfocitos T y la ex-
presion de mdleculas de adhesion, lo que podria determinar un
aumento en la invasion tisular.

075. (226) ESTUDIO DE UN INHIBIDOR DE PROTEASAS
BACTERIANO COMO ADYUVANTE ORAL EN UNA
FORMULACION VACUNAL DE SALMONELLA INAC-
TIVADA POR CALOR.

Risso, G.1, Ibafez, A.!, Bruno, L.", Coria, M.!, Pasquevich,
K.!, Briones, C.2, Cassataro, J.'

Laboratorio de Inmunogenética, Hospital de Clinicas - INI-
GEM, CONICET' Instituto de Investigaciones Biotecnold-
gicas (lIB-UNSAM). Universidad Nacional de San Martin?

En trabajos anteriores demostramos que una proteina de
Brucella (BP) es un inhibidor de proteasas capaz de inhibir serin-
proteasas intestinales (elastasa, tripsina y alfa quimiotripsina)
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y que administrada por via oral con un antigeno (Ag) modelo,
como Seroalbumina bovina (OVA), induce un incremento en la
cantidad de células T CD4+ y CD8+ Ag-especificas productoras
de IFN-y. Esto sugiere que BP podria utilizarse como adyuvante
oral en formulaciones vacunales anti-microbianas. Salmonella
Typhi, causante de la fiebre tifoidea, es un patégeno entérico de
transmisién oral que luego de invadir la mucosa gastrointestinal
se disemina por via sistémica. Dado que esta bacteria replica
principalmente dentro de macréfagos, la respuesta de tipo T hel-
per (Th) 1 esta asociada con la proteccion. La via oral como ruta
natural de infeccion y la necesidad de una respuesta Th1 hacen de
Salmonella un gran candidato para la formulacion de una vacuna
oral utilizando BP como adyuvante. Por esta razén, en un modelo
murino de fiebre tifoidea, ratones BALB/c fueron inmunizados con
i) Salmonella muerta por calor (HKS), ii) HKS+BP o iii) HKS+CTB
(subunidad B de la Toxina Colérica) y desafiados luego por via
oral con una cepa virulenta de S. Typhimurium. Los animales
fueron sacrificados 6 dias mas tarde y se realizé un recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC) en higado y bazo. Se
observé una reduccién significativa en la cantidad de UFC en
bazo de los animales inmunizados con BP en comparacién con
los animales que recibieron sélo HKS (P=0.0083). Asimismo, el
higado presenté una leve disminucion de UFCs en los animales
inmunizados con BP respecto de aquellos inmunizados sélo con
HKS. Evaluamos también los niveles de IgA en heces e IgG sé-
rico y encontramos que BP induce un incremento en los niveles
de anticuerpos especificos contra HKS. En conjunto, nuestros
resultados indican que BP es un potencial adyuvante en vacunas
orales inactivadas contra Salmonella Typhimurium.

076. (553) BORDETELLA PERTUSSIS MODULA LA EXPRE-
SION DE MHCII DURANTE LA INFECCION.

Valdez, H. , Oviedo, J. , Lamberti, Y. , Rodriguez, M.
CINDEFI | Centro de Investigacion y Desarrollo en Fermen-
taciones Industriales Facultad de Ciencias Exactas (UNLP)

La remergencia de Bordetella pertussis (Bp) en nuestro pais,

como en el resto del mundo, es un hecho que se agudiza a pesar
de la vacunacion masiva. Recientemente en nuestro laboratorio se
demostré que Bp puede sobrevivir y replicar intracelularmente en
macréfagos, postulandose como una posible forma de persistencia
de la bacteria. Con el objetivo de determinar si Bp es capaz de
modular la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) durante el establecimiento en el hospedador, se llevaron
a cabo estudios de qPCR. Para ello se emplearon células THP-1
diferenciadas a macréfagos. Se tomaron muestras a 3, 24 y 48 h
post infeccién de Bp vivas, observandose paralelamente la res-
puesta a la fagocitosis de Bp inactivadas. Como control se usaron
células sin infectar. Las tres condiciones se ensayaron tanto en
presencia como en ausencia de IFN-y. Se evalu¢ el nivel de ex-
presion de MHCI, MHCIl'y CIITA. Los resultados mostraron que
en ausencia de IFN-y, MHC/ esta levemente sobre-expresado a las
3 h post-infeccion de Bp vivas o inactivadas, pero su expresion a
las 24 y 48 h fueron comparables al control en ambos casos. No
detectandose expresion de MHCIl'y CIITA. En presencia de IFN-y,
MHCI no mostré variaciones significativas a lo largo del tiempo.
En el caso de MHCIl'y CIITA se detecté un aumento significativo
de su expresién, 5y 3 veces, respectivamente, a las 3 h post-
infeccion tanto de Bp vivas como de Bp inactivadas respecto a
las células sin infectar incubadas con IFN-y. A las 24 y 48 h los
niveles de expresion de MHCII y CIITA de células infectadas con
Bp muertas mostraron valores comparables al control, mientras
que MHCII disminuy6 4 veces su expresion en células infectadas
con Bp vivas. Sorprendentemente la expresion de CIITA, en
estas células, permanecié aumentada aun luego de 48 horas de
infeccién. Estos resultados sugieren que Bp ejerce una regulacion
negativa de la presentacion de antigenos modulando la expresion
de MHCII durante la infeccién.
077. (682) LAINTERACCION DE BORDETELLA PARAPER-
TUSSIS CON RAFTS LIPIDICOS MEDIADA POR EL
ANTIGENO O MODULA LA ACTIVIDAD BACTERICIDA
DEL NEUTROFILO.
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Gorgojo, J., Alvarez Hayes, J., Rodriguez, M.
Centro de investigacion y Desarrollo en Fermentaciones
Industriales, CINDEFI-CONICET-UNLP

Bordetella parapertussis (Bpp) es uno de los agentes causales
de la tos convulsa, una enfermedad reemergente. La presencia
del antigeno O (AgO) en su superficie, bloquea el reconocimiento
de los anticuerpos inducidos por las vacunas actuales. Resultados
de nuestro grupo demuestran que en ausencia de opsoninas Bpp
inhibe la fusion fagolisosomal y sobrevive a la interaccién con
neutréfilos (PMN) mediante un mecanismo dependiente del AgO.
El objetivo de este trabajo es avanzar en la comprensién de las
bases de este trafico no bactericida. Empleando neutréfilos prima-
rios humanos y técnicas de luminometria para la determinacion
de la induccion del estallido respiratorio se pudo comprobar que
la interaccién de Bpp con PMN no induce su activaciéon y que el
AgO estd involucrado en este proceso. A diferencia de la cepa
salvaje, un mutante defectivo en la expresién del AgO produjo
la activacion del PMN. En otros patégenos se ha observado que
tanto la inhibicién del trafico a lisosomas como la activacion de la
célula inmune dependen de la union de la bacteria a rafts lipidicos
en la célula blanco a través del AgO. Utilizando bacterias GFP y
sondas fluorescentes se determinaron los niveles de fagocitosis
en presencia o ausencia de agentes disruptores de rafts lipidicos
(metilBciclodextrina, MBCD), o que unen colesterol e interfieren
en esta interaccion (nistatina). La viabilidad intracelular bacteria-
na se evalud utilizando ensayos de proteccion con polimixina B.
Los resultados mostraron que la incubacién de PMN con MBCD
o nistatina reduce drasticamente el nivel de fagocitosis de Bpp y
aumenta significativamente la actividad celular bactericida contra
esta cepa. Por el contrario no se observaron diferencias en el
nivel de fagocitosis o muerte de la cepa Bpp defectiva en AgO en
PMN tratado o sin tratar. Estos resultados sugieren que el destino
intracelular de Bpp esta determinado por la presencia del antigeno
O y su interaccion con los rafts lipidicos en la célula inmune.
078. (641) FACTORES DE VIRULENCIA DE YERSINIA
ENTEROCOLITICA INDUCEN LA SECRECION DE
GALECTINA-1 (GAL-1)

Davicino, R.', Elicabe, J."3, Méndez Huergo, S.2, Stupirski,
J.2, Di Genaro, S."?, Rabinovich, G.?

Universidad Nacional de San Luis' Laboratorio de Inmu-
nopatologia, Instituto de Biologia y Medicina Experimen-
tal (IBYME-CONICET)? Laboratorio de Inmunopatologia,
IMIBIO-SL. CONICET-UNSL. San Luis.®

Yersinia enterocolitica (Ye) es una bacteria que causa infec-
ciones gastrointestinales. Sus factores de virulencia, modulan la
respuesta inmune del huésped. Galectina-1 (Gal-1), una lectina
de unién a B-galactésidos, es altamente expresada en sitios de
infeccion e inflamacién e inhibe la respuesta Th1 y Th17. Su
participacion en infecciones bacterianas es poco conocida. Pre-
viamente determinamos el papel critico que esta lectina endégena
cumple en el curso de la infeccién por Ye. El objetivo de este
trabajo fue investigar si los factores de virulencia YopP y YopH
de Ye participan en la induccion de la secrecion de Gal-1. Para
tal fin usamos ratones C57BL/6 (WT) no infectados (controles)
e infectados con la cepa salvaje Ye WA-314 o con las mutantes
Ye AyopP o AyopH. Luego de 5 dias de infeccién, se realizaron
cultivos de los esplenocitos, los cuales fueron re-estimulados
durante 72 h con Yersinia muerta por calor (HKY). Se obtuvieron
sobrenadante (SN) en los cuales se analizé IL-17, IFN-g, IL-10
y Gal-1 por ELISA. Ademas se evalud la expresién de Gal-1 por
ensayos de Western blot (WB). Se detecté un aumento de la
presencia de Gal-1 en SN de esplenocitos de ratones infectados
con Ye WA-314. Estos hallazgos correlacionaron con niveles
incrementados de Gal-1 por ELISA en SN de células de ratones
infectados con Ye WA-314 vs controles (p< 0,05) o Ye AyopP (p<
0,05) luego de la re-estimulacion especifica con HKY. Ademas,
se observé disminucién significativa de IL-17 (p< 0,05) luego de
la infeccion con Ye WA-314 comparada con la infeccion con Ye
AyopP (p< 0,05). No se detectaron diferencias en los niveles de
IFN-g. En contraste, se observo que las infecciones con Ye AyopP
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0 AyopH estimularon significativamente la produccion de IL-10 (p<
0,05). Por lo tanto, los factores de virulencia plasmidicos YopP y
YopH de Yeinducen la secrecion de Gal-1 y modulan la respuesta
de citoquinas pro-y anti-inflamatorias.

079. (675) INFLAIVJACION PROSTATICA EN UN MODELO
DE INFECCION POR CHLAMYDIA MURIDARUM
Sanchez, L., Breser, M., Altamirano, A., Motrich, R., Ri-
vero, V.

CIBICI-CONICET. Facultad de Ciencias Quimicas. UNC

La inmunopatogénesis de las infecciones de tracto genital
masculino por Chlamydia trachomatis es poco conocida. Previa-
mente, demostramos que la infecciéon por Chlamydia muridarum
(Cm) en ratones NOD muestra un curso ascendente con especial
tropismo por la préstata, induciendo infiltracion y auto-anticuerpos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar este proceso infeccioso
y sus consecuencias en una cepa no susceptible al desarrollo
de prostatitis autoinmune. Para ello, ratones macho de la cepa
Balb/c fueron inoculados via meato urinario con Cm (grupo INF)
o buffer salino (grupo Ctrl) y se estudio el curso de la infeccién
y la inflamacién generada a lo largo de la misma. A los 30 dias
post-infeccion (30 dpi), se detecto la presencia de Cm en préstata
de los animales del grupo INF demostrando el curso ascendente
de la infeccion similar al observado en ratones NOD. Sin embargo
y en discrepancia con lo observado en ratones NOD, el infiltrado
presente fue menor y principalmente compuesto de células GR1*.
Para determinar si el infiltrado fue sélo consecuencia de la presen-
cia de Cm, administramos el antibiético doxiciclina por 14 dias a
las dos cepas de animales a partir del dia 30 pi (grupos INF+ATB,
en NOD y Balb/c). Los animales fueron sacrificados a los 60
dpi observandose una reduccion significativa en la cantidad de
células CD45* en prostata de ratones Balb/c del grupo INF+ATB
(p<0.001), alcanzando niveles similares al grupo Balb/c Ctrl. Por
el contrario, ratones NOD tanto de los grupos INF como INF+ATB,
evidenciaron una significativa infiltracién de células CD45*, siendo
éste principalmente compuesto por células CD3*CD4* y GR1*.
Estos resultados demuestran que después del tratamiento con
ATB, el infiltrado inflamatorio en préstata solo persiste en la cepa
susceptible al desarrollo de prostatitis autoinmune, sugiriendo que
la infeccion por Chlamydia podria actuar como factor desenca-
denante de procesos autoinmunes contra prostata.

080. (757) EL ESTRES NUTRICIONAL POR BAJA DISPO-
NIBILIDAD DE HIERRO INDUCE EN B. PERTUSSIS
UN FENOTIPO CON MAYOR CAPACIDAD DE INMU-
NOEVASION

Alvarez Hayes, J.", Lamberti, Y.!, Gorgojo, J.", Schmidt,
F.2, Rodriguez, M.!

CINDEFI - UNLP - CONICET' Interfaculty Institute for
Genetics and Functional Genomics Ernst-Moritz-Arndt-
University of Greifswald, Alemania?

La baja eficiencia de las vacunas actuales contra B. per-
tussis, agente causal de la tos convulsa, ha determinado que
la enfermedad fuera declarada re-emergente. Diferencias entre
el fenotipo vacunal y el infectante parecerian contribuir a esta
situacién. Previamente nuestro grupo caracterizé el proteoma de
B. pertussis cultivada bajo limitacion de hierro, fenotipo que la
bacteria presenta durante la infeccion. En el presente trabajo, se
completd el analisis protedmico mediante el uso de proteémica
shotgun, una estrategia que permite estudiar un gran nimero de
proteinas debido a su alta sensibilidad y rendimiento. Mediante
esta metodologia pudimos detectar que en limitacion de hierro B.
pertussis aumenta el nivel de expresién de proteinas involucradas
en la biosintesis de capsula y disminuye los niveles de expresion
de todos sus factores de virulencia, entre ellos los antigenos inclui-
dos en las vacunas actuales FHA; Fim, PT y Prn. Los resultados
muestran una relacion de nivel de expresion Fe-/Fe+ de 0,44, 0,56,
0,66 y 0,60, respectivamente (p<0,05). Si bien la atenuacién de
la virulencia podria representar una desventaja para la bacteria,
ensayos de fagocitosis empleando neutréfilos humanos (PMN) y
técnicas de citometria de flujo y microscopia confocal demostraron
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que este fenotipo escapa mas eficientemente a la captura por
PMN, observandose una disminucion en la fagocitosis cercana al
40%. Ensayos con PMN tratados con citocalasina D, demostraron
que dicha disminucion se debe basicamente a una menor adhe-
sion bacteriana a la célula inmune. Este efecto podria originarse
en la baja expresion de FHA, proteina que media la adhesion a
células inmunes en ausencia de anticuerpos, a la produccion de
capsula, o a una combinacién de ambos factores. En resumen
estos resultados sugieren que la adaptacion a condiciones de
infeccion induce en B. pertussis un fenotipo con mayor capacidad
de inmunoevasion.

081. (230) IDENTIFICACION DE RESIDUOS “HOT SPOT”
RESPONSABLES DE LA ACCION DIFERENCIAL DEL
SUPERANTIGENO SEG CON EL TCR MURINO VB8.2
Fernandez, M., Romasanta, P., Noli Truant, S., Todone,
M. , Bauer, A., De Marzi, M., Malchiodi, E., Fernandez, M.
IDEHU, CONICET

Los superantigenos bacterianos (SAgs) son toxinas que sin
ser procesadas, interactuan con el CMH-Il y la regiéon Vb del
TCR produciendo una respuesta inmune exacerbada de tipo
proinflamatoria, conocida como SST, que puede ser letal. Ademas,
los SAgs se asocian fuertemente con el desencadenamiento de
enfermedades autoinmunes en individuos susceptibles. Dos mo-
delos murinos para estas enfermedades muestran que los TCRs
involucrados expresan preferentemente cadenas Vb8.2. El SAg
SEG forma parte del grupo I, que se caracteriza por interactuar
con Vb8.2, pero actua diferencialmente con esta cadena segun
lo demostramos mediante estudios bioldgicos y cristalogréficos.
La resolucién de la estructura cristalina SEG-Vb8.2 identificé la
zona de contacto, pero no los residuos responsables de la accién
bioldgica diferencial de SEG, ni el aporte energético para la es-
tabilizacion del complejo. Para ello, disefiamos mutantes a partir
de los datos cristalograficos en las zonas “hot spot” y realizamos
estudios de interaccién por SPR e inoculacién de los mutantes en
ratones. Observamos que la mutacién K19A disminuye en un or-
den de magnitud la afinidad de SEG por Vb8.2 (KD=6.6+0.3x10),
mientras que G20A y F204A (KD=3.4+0.5x10° y KD=2.8+0.2x10®,
respectivamente) la afectan en dos érdenes de magnitud, por
lo que serian energéticamente mas importantes. No obstante,
los ensayos bioldgicos demostraron que K19A seria uno de los
responsables de la accion sistémica de SEG, no observada en
otros miembros del grupo. Estos estudios permiten caracterizar
integralmente sitios de accién para el correcto disefo de analogos
competitivos que puedan aplicarse al tratamiento de las patologias
causadas por estas toxinas.

REPRODUCCION 1

082. (4)IGF-1 REGULALA EXPRESION GENICA DE BOULE Y
CDC25A EN UN MECANISMO INDEPENDIENTE DE TES-
TOSTERONA Y MEDIANTE LA ACTIVACION DE ERK1/2
EN TESTICULOS DE RATONES

Gonzélez, C.; Dorfman, V B.; Vitullo, AD.

CEBBAD, Universidad Maimonides

La familia génica DAZ consiste de dos genes autosémicos,
Boule'y Daz-I (DAZ-like), y el gen Daz en el cromosoma Y. Todos
se expresan en la linea germinal y son esenciales para el desarro-
llo y diferenciacion de las células germinales (CG). Sin embargo,
la regulacion de estos genes durante la espermatogénesis no ha
sido aun dilucidada. Por otro lado, se ha propuesto que el factor
regulador del ciclo celular CDC25A seria modulado por la familia
Daz. El objetivo de este trabajo fue estudiar en testiculos de
ratones adultos Balb/c el patrén de expresion de las proteinas
DAZ-L, BOULE y CDC25A vy la regulacidon génica ejercida por
testosterona (T) y el factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-
1). Por inmunofluorescencia/inmunohistoquimica se observé que
DAZ-L se localiz6 en CG premeidticas, mientras que BOULE y
CDC25A se localizaron en espermatocitos y espermatides. Por
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otro lado, los testiculos fueron cultivados en Medio 199 (0,1% de
BSA) e incubados con T (10°M) o IGF-1 (100ng/ml) por 1, 3y 6
h y se analizé la expresién génica de Daz-l, Boule y cdc25a por
Real time PCR. La expresion de Daz-/ no se modificé en presencia
de T o IGF-1. Sin embargo, T indujo un incremento significativo
en la expresioén génica de Boule (p<0,05), efecto que fue revertido
en presencia de Flutamida (Flu) (inhibidor de la captacion de T,
100nM) (p<0,05). La incubacién con IGF-1 aumentd significati-
vamente la expresion génica de Boule y Cdc25a (p<0,05). La
presencia de Flu en el medio no revirtio este efecto, mientras que
la incubacion con U0126 (inhibidor de ERK1/2, 10 uM) bloqueo el
aumento de la expresién de Boule y Cdc25a ejercido por IGF-1
(p<0,05). En conclusion, el patron de expresion de DAZ-L, BOU-
LE y CDC25A indicaria que estas proteinas actuan en distintos
momentos durante la espermatogénesis. Por otro lado, IGF-1
modularia la expresién génica de Boule y Cdc25a en un proceso
independiente de la produccién de T y que involucra la activacion
de ERK1/2 en testiculos de ratones.

083. (239) LA ACTIVACION DEL PPARp/5 (PEROXISOME
PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR (/) REGULA
EL METABOLISMO ENERGETICO DE LA CELULA DE
SERTOLI (CS).

Regueira, M.; Riera, MF.; Galardo, MN.; Pellizzari, EH;
Cigorraga, SB; Meroni, SB

CEDIE CONICET

La CS metaboliza glucosa a lactato, fuente energética de cé-
lulas germinales (CG). Se ha postulado que CS utiliza los acidos
grasos (AG) como su principal fuente energética. En algunos
tejidos que utilizan la oxidacién de AG como fuente energética,
el PPARR/3 participa en la regulaciéon de genes vinculados con
el transporte y metabolismo de AG tales como: FAT/CD36, carni-
tina palmitoil-transferasa 1 (CPT1) y deshidrogenasas de cadena
media (MCAD) y larga (LCAD). El objetivo del presente trabajo
fue analizar si la activacion de PPARR/S regula la expresiéon de
los genes mencionados, asi como si dicha activacion modula la
produccion de lactato en CS. Cultivos de CS de ratas de 20 dias
de edad fueron incubados en condiciones basales o estimulados
por 48 hs con GW0742 (GW, 5uM), activador farmacolégico de
PPARB/3. Se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 por
Northern Blot y de FAT/CD36, MCAD y LCAD por RQPCR. Se
observé que GW estimula la expresién de CPT1: 3,5+0,2*; FAT/
CD36: 2,2+0,7*; MCAD 1,6+0,3* y LCAD: 3,6+0,9* veces con res-
pecto al basal (X+DS,*p<0,05, n=3). Adicionalmente, se observo
que la activaciéon de PPARP/5 incrementa la produccion de lactato
(Basal: 7,5+0,5; GW: 12,1+0,6* pg/ugDNA, X+DS,*p<0,05, n=3).
Se evalud la posibilidad de que este incremento fuera debido a
un aumento de la disponibilidad del sustrato, piruvato. EI complejo
piruvato deshidrogenasa (PDC) cataliza la conversién de piruvato
a Acetil-CoA y su actividad se inhibe por fosforilacion. Al respecto,
se observod que la activacion de PPARpB/3 aumenta los niveles
de P-PDC con su consiguiente inhibicién, lo que aumentaria la
disponibilidad de piruvato para ser convertido en lactato. En su
conjunto estos resultados sugieren que la activacion de PPARB/S
participa en la regulacién de la expresion de genes vinculados a
la metabolizacién de AG, fuente energética para las CS, y simul-
tdneamente asegura la produccién de lactato, fuente energética
para las CG (PICT2007-1004, PIP2009-806).

084. (299) CROSS-TALK ENTRE LAS ViAS DE AMPC/PKA'Y
SFK/FOSFATASAS EN LA CAPACITACION DEL ESPER-
MATOZOIDE HUMANO

Battistone, M."; Da Ros, V.'; Salicioni, A.2; Navarrete, F.?;
Weigel Muoz, M."; Visconti, P.2; Cuasnicu, P.!

IBYME' Veterinary and Animal Sciences, University of
Massachusetts-Amherst2

Estudios recientes en roedores postulan que el aumento en
la fosforilacion de proteinas en tirosina que ocurre durante la
capacitacion de los espermatozoides involucraria no sélo la via
AMPc/PKA sino también la inactivacion de fosfatasas mediada
por la familia de kinasas SRC (SFK). En el presente trabajo, in-
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vestigamos la participacion de ambas vias y su posible cross-talk
durante la capacitacion de espermatozoides humanos. Los niveles
de AMPc intracelular, evaluados por radioensayo a lo largo de la
capacitaciéon (18 hs), mostraron un valor maximo al minuto de
incubacion (p<0.05), seguido de aumentos tanto en la fosforilacion
de los sustratos de PKA (1 min) como en residuos tirosina (6 hs)
evaluados por Western blot. La via de SFK/fosfatasas fue analiza-
da mediante el uso de inhibidores de estas enzimas. En presencia
de un inhibidor de SFK (SKI606), se observé una disminucion en
la ocurrencia de ambas fosforilaciones, no detectada cuando los
espermatozoides fueron incubados con SKI606 en presencia del
inhibidor de fosfatasas acido okadaico (AO), sugiriendo que la SFK
inactivaria a las fosfatasas. Resultados similares se observaron al
evaluar la motilidad espermatica por CASA en muestras control y
tratadas con SKI606 y/o OA. Finalmente, se estudio la existencia
de un cross-talk entre las vias descriptas. Asi, la presencia de
un analogo de AMPc (dibutiril AMPc), capaz de inducir la fosfori-
lacién en sustratos de PKA y en residuos de tirosina, no produjo
ningun efecto cuando SFK estaba inhibida por SKI606. Mas aun,
la inhibicién de las fosfatasas por OA no fue capaz de inducir las
fosforilaciones cuando la incubacién se realizé en presencia de
H89, inhibidor de PKA. En conjunto, estos resultados indican la
participacion y cross-talk de las vias AMPc/PKA y SFK/fosfatasas
conducentes a la fosforilacién de proteinas durante la capacitacion
del espermatozoide humano.

085. (308) EXPRESION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS EN
TESTICULO: ESTUDIO COMPARADO ENTRE PRIMATE
Y HUMANO

Berensztein, E.'3; Plant, T.2; Ponzio, R.%; Chirico, D."; Ri-
varola, M."; Belgorosky, A.

HOSPITAL DE PEDIATRIA GARRAHAN' University of
Pittsburgh School of Medicine, Departments of Obstetrics,
Gynecology and Reproductive? Instituto de Investigaciones
en Reproduccion (IdIR) Facultad de Medicina, Universidad
de Buenos Air®

El receptor de andrégenos (AR) se expresa en las células de
Sertoli (CS) adultas pero no en la infancia, cuando los niveles
séricos de gonadotrofinas (Gn) y testosterona alcanzan valores
puberales sin desarrollo de espermatogenesis. El objetivo de
este trabajo fue analizar el rol de las Gn en la regulacion de la
expresion de AR. Estudiamos 1) la inmunoexpresion de AR en
testiculo humano (TH) y en testiculo de un primate superior,
Macaca mulatta (TM), 2) la ontogenia de la expresion de AR
en CS y 3) el efecto de la estimulacion in vivo con Gn sobre la
expresion de AR en CS de TM juvenil. Resultados: 1) En TH y
TM adultos, la localizacién de AR fue similar: positiva en CS, C
de Leydig, intersticiales y peritubulares, y negativa en C germi-
nales. 2) En TH, la expresién de AR en CS (% de positivas) en
recién nacidos (< 1 mes (m), n=6) fue 2.25% y en infantes (1-7
m, n=10) 2.96%, significativamente menor que en prepuberales
(1-11 m, n=8) 5.9% y puberales (14-15 afos, n=4) 92.3%. En
TH adulto fue 100%. En TM, la expresién de AR en CS fue
0.5% en recién nacidos (9-18 dias, n=2) y 0% en infantes (4-5
m, n=2), significativamente menor que en juveniles (13-15 m,
n=7) 51.0% y puberales (38-47 m, n=6) 86.1%. En adultos (60
m, n=4) fue 96.7%. La correlaciéon entre AR en CS y edad fue
positiva y significativa tanto en TH (r=0.951, p<0.001) como en
TM (r=0.898, p<0.000). 3) La estimulaciéon con Gn demostré
que AR en CS aumento bajo FSH (79.3 £13.6), LH (69.2 +13)
y FSH+LH (85.5+ 10.7) respecto al vehiculo (35.5£17.6 %),
p<0.05, ANOVA y Bonferroni. Teniendo en cuenta el incremento
de AR en testiculo inmaduro previo al aumento puberal de Gn,
nuestros resultados sugieren que si bien FSH y LH regularian
la expresion de AR en CS, otros factores participarian en la
expresion temprana de AR en CS. La validacién del modelo de
primate Macaca mulatta con el humano abre un amplio rango
de posibilidades que enriquece el actual conocimiento sobre
TH inmaduro.

086. (309) LA HISTAMINA COMO FACTOR DE CRECIMIENTO
AUTOCRINO EN CELULAS DE LEYDIG TUMORALES

77

Pagotto, R.'; Monzén, C.'; Besio Moreno, M."; Pignataro,
0O."2; Mondillo, C.!

Lab de Endocrinol Molec y Transd de Sefales, IBYME-
CONICET' Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, UBA?

La histamina (HA) es una amina enddgena procedente de la
descarboxilacién de la L-histidina por la enzima L-histidina des-
carboxilasa (HDC). Actiia como factor de crecimiento autdcrino
/ paracrino en numerosos modelos experimentales, incluyendo
células normales y tumorales. Publicaciones previas de nuestro
grupo y otros han documentado la existencia de un sistema his-
taminérgico en testiculo de diversas especies, capaz de contribuir
a la regulacién de la esteroidogénesis en células de Leydig (CL).
A su vez, se ha sefialado que la HA cumpliria un papel en el
desarrollo testicular, aunque su posible funcién como modulador
de la proliferacion de las CL ha sido poco estudiada. Reciente-
mente demostramos que la HA estimula la proliferacion de las CL
tumorales MA-10 mediante la unién a receptores H2 (H2R) y un
aumento del AMPc intracelular. El objetivo del presente trabajo fue
profundizar en el estudio del mecanismo de accion de la HA en las
CL MA-10, y evaluar su posible efecto sobre la proliferaciéon de CL
normales. Para ello, empleamos cultivos de CL progenitoras (CLP)
e inmaduras (CLI), purificadas a partir de testiculos de ratas de 20
y 35 dias de edad, respectivamente. Observamos un aumento en
la fosforilacién de ERK 1/2 post tratamiento con HA o un agonista
H2R-especifico en CL MA-10, mientras que la HA no modifico la
proliferacion de las CLP o CLI en ninguna de las concentraciones
evaluadas (0,1 nM a 10 pM). Cuando estudiamos la expresiéon de
HDC en CL MA-10, CLP, CLI y homogenato de testiculo, encontra-
mos niveles significativamente superiores en las primeras, lo cual
se correspondié con una elevada actividad enzimatica. Mas aun,
el tratamiento de las CL MA-10 con un inhibidor de HDC resulté
en una disminucioén significativa de la proliferacién. En conjunto,
nuestros resultados constituyen la primera evidencia experimental
de una posible correlacion entre sobreproduccion autécrina de HA
y proliferacion neopldsica en CL. (Subsidios: CONICET, ANPCYT,
UBA y F. Roemmers)

087. (715) EL SEMEN INDUCE LA DIFERENCIACION DE CE-
LULAS DENDRITICAS EN UN PERFIL TOLEROGENICO
Remeslenicov, F'; Varese, A'; Rodriguez Rodrigues, C';
Jancic C,?%; Merloti, AG'; Gonzélez, H'; Alonso, A%, Pas-
qualini, A% Davio, C*% Geffner, J'?; Ceballos, A’

Instituto de Investigaciones Biomedicas en Retrovirus y
Sida FMED UBA! Instituto de Investigaciones Hematoldgi-
cas, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires? Hali-
tus® Laboratorio de Farmacologia de Receptores, Facultad
de Farmacia y Bioquimica UBA*

Estudios recientes han demostrado que el plasma seminal
gatilla una respuesta inflamatoria en la mucosa genital femenina,
pero ademas induce mecanismos regulatorios que permiten el
desarrollo del feto en el Utero. Estos mecanismos regulatorios,
sin embargo, no estan claramente dilucidados. En este trabajo
estudiamos la capacidad del plasma seminal de modular el perfil
de diferenciacion de las células dendriticas (CDs). El plasma se-
minal se obtuvo a partir de muestras de semen provenientes de
dadores sanos previo consentimiento. Las CDs fueron obtenidas
a partir de monocitos cultivados con IL-4 y GM-CSF por 5 dias, en
ausencia o presencia de plasma seminal (SP-CDs). Se analiz6 el
fenotipo de las CDs por citometria de flujo y se midié la produccion
de citoquinas por ELISA. Se estudio la capacidad de las CDs de
inducir la proliferacién de linfocitos alogeneicos por marcaciéon con
CFSE vy la capacidad de expandir la poblacion T CD4+FOXP3+
por citometria de flujo. Se analizé el papel de las prostaglandinas
usando antagonistas de sus receptores EP2 y EP4. Las SP-CDs
presentaron una baja expresion de CD1a (MFI: 7464+106 vs
210425 para CDs vs SP-CDs) y altos niveles de CD14. Las SP-
CDs no fueron capaces de madurar en respuesta al LPS, TNF-a,
CD40L, Pam2 o Pam3. Luego de la activacion, producen bajas
cantidades de citoquinas proinflamatorias como IL-12p70, IL-18,
TNF-a, e IL-6, pero altas cantidades de IL-10 y TGF-B. Ademas,
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inducen la expansion de células T CD4+FOXP3+: el % de células
CD25+FOXP3+ fue 2.8+1 vs 9.1+4 (p<0.05, CDs vs SP-CDs). La
inhibicién de los receptores EP2 y EP4 previene el efecto inducido
por el plasma seminal sobre el fenotipo y la funcionalidad de las
CDs, sugiriendo un papel central de las prostaglandinas de la
serie E. Mediante la induccién de CDs tolerogénicas, el plasma
seminal puede favorecer la fertilidad y comprometer la capacidad
de la pareja receptora de montar una efectiva respuesta inmune
frente a patégenos de transmision sexual.

088. (326) LA INTERLEUQUINA 6 (IL-6) INDUCE EN EL:rESTI'-
CULODE LA RATAINFLAMACION Y DESCAMACION DEL
EPITELIO GERMINAL AFECTANDO LA FUNCIONALIDAD
DE LA BARRERA HEMATO-TESTICULAR (BHT).

Pérez, C.'; Jacobo, P.'; Pellizzari, E.?; Cigorraga, S.%
Lustig, L.

Instituto de Investigaciones Biomédicas, Facultad de Me-
dicina, UBA' Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas,
Hospital de Nifos Ricardo Gutiérrez?

La inmunizacidn activa con antigenos espermaticos y adyuvan-
tes induce en la rata un estado de inflamacion testicular asociado
a un dafno severo del epitelio seminifero y alteraciones de la BHT.
Siendo la IL-6 una de las citoquinas que se encuentra incremen-
tada en dicho cuadro el objetivo de este trabajo es analizar los
efectos de dicha citoquina sobre la histopatologia testicular y la
funcionalidad de la BHT. Ratas Sprague-Dawley adultas fueron
inyectadas en el parénquima testicular con 1 pg de IL-6 recombi-
nante de rata en un volumen de 100 pl o con 100 pl de solucion
fisiolégica (grupo control). La histopatologia testicular analizada
72 h luego de la inyeccion de la citoquina reveld la presencia
de focos de tubulos seminiferos (TS) con diferentes grados de
descamacion celular e infiltrado linfomonocitario cercano a los TS
dafados. Por citometria de flujo se cuantific el nimero de células
CDA45+ observandose un incremento significativo en los testiculos
inyectados con IL-6 comparados con los controles. Resultados
de inmunofluorescencia muestran una reduccion en la expresion
de ocludina y una deslocalizacién de claudina-11 en el epitelio
germinal de los TS dafiados de ratas inyectadas con IL-6. Por otro
lado, el agregado de IL-6 a cultivos de células de Sertoli indujo
una disminucién de la resistencia eléctrica transepitalial y una
redistribucion de las proteinas ocludina y claudina-11 alterando
la barrera formada por las uniones estrechas. Los efectos de la
IL-6 son en parte mediados por la via de sefalizacién de la MAPK
p38 ya que el agregado de un inhibidor de dicha via bloquea el
efecto inducido por la citoquina. Concluimos que el papel de la IL-6
es relevante en el desarrollo de la orquitis autoinmune en la rata
facilitando el reclutamiento de células inmunes al intersticio testi-
cular y alterando la normal estructura y funcionalidad de la BHT.

TRANSDUCCION DE SENALES 1
089. (30) PAR'[ICIPACION DE LA ViA DE P38 MAPK EN LA
INDUCCION DE CICLOOXIGENASA-2 POR LIPOPOLI-
SACARIDO BACTERIANO EN CELULAS ADRENOCOR-
TICALES MURINAS
Mercau, M.'?; Giordanino, E.'?; Astort, F.'?; Sanchez, R.'?;
Martinez Calejman, C.'2; Coso, O.%%; Cymeryng, C."?
Universidad de Buenos Aires - Facultad de Medicina’
CEFyBO CONICET? IFIBYNE - CONICET? Universidad de
Buenos Aires - FCEN*

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que el
tratamiento de células adrenocorticales murinas de la linea Y1
con lipopolisacarido bacteriano (LPS) estimula la produccién de
glucocorticoides por un mecanismo que involucra la induccion
de COX-2, via la activacion del factor de transcripcion NFkB.
Los presentes experimentos fueron disefiados para evaluar la
participacion adicional de la via de sefializacion de p38 mapk en
la induccién de COX-2 por LPS. Nuestros resultados mostraron
que el tratamiento de células Y1 con LPS (10pg/ml) induce la
fosforilacion de p38 MAPK a los 30 minutos (p<0.01 vs 0 min,
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ANOVA). También observamos que la induccion de COX-2 en
células incubadas con LPS durante 24 horas es bloqueada por el
co-tratamiento con el inhibidor selectivo de p38 MAPK SB203580
(p<0.001 vs. LPS, ANOVA). Por otra parte la transfeccién de cé-
lulas Y1 con plasmidos que expresan los dominantes negativos
de MEK3 y MKK6 MAPKs evita el aumento de COX-2 por LPS
(p<0.01 vs. LPS, ANOVA) vy la sobreexpresion de las isoformas
constitutivamente activas de estas dos quinasas induce la fosfori-
lacion de p38 MAPK y la expresion proteica de COX-2 (p<0.01 vs.
LPS, ANOVA). El tratamiento con el inhibidor de la via de p38mapk
(SB203580) no evitd la induccién por LPS de un plasmido repor-
tero de la actividad de NFkB. En conclusion nuestros resultados
indican que la via de p38 MAPK esta involucrada en la induccion
de la expresion de COX-2 por LPS en células adrenocorticales
murinas, y que este mecanismo no afecta la activacion del factor
de transcripcion NFkB. Sugerimos entonces que en las células
adrenales Y1, la induccién de COX-2 por LPS es el resultado de
la activacion de al menos dos vias de sefalizacién independientes.
090. (32) RSUME REGULA A UN GEN CLAVE EN EL DESA-
RROLLO TUMORAL HIPOFISARIO

Fuertes, M.; Tedesco, L.; Sapochnik, M.; Arzt, E.

Instituto de Investigacion en Biomedicina de Buenos Aires
— CONICET - Instituto Partner de la Sociedad Max Planck

El gen pituitary tumor transforming gene (PTTG) cumple un rol
fundamental en el desarrollo de la patogénesis de los tumores de
hipdfisis ya que actia como securina, regulando la correcta sepa-
racion de las cromatidas hermanas en metafase. Por tratarse de
un regulador del ciclo celular, el desbalance de sus niveles de ex-
presion conduce a inestabilidad genética, aneuploidia, apoptosis,
dafio al ADN, entre otros, y conlleva al desarrollo de tumores. No
se sabe la causa que provoca la desregulacién de PTTG durante
el proceso tumorigénico de hipdfisis. En trabajos anteriores de-
mostramos que RWD-containing sumoylation enhancer (RSUME)
induce un aumento de la estabilidad proteica de PTTG mediante
sumoilacion, desencadenando su accién como oncogen. En este
trabajo, mediante ensayos de arresto en las distintas fases del
ciclo celular y western blot, en células de la linea lactosomato-
trofa GH4 demostramos que la presencia de RSUME produce un
aumento de PTTG diferencialmente en las fases del ciclo donde
PTTG cumple su funcién (transicién G1-S y M). En este sistema, al
transfectar un siRNA especifico para RSUME, vimos que el efecto
de RSUME sobre la estabilidad proteica de PTTG se revierte. A
nivel funcional, en cultivo primario de fibroblastos embrionarios
de ratén (MEF), observamos anormalidades cromosémicas incre-
mentadas cuando las células fueron co-transfectadas con PTTG
y RSUME, confirmando la participaciéon de ambas proteinas en
la desregulacion del ciclo celular. En cultivo primario de MEF y
en células GH4, demostramos que PTTG induce la aparicion de
células multinucleadas, y la presencia de RSUME potencia dicho
efecto (p<0.05). Concluimos que el efecto de RSUME sobre la es-
tabilidad proteica de PTTG conlleva a una desregulacion funcional
de PTTG vy, en consecuencia, al desarrollo tumoral.

091. (270) EL EFECTO ANTITUMORAL DEL 5F 203 EN CE-
LULAS DE CANCER DE OVARIO HUMANO INVOLUCRA
ESTRES OXIDATIVO Y ACTIVACION DE LA VIA DE AHR.
Callero, M."; Luzzani, G."; De Dios, D.?; Bradshaw, T.3;
Loaiza Pérez, A.'

Instituto Angel H. Roffo' Servicio de ginecologia Instituto
Angel H. Roffo? Centro de Ciencia Biomolecular, Universi-
dad de Nottingham, UK®

5F203 es un nuevo agente antitumoral que esta siendo pro-
bado en ensayos clinicos de fase | y posee potente actividad
anti-proliferativa en tumores de mama y ovario. Este agente
aumenta la expresion de CYP1A1, induciendo su metabolismo,
necesario para su accion antitumoral. Anteriormente observamos
que el efecto antiproliferativo/ proapoptdético del 5F 203 sobre las
células de cancer de ovario humano IGROV-1 fue mediado por la
activacién de la via del receptor de hidrocarburos arilicos (AhR).
En este trabajo desarrollamos por primera vez un bioensayo
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para predecir la sensibilidad a 5F 203 en un nimero pequefio de
muestras de pacientes, los tumores sensibles a este agente in
vitro, presentaban induccién del ARNm de CYP1A1 (78% sobre
el control, medido por RT-PCR) y translocacién de AhR al nucleo
(medido por inmunofluorescencia). Los tumores resistentes no
mostraban ni induccion del ARNm de CYP1A1 (16% del control),
ni translocacion de AhR. Postulamos que en los tumores de ovario
la induccién de CYP1A1 y la presencia de AhR citoplasmatico
podria ser potenciales marcadores para predecir la sensibilidad
al tratamiento con 5F 203, la falta de inducciéon del ARNm de
CYP1A1 y la localizacién nuclear constitutiva de AhR indicaria
posible falta de respuesta al tratamiento con 5F 203. Ademas
5F 203 ejerceria su accién pro-apoptotica induciendo estrés oxi-
dativo ya que provocé un aumento en la formacion de especies
reactivas de (ROS) en IGROV-1 (2,34 + 0,34 sobre el control,
efecto parcialmente revertido por inhibidores especificos de ROS:
N-acetil cisteina (NAC) y Trolox (0,215 £0.03 y 0,71 + 0.13 del
control respectivamente), y expresién y activacion de proteinas
JNK 'y p38a. La pre-incubacién con estos inhibidores provocé una
disminucion en la cantidad de cuerpos apoptéticos inducidos por
5F203 (tincion con DAPI). Nuestros resultados indican que el 5F
203 seria un potencial agente terapéutico de relevancia clinica
en cancer de ovario.

092. (278) PAPEL DE LA ACTIVACI()N DE PROTEINAS QUI-
NASAS EN LA REORGANIZACION MITOCONDRIAL EN
EL MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTEROI-
DOGENICAS.

Poderoso, C.'; Duarte, A."; Soria, G.%; Gottifredi, V.?; Po-
desta, E.!

INBIOMED UBA-CONICET Departamento de Bioquimica
Humana. Facultad de Medicina. UBA' Fundacion Instituto
Leloir?

En tejidos esteroidogénicos el transporte de colesterol de la
membrana externa a la interna mitocondrial determina la eficiencia
en la esteroidogénesis. Este transporte requiere de la formacion
de un complejo proteico en la mitocondria con la traslocacién
de las quinasas ERK y PKA. Es por ello que se ha planteado
que la dindmica o la reorganizacién mitocondrial forma parte del
mecanismo que utilizan las hormonas para regular la transloca-
cion de proteinas y la sintesis de esteroides. Hemos demostrado
previamente en células de Leydig, que la fusion mitocondrial es
necesaria para la produccion de esteroides estimulada por hCG.
Dado que los mecanismos regulatorios mitocondriales son comu-
nes e independientes del estimulo y del tejido esteroidogénico,
hemos estudiado el papel de la fusion en células adrenales y de
Leydig estimuladas via sefales de transduccion dependientes
(hCG y ACTH) e independientes (EGF) de AMPc. Ademas se
estudio la participacién de la sintesis de ATP, de PKA y la fosfo-
rilaciéon de ERK sobre la fusion mitocondrial inducida por AMPc.
Los resultados muestran que la fusién mitocondrial es necesaria
para la sintesis de esteroides en ambas células esteroidogénicas
(lineas Y1y MA-10) con una secuencia temporal que correlaciona
con el estimulo esteroidogénico, permitiendo también la reorgani-
zacion de la mitocondria y del reticulo. Estos resultados fueron
observados por microscopia electrénica como por microscopia
confocal. La fusién también es dependiente de la actividad de
PKA (%de células con fusién mitocondrial 100 vs 15+3 hCG vs
hCG+H89; p<0,01) pero independiente de la activaciéon de MEK
y ERK (100 vs 97,3+2,5 AMPc vs AMPc+PD98059; p<0,01) y
de la sintesis de ATP mitocondrial. Sin embargo la activacion
tanto de MEK y ERK depende de la fusion mitocondrial. Estos
resultados resaltan la importancia del estudio temporal y espa-
cial de la reorganizacién de las organelas en el mecanismo de
accion hormonal teniendo la dindmica de organelas un impacto
en los procesos bioldgicos.

093. (334) DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEJO |
MITOCONDRIAL EN MODELOS CELULARES DE FIBRO-
SIS QUISTICA

Valdivieso, A.; Clauzure, M.; Massip Copiz, M.; Schulman,
G.; Santa Coloma, T.
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Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Instituto de
Investigaciones Biomédicas UCA-CONICET

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica rece-
siva mas frecuente en la poblacién de origen europeo. La misma
es provocada por mutaciones en el gen CFTR, que codifica un
canal de cloruro regulado por AMP ciclico. Mediante estudios de
expresion diferencial de genes hemos observado la expresién
reducida del gen mitocondrial MTND4 en modelos celulares de
FQ. Este gen mitocondrial codifica una subunidad del complejo |
mitocondrial (CIm), que ha sido reportada como esencial para el
ensamblaje y la actividad de dicho complejo. El Clm es el punto
de entrada de electrones al sistema de fosforilacion oxidativa y la
falla en su actividad puede conducir a la produccién de especies
reactivas de oxigeno, con consecuencias muy dafinas para la
correcta funcién celular. El objetivo de este trabajo es demostrar
que la actividad del Clm también se ve afectada en FQ. Mediante
el uso de Blue Native-PAGE, se encontré reducida la actividad en
gel (AEG) del CIm en células CFDE e IB3-1 (lineas celulares FQ)
comparadas con las células CFDE/6RepCFTR y S9 (corregidas
para expresar CFTR salvaje), respectivamente. Ademas, las li-
neas celulares T84 y Caco-2 de carcinoma de colon humano, las
cuales poseen una alta expresion de CFTR, ya sea tratadas con
inhibidores del CFTR (glibenclamida, CFTR (inh)-172 y GlyH101)
o transfectadas con shRNAi (“short hairpin-RNA interference”)
especifico contra CFTR, mostraron una reduccién significativa en
la AEG del CIm. La reduccién de la actividad del CIm causada
por la inhibicién de CFTR, tanto en condiciones fisiolégicas como
patologicas, podria tener un profundo impacto en las funciones
mitocondriales y la fisiologia celular de la FQ. Agradecimientos:
Subsidios del CONICET (PIP 2009-2011), ANPCYT (PICT-2007,
0628) y UCA. Becas CONICET (MMMC y GS), ANPCYT (MC),
y UCA (AGV).

094. (423) EFECTO DE LA INMUNOFILINA FKBP51 SOBRE LA
RESPUESTA A ESTRES MEDIADA POR EL HEAT-SHOCK
FACTOR

Molinari, A.; Gallo, L.; Galigniana, M.
FCEN-UBA/IQUIBICEN e IBYME-CONICET

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que
la inmunofilina FKBP51 modula la localizacién subcelular y la
respuesta biolégica de factores nucleares tales como GR, MR,
AR, p53 y NFkB. Estudios realizados por microscopia confocal
y fraccionamiento subcelular demostraron que FKBP51 es una
proteina mayoritariamente mitocondrial en todos los tipos ce-
lulares estudiados asi como en diversos 6rganos murinos. El
ayuno prolongado de los animales o la exposiciéon de cultivos
celulares a estrés oxidativo favorece la rapida translocacion de
FKBP51 al nucleo, sugiriendo que la activacién del heat-shock
factor (HSF) podria estar involucrada en tal efecto. Con el fin de
confirmar esta hipétesis, cultivos celulares fueron expuestos a
diversos tipos de estrés capaces de activar a HSF, tales como el
shock térmico, luz UV, hiperosmolaridad, ayuno de amino&cidos
o suero, inhibidores de la glutation sintetasa (BSO), agentes
oxidantes, lipopolisacaridos bacterianos, TNFa, inhibidores de la
sintesis de proteinas o acidos nucleicos, inhibicion de la actividad
de Hsp90, etc. En todos estos variados casos, FKBP51 migré
al nucleo y ademds, se concentré en los nucleolos. Cuando
se estimularon células MEF KO para HSF1, la relocalizacion
nuclear de la inmunofilina se atenué o fue abolida. Estudios de
coinmunoprecipitacion demostraron que FKBP51 forma comple-
jos con HSF1, y que la sobreexpresion de HSF1 ya concentra
a FKBP51 en el nucleo (y en los nucleolos) aun en ausencia de
estimulos externos. La exposicién de células a arsenito formé los
esperados granulos de estrés en el citoplasma (TIAR y HDAC6
positivos), a los que se recluté también FKBP51. Como estos
granulos también fueron observados en células MEF KO para
HSF1, su formacion es independiente de HSF1. No obstante, el
numero de células y de granulos de estrés se vié incrementado
por el knock-down de FKBP51 con un siRNA especifico. Se
concluye que FKBP51 tiene un rol protector directo sobre la
respuesta a estrés medida por HSF1.
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095. (505) IL-10 MODULA LA ACTIVACION DE NF-KB Y LA
EXPRESION DE ENZIMAS INFLAMATORIAS MEDIANTE
REGULACION POSITIVA DE SOCS3 EN MIOCARDIOCI-
TOS INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI
Hovsepian, E.; Penas, F.; Mirkin, G.; Goren, N.
IMPAM,UBA-CONICET

La miocardiopatia chagasica es el resultado de la infeccion con
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y constituye una importante causa
de muerte por fallo cardiaco. El miocardio produce altos niveles
de mediadores inflamatorios en respuesta a la infeccién. IL-10
es una citoquina pleiotropica que juega un papel importante en
la modulacién de respuestas pro-inflamatorias via activacion de
STATS3, quien a su vez promueve expresion de SOCS3. En este
trabajo evaluamos la participacién de esta via en la modulacién
de parametros inflamatorios en un modelo de miocardiocitos in-
fectados con la cepa letal RA de T. cruzi. Confirmamos mediante
Western blot (Wb) que la infeccion con T. cruziy el tratamiento
con IL-10 (20ng/ml) inducen fosforilaciéon de STAT-3 en las células
cardiacas. Sin embargo, observamos mediante RT-PCR cuantita-
tiva (Q-RT-PCR) que IL-10 induce un aumento significativamente
mayor de la expresion del ARNm de SOCSS respecto a la inducida
por T. cruzi (p<0.05). En presencia de un inhibidor especifico de
la fosforilacion de STAT-3 (stattic 10uM), los niveles del ARNm
de SOCSS resultaron inhibidos (71+4.0%;p<0.05) confirmando la
importancia de la activacion de STAT-3 en la expresion de SOCS3
mediada por IL-10. Detectamos que IL-10 inhibe la expresién (Wb)
y actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa2 (NOS2) a las 48
h post-infeccion (NOx uM Tc:65+6.0;Tc+IL-10:43+4.0;p<0.05).
Asimismo, el tratamiento con IL-10 disminuye la expresién y
actividad de las metaloproteasas MMP9 y 2 (MMP9:22+3.0%;
MMP2:50+5.0%;p<0.05) inducidas por la infeccion. Mas aun,
detectamos mediante Q-RT-PCR que IL-10 inhibe la sintesis de
IL-6 y TNF-a 4 h post infeccién asi como la activacion de la via de
NF-kB analizada por Wb. Los resultados demuestran que STAT3
y SOCS3 estarian involucrados en los efectos antiinflamatorios
mediados por IL-10 al inhibir la activacién de NF-xB y la expresion
de NOS-2, MMPs y citoquinas pro-inflamatorias inducidas por la
infeccién de miocardiocitos con T. cruzi.

096. (657) AMPc EXTRACELULAR COMO FACTOR AUTO-
CRINO DE CRECIMIENTO EN CELULAS LEUCEMICAS
HUMANAS

Diez, F.'; Copsel, S.%; Goémez, N.?; Dodurisboure, R.2;
Fernandez, N.2; Shayo, C.3; Davio, C.2

Universidad de Buenos Aires’ Cdtedra de Quimica Me-
dicinal, FFyB, UBA? Instituto de Biologia y Medicina Ex-
perimental

Recientemente hemos descripto en diferentes modelos de
leucemia mieloide aguda que los niveles de AMPc intracelular
(AMPci) son regulados por proteinas de resistencia a multidro-
gas (MRPs), en particular MRP4, quien media la exclusién de
dicho nucleétido ciclico. Dado que el bloqueo farmacolégico de
este transportador con probenecid causé una inhibicién de la
proliferacion sin modificar los niveles de AMPci nos propusimos
evaluar el rol del AMPc extracelular (AMPce). El tratamiento de las
células leucémicas humanas U937 con AMPc logro revertir signifi-
cativamente (p<0.05) la inhibicion de la proliferacién inducida por
probenecid de forma tiempo y concentracion dependiente (CE50
1nM). En este sentido el AMPce condujo a la activaciéon de ERK
'/, (Western Blot) clasicamente asociada a procesos proliferativos.
Sobre la base de dichos resultados y a fin de detectar sitios de
union especificos a AMPc en células intactas realizamos ensayos
de unién a radioligando [°*H]-AMPc, demostrando la expresion de
sitios especificos, saturables y desplazables por AMPc (Kd 10nM,
Bmax 35000 sitios/célula). A su vez, células U937 con menores
niveles de MRP4 (U937-MRP4shRNA) presentan mayor numero
de sitios en membranas (Kd 10nM Bmax 60000 sitios/célula)
sugiriendo que dicha expresion estaria regulada por AMPc. Con
el fin de confirmar que los efectos observados son mediados por
AMPc y no por un producto metabdlico del mismo, determinamos
que dicho nucledtido ciclico permanece estable en el medio de
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cultivo por lo menos 8 h. A su vez, se realizaron ensayos de
unién en presencia de 100uM a,B-metilen-adenosina-5'-difosfato
(inhibidor de ectofosfodiesteras), sin observarse modificaciones
en los parametros de Kd-Ki y numero de sitios. Estos resultados
nos permiten postular al AMPc como un factor autocrino de
crecimiento, incrementando la complejidad de las sefales que
involucran a este mensajero.

NEUROCIENCIAS 1
097. (24) LOS EFECTOS BIOLOGICOS POR ADMINISTRA-
CION CRONICA DE ZNTE EN DOSIS SUB-TOXICAS EN
RATAS EN MADURACION SON MEDIADOS POR Te.
Alvarez Toro, E.; Ratti, S ; Gaglio, E.
Laboratorio de Neuropsicofarmacologia Experimental, Area
de Farmacologia, Facultad de Ciencias Médicas, Univer-
sidad Nacional de Cuyo, IMBECU-CONICET, Mendoza

Los compuestos inorganicos denominados “elementos trazas”
han llamado la atencion en biologia molecular y neurofarmaco-
logia por su participacion a bajas concentraciones con sistemas
enzimaticos y regulacion de la expresion génica en la célula.
Nuestro laboratorio ha mostrado previamente que el tratamiento
con ZnTe en dosis bajas modifica la exploracion motivada y cier-
tas conductas sociales en ratas prepuberales. Dado que tanto
Zn como Te son elementos traza, no fue posible identificar si
este efecto se debié al Te, Zn o ambos. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar si ZnCl, en las mismas condiciones también
puede afectar los parametros cognitivos. Para ello, se trabajé con
crias provenientes de parejas expuestas a 0.3 pg/L (1.55 nM) de
ZnTe 0 0.21 pg/L (1.55 nM) de ZnCl, disueltos en el agua de
beber. Ratas que ingieren agua corriente se consideraron control
absoluto. Se dispuso de 3 grupos: [1] Control (n=20); [2] 0.3 pg/L
de ZnTe (n=12) y [3] 0.21 pg/L de ZnCl, (n = 11). Todos los ani-
males fueron expuestos al tratamiento desde su nacimiento hasta
el dia 30, donde se testaron en el Laberinto Doble Hole-Board
Lateral que mide exploracion preferencial izquierda/derecha. Los
resultados mostraron que las ratas controles exploran mas el
lado izquierdo del pasillo que el derecho (62 + 6 Cuentas/3 min,
izquierdo, Versus 41 + 5 Cuentas/3 min, derecho, p < 0.05). El
tratamiento con ZnCl, no afecto esta exploracion diferencial (80.5
+ 8 Cuentas/3 min , izquierdo Vs 33 = 2.5, derecho, p < 0.01).
En cambio la administracién de ZnTe la anulé totalmente (39 + 6
Cuentas/3 min, izquierdo Versus 33 + 7 Cuentas/3 min, derecho,
n.s.). Como se observé anteriormente, la proporcién de animales
que exploran mas el lado izquierdo que el derecho (75% en los
controles) se mantuvo en los tratados con ZnCl, (90%) pero dis-
minuyo en los tratados con ZnTe (50%). Los resultados sugieren
que Te en la rata es el responsable de afectar las conductas
cognitivas lateralizadas.

098. (85) ALTERACIONES GLIALES EN LAS VIiAS VISUA-
LES SUPERIORES EN UN MODELO DE GLAUCOMA
EXPERIMENTAL EN RATAS

Bordone, M.; Rosenstein, R.

Lab. de NROE, Dpto. Bioquimica Humana, Fac. de Medicina,
UBA-CEFyBO/CONICET

El glaucoma es una disfuncién ocular prevalente que se ca-
racteriza por la pérdida progresiva de las funciones visuales, la
muerte de células ganglionares retinianas (CGRs) y degeneracion
axonal. Si bien esta neuropatia fue concebida como una enferme-
dad limitada al ojo, los axones de las RGCs son extraoculares,
con componentes intraorbitales e intracraneales. En la rata, mas
del 90% de los axones del nervio proyectan al coliculo superior
(CS) contralateral, principal sitio de eferencia retiniana. Hemos
desarrollado un modelo de glaucoma experimental a través de
la inyeccion semanal de condroitin sulfato (CSU) en la camara
anterior del ojo, que reproduce aspectos centrales del glaucoma
humano. El objetivo fue analizar los efectos de la hipertension
ocular sobre el CS y los mecanismos involucrados en las posi-
bles alteraciones morfo-funcionales de este nucleo. Para ello, se
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analizé el flujo de informacién retino-colicular, la funcién de la
via visual y la arquitectura axoglial del CS a diferentes periodos
de hipertension ocular (6, 10 y 15 semanas). El transporte an-
terégrado de la subunidad B de la toxina del célera (CTp) al CS
disminuyd significativa y progresivamente (p< 0.01) a partir de
las 6 semanas de inyeccién de CSU. El registro de potenciales
visuales evocados (VEPs) revel6 alteraciones funcionales con
un curso temporal similar: una caida significativa (p< 0,05) en
la amplitud del componente N2-P2 de los VEPs a partir de las 6
semanas de hipertensién que progresé en periodos posteriores
(p< 0,01). A las 15 semanas se observé una marcada respuesta
astroglial y microglial en los CS que reciben axones aferentes
del ojo hipertenso. Estos resultados sugieren una “desconexion”
funcional entre la retina y las vias visuales superiores en etapas
tempranas de hipertension ocular (cuando aun el nimero de CGRs
permanece inalterado), acompafiada de alteraciones gliales mas
tardias en el CS.

099. (91) EL PRECONDICIONAMIENTO HIPOTERMICO
GLOBAL U OCULAR PROTEGE A LA RETINA DEL
DANO ISQUEMICO

Aranda, M.; Dorfman, D.; Bordone, M.; Chianelli, M. ; Ro-
senstein, R.; Salido, E.

Laboratorio NROE - Facultad de Medicina - UBA - CEFy-
BO/CONICET

La isquemia es un componente central de diversas enfermeda-
des retinianas que pueden causar ceguera irreversible. Diversas
evidencias indican que la excitotoxicidad por glutamato participa
en el dafio isquémico retiniano. El objetivo de este trabajo fue exa-
minar si un periodo breve de hipotermia global u ocular, aplicado
24 h antes de la isquemia (es decir, precondicionamiento hipotér-
mico, (PCH)) protege a la retina del dafo inducido por isquemia/
reperfusién y la participacion del glutamato en la proteccion de la
retina inducida por PCH. Para ello, en ratas Wistar macho adultas
se indujo isquemia por aumento de la presioén intraocular a 120
mmHg durante 40 minutos. Un dia antes de la isquemia, los
animales fueron sometidos a hipotermia (32°C por 20 min) global
(aplicando packs de hielo al cuerpo del animal) u ocular (a través
del flujo de un gel a 13° C) y 14 dias después de la isquemia, se
registraron electrorretinogramas (ERG) escotdpicos y se analizé
la histologia retiniana. La isquemia provocé dafios funcionales
(ERG) e histoldgicos (espesor total de la retina y nimero de cé-
lulas ganglionares) significativos (P <0.01 vs. control), que fueron
significativamente (P <0.01 vs. isquemia) prevenidos por PCH
global u ocular. Tres dias después de la isquemia, la captacion de
glutamato y la actividad de glutamina sintetasa retinianas disminu-
yeron significativamente (P <0.01 vs. control), en tanto que el PCH
ocular previno significativamente el efecto de la isquemia sobre
estos parametros (P <0.01 vs. isquemia). La inyeccion intravitrea
de niveles suprafisiolégicos de glutamato reprodujo parcialmente
las alteraciones electrorretinogréaficas e histolégicas provocadas
por la isquemia, que fueron significativamente prevenidas por el
PCH ocular (P <0.01 vs. glutamato). En suma, estos resultados
sugieren que el PCH global o local provee una proteccion funcional
e histoldgica significativa frente al dafio isquémico retiniano, a
través de un mecanismo dependiente de glutamato.

100. (123) ANGULOS Y LONGITUDES MEDIDOS EN IIV[AGE-
NES PARASAGITALES DE RESONANCIA MAGNETICA
DEL CEREBRO DE AMBOS SEXOS

Merlo, A.; Albanese, A.; Gémez, E.; Mino, J.; Albanese, E.
Facultad de Medicina USAL

La medicién de angulos en imagenes cerebrales puede con-
tribuir a detectar variaciones relacionadas a la edad, sexo y/o
patologias con independencia del tamafio del cerebro. Objetivos:
Obtencion de valores de angulos y longitudes relacionadas en
imagenes de resonancia magnética del cerebro de sujetos de
ambos sexos. Material y método: En imagenes parasagitales de
resonancia magnética de ambos hemisferios equidistantes del
plano sagital medio de 28 sujetos masculinos y 36 femeninos de
41 a 60 afos, sin enfermedades neuroldgicas ni psiquiatricasy
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utilizando el programa Scion Immage for Windows, se trazaron
desde el punto mas anterior del borde dorsal del cuerpo calloso
(punto V) hasta el borde dorsal posterior del cerebro en la inter-
seccion con el surco central, el segmento de recta L1, hasta la
interseccion con el surcus cinguli, el L2 y hasta la interseccion con
el surco parieto-occipital el L3. Se midieron por el programa Scion
Immage for Windows los segmentos y los angulos adyacentes
comprendidos entre ellos, que de dorsal a ventral se denominaron
angulo 1y angulo 2. Los datos, separados por sexo, se procesaron
estadisticamente (ANOVA). Resultados: Los valores (media + ES
en grados) en el hemisferio derecho son para el grupo femenino
y masculino respectivamente angulo-1: 6.18 + 0.33 y 7.15 + 0.50;
angulo-2: 21.23 + 0.86 y 20.00 + 0.83 y en el izquierdo angulo-1:
6.11 £ 0.44 y 6.09 + 0.21 y 4ngulo-2: 20.49 + 0.93 y 18.68 + 1.23.
Los angulos homologos no difieren significativamente entre sexos.
(ANOVA). Los segmentos L1, L2 y L3 en hemisferio derecho y
L1 y L2 en el izquierdo son mayores (p<0.01 y p<0.05 ANOVA)
en el grupo masculino. Conclusion: La ausencia de diferencias
estadisticamente significativas entre angulos homdélogos en ambos
sexos es compatible con la posibilidad de que las estructuras de
las zonas correspondientes sean semejantes mientras que las
longitudes son mayores en el sexo masculino.

101. (167) EVOLUCION DEL FLUJO AUTOFAGICQ GLIAL
EN EL HIPOCAMPO DE RATONES TRANSGENICOS
PARA APP, MODELO DE LA ENFERMEDAD DE AL-
ZHEIMER.

Pavia, P."; Pomilio, C."; Vinuesa, A."; Gorojod, R.2; Alaimo,
A.2; Kotler, M.2; Galvan, V.3; Beauquis, J."; Saravia, F.
IQUIBICEN, Facultad de Ciencias Exactas Y Naturales,
UBA-IBYME-CONICET' IQUIBICEN Facultad de Ciencias
Exactas Y Naturales, UBA-CONICET? University of Texas
Health Science Center at San Antonio USA.?

La presencia de placas amiloides (PA) en el cerebro es una
caracteristica central en la enfermedad de Alzheimer (AD). Ante-
riormente hemos descrito una alteracién del volumen y ramifica-
cién de la astroglia cercana a las PA, en un ratdn transgénico para
APP (PDAPP-J20) portando las mutaciones Swe e Ind, modelo
reconocido de la AD. Por otro lado, alteraciones en la autofagia
estan asociadas al proceso neurodegenerativo. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar el flujo autofagico en este modelo,
en particular en la glia asociada a las PA y su evolucion en el
progreso de la enfermedad. Usamos ratones hembras de 5, 8,
14 y 20 meses (m) de edad, transgénicos (Tg) y no transgénicos
(NTg), como control. Empleando tincion histolégica con Rojo
Congo vimos que la densidad, el tamafio promedio y el area
ocupada por PA en el area CA1 del hipocampo aumentan con la
edad en los Tg. Por WB de homogenato de hipocampo se estudio
la relacion LC3 Il/l, indicador de actividad autofagica. Mediante
inmunohistoquimica para GFAP -marcador de astrocitos- y LC3
sobre cortes de hipocampo y microscopia confocal, vimos que las
células GFAP+/LC3+ se encuentran en mayor medida cerca de
las PA, llegando a un maximo de 52.5+9.9% del total de GFAP+
a los 14m (P<0.01 vs lejos de PA), proporcién que decae a los
20m (P<0.05). Adicionalmente, se midi¢ la densidad de astrocitos
(células GFAP+/mm?) y se observé un descenso gradual de éstos
con la edad (P<0.05 entre 5 y 14m), hallandose exacerbado en
los Tg (P<0.001). Los datos obtenidos indican que en el raton
PDAPP-J20 el flujo autofagico aumenta paulatinamente en los
astrocitos que rodean las PA hasta los 14 meses, posiblemente
contribuyendo al clearance del depdsito amiloide y luego esta
capacidad disminuye, acompafada de un agravamiento de la
patologia amiloide y una disminucién concomitante de la poblacién
glial. Nuestros resultados enfatizan el rol de la glia en la progre-
sion del proceso neurodegenerativo asociado a AD.

102. (177) EL BLOQUEO CENTRAL DEL RECEPTOR DE
MINERALOCORTICOIDES (MR) DISMINUYE LA PRE-
SION ARTERIAL Y LA EXPRESION HIPOTALAMICA
DEL ARNm DE VASOPRESINA (AVP) EN LA RATA
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSA (SHR)
Pietranera, L.'?; Brocca, M."; Roig, P."; De Nicola, A."
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Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET!
Depto. Bioquimica Humana. Fac. de Medicina-UBA?

La rata SHR presenta numerosos cambios hipocampales, tales
como disminucion de la neurogénesis, astrogliosis y aumento de
aromatasa. Asimismo, los animales hipertensos presentan hiper-
funcion hipotalamica por aumento en la expresion del neuropéptido
vasopresina (AVP) en el nuicleo paraventricular (PVN), e hiperres-
puesta al tratamiento mineralocorticoide. Los mineralocorticoides
poseen numerosos efectos en el cerebro. Estos incluyen el control
de las funciones cardiovasculares, la induccion de apetito salino,
interaccion con neuropéptidos como AVP y angiotensina Il, y el
desarrollo y mantenimiento de la hipertensién arterial. En este
sentido, los mineralocorticoides jugarian un rol patogénico en
SHR. En trabajos anteriores mostramos que la expresion del MR
esta aumentada en el hipocampo y en el PVN de ratas SHR. En
este trabajo evaluamos el efecto de una inyeccion icv de 100 ng de
RU28318 (antagonista MR) sobre la presion arterial y la expresion
de AVP en el PVN. La inyeccion fue realizada en animales SHR
y WKY (control normotenso) de 20 semanas de vida a los que se
les midié la presion arterial 12 horas posteriores a la inyeccion.
Inmediatamente los animales fueron sacrificados y los cerebros
procesados para cuantificar la expresion del ARNm de AVP por
hibridizacién in situ no isotdpica. El tratamiento con RU28318 en
los animales SHR: 1. redujo la presion arterial media (WKY:118,0+
3,3; SHR:151,5+6,2; SHR+RU:126,7+5,7 mmHg; p<0.01 SHR vs
todos los grupos), 2. redujo el area que expresa ARNm para AVP
en el PVN (WKY:59332,5 + 9113,4; SHR:123604,2 + 12835,6;
SHR+RU:84662,1+ 15211,3 um2; p<0.05 SHR vs todos los gru-
pos) En conclusién, las ratas SHR presentan hiperexpresion
del MR en hipocampo e hipotalamo. El bloqueo de la actividad
central del MR disminuye la presién arterial y la hiperexpresion
de AVP. Estos resultados demuestran la participacion del MR en
el desarrollo de la encefalopatia hipertensiva y la génesis de la
hipertension arterial en la rata SHR.

103. (238) EL RECEPTOR DE PATRONES MOLECULARES
RAGE MEDIA EL DANO NEURONAL Y LA GLIOSIS
REACTIVA EN UN MODELO IN VITRO DE APNEA DEL
SUENO.

Angelo, M."; Lukin, J.*; Aguirre, A."; Villarreal, A."; Vanasco,
V.2; Alvarez, S.2; Epstein, A.3; Jerusalinsky, D."; Ramos, A.'
Instituto de biologia Celular y Neurociencia Prof. E. De Ro-
bertis' Cdtedra de Fisicoquimica, Programa de Radicales
Libres en Biologia (PRALIB-CONICET), FFyB, UBA? Cen-
tre de Génétique et Physiologie Moléculaire et Cellulaire,
Villeurbanne, France®

La Apnea del Suefio (AS) es una patologia que produce
importantes alteraciones cognitivas, probablemente inducidas
por el stress oxidativo. Los ciclos de cese de la respiracion
producen una hipoxia intermitente (HI) que afecta a todo el
organismo. En trabajos previos utilizando modelos experimen-
tales de AS, hemos demostrado gliosis reactiva, alteraciones
neurodegenerativas y la sobreexpresion de RAGE asi como
de su ligando S100B (Avilés Reyes y col., J. Neurochem
2010). Mas aun, la AS experimental indujo un aumento en el
stress oxidativo (TBARS) y la activacion NF-kB. Para estudiar
la participacion de la via S100B>RAGE>NF-kB en las altera-
ciones neuronales y gliales, realizamos ensayos de pérdida
de funcién con anticuerpos neutralizantes anti-RAGE, anti-
S100B o un bloqueante quimico de NF-kB infundidos intrahi-
pocampalmente en animales expuestos al modelo de AS. El
bloqueo de RAGE disminuyé las alteraciones neuronales y la
gliosis reactiva, mientras que el bloqueo de S100B previno la
gliosis reactiva pero no las alteraciones neuronales en estos
animales. El bloqueo de NF-kB redujo las alteraciones neu-
ronales en los animales AS pero mostré efectos perjudiciales
en condiciones normoxicas. Experimentos de ganancia de
funcién mostraron, en animales naive, que la sobreexpresién
de RAGE-FL entregado a través de un vector viral, pero no
de su dominante negativo (RAGE-DN), produce alteraciones
neuronales similares a las observadas en animales AS. En
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cultivos primarios mixtos hipocampales (glia y neuronas) la HI
indujo un aumento en los TBARS y cambios en la morfologia
glial que fueron prevenidos por anticuerpos neutralizantes de
RAGE o por la sobreexpresién de RAGE-DN. Sorpresivamente
el tratamiento in vitro con S100B exdgena no incremento la
gliosis reactiva. Estos resultados indican que RAGE y NF-kB
estarian involucrados en las alteraciones neuronales y la gliosis
reactiva inducidas por la AS. Subsidios: PIP CONICET 1728,
UBACYT, PICT 2008-1590.

ONCOLOGIA 2
104. (81)LA INHIBICION DE P300 RETARDA EL CRECIMIENTO
DEL CARCINOMA MAMARIO A TRAVES DE LA MODU-
LACION DE LA PROLIFERACION CELULAR Y DE LA
APOPTOSIS. IMPORTANCIA DE LA LOCALIZACION SUB-
CELULAR DE ESTE COFACTOR TRANSCRIPCIONAL.
Fermento, M."; Gandini, N."; Arévalo, J.?; Blasco, J.; Lopez
Romero, A.3; Gonzéalez Donna, L.% Ferro, A.#; Salomoén, D.T;
Ferronato, M."; Facchinetti, M."; Curino, A."
INIBIBB-CCT-BAHIA BLANCA' Servicio Anatomia Pato-
I6gica, Hospital Interzonal Dr. Jose Penna Bahia Blanca?
Departamento de Hematologia, IACA, Bahia Blanca® Hos-
pital Italiano Regional del Sur, Bahia Blanca*

El cofactor transcripcional p300 participa en los procesos de
proliferacion, diferenciacién, apoptosis y senescencia. Anterior-
mente demostramos que su localizacion sub-celular se correla-
ciona con la sobrevida global de los pacientes y que su inhibicién
disminuye la supervivencia celular y la progresiéon tumoral en un
modelo de carcinoma mamario murino. El objetivo de este trabajo
es investigar los mecanismos responsables de estos efectos y am-
pliar el estudio de la expresion de p300 en tumores humanos. El
tratamiento de células LM3 (derivadas de un carcinoma mamario
murino) con un inhibidor farmacolégico del p300 (vv59; 50 pM,
24 hs), incrementd los niveles de p53, p21 y Bax, y disminuyd los
de pBad sin modificar los de ciclina D y E. También se observé
por citometria de flujo un incremento de la poblaciéon sub GO/G1
(p=0,044) y de la marcacién con anexina V (p=0,029) (test de
student). En un modelo de transplante singeneico de LM3, los
tumores de los ratones tratados con vv59 tuvieron una disminucién
significativa de la carga tumoral (p=0,042), del indice mitético
(p=0,045) y de la marcacion de Ki67 (p<0,001) y un aumento de
la expresion de BAX (p=0,014) (Mann Whitney). Por otra parte se
duplicé el niumero de biopsias humanas, analizandose la expresién
de p300 en 81 muestras de carcinoma mamario ductal y detec-
tdndose una mayor sobrevida de los pacientes cuyos tumores
presentaban localizacion exclusivamente citoplasmatica y una
menor sobrevida en aquellos que la presentaban exclusivamente
nuclear (p<0,001; Log Rank test). En conclusidn, la inhibicion de
p300 induce apoptosis en las células LM3 y disminuye la pro-
gresion tumoral en el modelo animal aumentando la apoptosis y
disminuyendo la proliferacion celular. Ademas, nuestros resultados
muestran que la presencia del co-factor en el citoplasma se co-
rrelaciona con una mayor sobrevida de los pacientes sugiriendo
que su localizacion nuclear es necesaria para que pueda ejercer
efectos pro-tumorales.

105. (120) EXPRESION DE FGFR Y SUS ISOFORMAS EN
CANCER DE MAMA EXPERIMENTAL.

Sahores, A.; Wargon, V.; Lanari, C.; Lamb, C.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental

Los receptores para factor de crecimiento fibroblastico tipo 1y
2 (FGFR1y 2) presentan 2 isoformas: -lllb y —llic, que se expresan
en tejido normal en epitelio y mesénquima, respectivamente. En
muestras de cancer de mama humano demostramos, una aso-
ciacion significativa entre la expresion de FGFR2 y receptores de
estrégeno acompafnada de una tendencia a una correlacién posi-
tiva entre FGFR1 y alto grado histolégico. En un modelo murino,
contamos con variantes sensibles y otras que no regresionan con
el tratamiento con antiprogestagenos (hormono-independientes-
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resistentes), y demostramos que en un carcinoma respondedor
los FGFR2 activados por el estroma participan en el crecimiento
tumoral activando a los receptores de progesterona. Nuestro
objetivo es estudiar la expresion de FGFR y sus isoformas en
un tumor respondedor (C4-HI), en la variante con resistencia
adquirida (C4-HIR) y en un tumor con resistencia constitutiva
(C4-2-HI). Por western blot e inmunohistoquimica observa-
mos una disminucién en la expresion de FGFR2 en C4-2-HlI
(p<0,001) y en C4-HIR (p<0,01) respecto a C4-HI. Por RT-PCR
se detect6 la expresion de mRNA de la isoforma mesenqui-
mal de FGFR2 en extractos de células epiteliales obtenidos
a partir de cultivos primarios. Por otra parte, observamos un
aumento en la expresién del FGFR1 por western blot (p<0.05)
e inmunohistoquimica en los tumores resistentes. Estos ultimos
resultados se reprodujeron en otra familia de tumores sensibles
y resistentes (59-2-HI y 59-HI). Estos datos sugieren que existe
una correlacion inversa entre la expresion de FGFR-1y -2, aso-
ciando la expresion del primero con un fenotipo mas agresivo.
Estos resultados junto con otros serviran para comprender el
papel de la via de FGFR en la resistencia enddcrina y apoyan
el uso de inhibidores de FGFR junto con la terapia hormonal
para demorar la resistencia enddécrina.

106. (179) COOPERACION ESPECIFICA ENTRE MIEMBROS
DE LA FAMILIA MAGE-A EN LA REGULACION DE LA
ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE RECEPTORES NU-
CLEARES

Laiseca, J.'; Mazaira, G."; Ladelfa, M."; Toledo, M."; Galig-
niana, M."?; Monte, M."

Departamento de Quimica Bioldgica, FCEN, UBA' IBYME,
CONICET?

Las proteinas de la subfamilia Mage-A (Melanoma Antigen
GEnes) poseen expresién especifica tumoral y una alta homolo-
gia de secuencia, caracteristica por la cual se les consideraron
funciones redundantes. Sin embargo, estudios recientes indican
que la expresion de distintos genes Mage-A regulan la prolifera-
cion y la sobrevida de las células tumorales por distintas vias. El
Receptor de Andrégenos (AR) media el crecimiento estimulado
por hormonas y contribuye al desarrollo del cancer de prostata.
MageA11 es un corregulador selectivo de AR que aumenta su
actividad transcripcional (Wilson EM. et al. 2009). Esto no ocurre
con otros miembros de la familia MAGE estudiados. Se ha demos-
trado que el Receptor de Glucocorticoides (GR) cumple un papel
fundamental como inhibidor de la proliferacién celular en el cancer
de préstata. Su activacién por glucocorticoides induce el arresto
celular. Nosotros habiamos demostrado que MageA®6 inhibe la
actividad transcripcional de GR y MR pero no la de AR. En este
trabajo mostramos que MageA6 potencia el efecto regulador de
MageA11 sobre AR. El mecanismo involucra el aumento de la
estabilidad de MageA11 en presencia de MageA6. Ademas, la
co-expresion con MageA®6 reduce la ubiquitinacion de MageA11,
lo que podria retardar su degradacion. MageA6 puede interactuar
con MageA11 y esta interaccion podria darse a través del dominio
MHD (Mage Homology Domain), zona altamente conservada en
esta familia. Sin embargo, la estabilidad de MageA11 se observa
especificamente por sobrexpresion de MageA6 y no otros miem-
bros Mage-A. Su unién podria enmascarar sitios de ubiquitinacion,
retardando asi la degradacion de MageA11. De esta manera,
describimos por primera vez la interacciéon y cooperaciéon entre
dos proteinas Mage-A que tendria una accién sinérgica a través
de mecanismos destinados a dar ventajas en procesos asociados
con el desarrollo tumoral.

107. (407) COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL TEJIDO
ADIPOSO PERIPROSTATICO HUMANO Y SU RELACION
CON EL CANCER DE PROSTATA EN PACIENTES AR-
GENTINOS

Careaga, V.'®; Sacca, P.'; Mazza, O.% Scorticatti, C.2;
Maier, M.3; Calvo, J."

IBYME' Htal de Clinicas “José de San Martin” — Cat. Uro-
logia — Fac. Medicina - UBA? UMYMFOR-Dto. Quimica Or-
ganica, FCEyN-UBA? Dto. Quimica Bioldgica, FCEyN-UBA*
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El cancer de prostata (CaP) es la segunda causa de muerte
por cancer, entre los hombres, en la Argentina. Estilo de vida y
dieta son factores de riesgo asociados al CaP. Interesa conocer
qué moléculas median la interaccion entre tejido adiposo y cancer.
La lipidémica es un campo de investigacion que podria contribuir
al descubrimiento de nuevos marcadores. Segun nuestro conoci-
miento este es el primer estudio del perfil de acidos grasos (AG)
en tejido adiposo periprostatico (TAPP). El objetivo fue analizar
la composicion de AG del TAPP de pacientes con hiperplasia be-
nigna (B-TAPP) o con CaP (T-TAPP). Para este andlisis se utilizé
cromatografia gaseosa. Se correlacioné con el indice de masa
corporal (IMC) y se intenté determinar si la dieta tiene influencia
sobre esta enfermedad. Resultados: Los AG mayoritarios (alrede-
dor del 80% del total de AG presentes) fueron Oleico (18:1 n-9c¢),
Palmitico (16:0), Linoleico (18:2 n-6) y Estearico (18:0). El % de
acido 16:0 fue mayor en el T-TAPP que en el B-TAPP (p=0.04);
el % de este acido también fue mayor en el T-TAPP respecto a
B-TAPP en pacientes con sobrepeso y obesos (p=0.03). Respecto
a los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), especificamente el
acido araquiddnico (20:4w-6, AA), el % de este acido fue mayor
en el B-TAPP que en el T-TAPP (p=0.004). La disminucién de AA
en tejido de CaP puede estar relacionada con la transformacién
de este acido a PGE2, LTB4, TXA2 y el acido 12-HETE que
se asocian positivamente con la carcinogénesis. Se analizaron
las relaciones entre los acidos 18:0/16:0, 20:4/20:3, 20:3/18:2 y
18:1/18:0 a fin de inferir la actividad de las enzimas elongasas
y desaturasas que también regulan los niveles de eicosanoides
proinflamatorios y anti-inflamatorios derivados de PUFAs. Conclu-
sién: La mayor proporcién de 16:0 y la disminucion de 20:4 en
TAPP de pacientes con CaP podrian relacionarse con el ambiente
tumoral y posiblemente con la dieta. Este trabajo ha sido aprobado
por el Comité de Etica del IBYME.

108. (304) REMODELACION OSEA EN LA METASTASIS DEL
CANCER DE PROSTATA: ROL DE HEMO OXIGENASA-1
Ferrando, M."; Meiss, R.?; De Siervi, A."; Navone, N.3;
Vazquez, E.

Depto de Quimica Biolégica, FCEN, UBA - IQUIBICEN
CONICET' Academia Nacional de Medicina? GU Medical
Oncology, MD Anderson Cancer Center, Houston, USA3?

El perfil de diseminacién metastasico del cancer de présta-
ta (PCa) muestra tendencia a desarrollarse en el hueso como
principal sitio de progresién. Previamente demostramos que la
induccién de Hemo oxigenasa 1 (HO-1), enzima anti-oxidante
y citoprotectora, disminuia la proliferacién, migracion e invasién
en células de PCa in vitro y el crecimiento de tumores in vivo.
El objetivo general de este trabajo es estudiar el impacto de la
modulacion de HO-1 en células de PCa sobre los osteoblastos
(células responsables de la formacion de hueso) in vitro y sobre
la remodelacion 6sea in vivo. Se utilizé un sistema de co-cultivo
de células prostaticas tumorales humanas PC3 con osteoblastos
primarios de ratéon (PMO). Cuando las células PC3 pre-tratadas
con hemina (inductor especifico de HO-1; 80uM, 24h) fueron
co-cultivadas con PMO no se observaron efectos sobre marca-
dores de diferenciaciéon osteoblastica. Sin embargo, se produjo
un aumento de estrés oxidativo y de la expresion de enzimas
anti-oxidantes. Se demostré menor incorporacion de H3-T en los
PMO co-cultivados con PC3, pero dicho efecto se revertia si las
células tumorales eran pre-tratadas con hemina. En este trabajo
demostramos mediante citometria de flujo un aumento significa-
tivo en la fase G2/M de los PMO por efecto del co-cultivo con
células pre-tratadas con hemina y también induccion de ciclinas
y disminucién de p21. Mediante ensayo de genes reporteros, se
observéd la activacion de la via de Foxo en los PMO en dicha
condicién, sugiriendo un posible mecanismo para el aumento de
la proliferacion. Por ultimo, se realizé un ensayo in vivo donde se
inyectaron células PC3HO-1 o su control en la cabeza del fémur
de ratones SCID. Mediante rayos X e histologia se observé un
aumento en la remodelacion 6sea en los ratones inyectados con
PC3HO-1. Todos estos resultados sugieren que la modulacién
de HO-1 en PCa participa en la remodelacién ésea afectando la
proliferacion de los osteoblastos y no su diferenciacion.
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109. (630) ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS
EN EL EFECTO RADIOSENSIBILIZADOR DE LIGANDOS
DE LOS RECEPTORES A HISTAMINA EN CELULAS DE
CARCINOMA MAMARIO HUMANO
Martinel, D.'; Ciraolo, P."; Ventura, C."; Rivera, E.'; Me-
dina, V.12
Laboratorio de Radioisétopos, FFyB, UBA'" CONICET?

Reportamos que la histamina es capaz de proteger tejidos
radiosensibles frente al dafo producido por la radiacién ionizante
(RI) y demostramos que aumenta la radiosensibilidad de las
células de cancer mamario humano MDA-MB-231 y MCF-7,
incrementando la apoptosis y senescencia celular. El objetivo
de este trabajo fue investigar los mecanismos involucrados en el
efecto radiosensibilizador de la histamina. Para ello, la irradiacién
se efectud con dosis de 2 Gy ('*’Cs). Las células se trataron
24 h antes de la irradiacion y se determiné la actividad de las
enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superoxido dismutasa y
glutation peroxidasa mediante ensayos espectrofotométricos 6
h post-irradiacion. Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se
evaluaron por citometria de flujo y la expresion de lipocalina-2 por
western blot. Marcadores del dafo al ADN (yH2AX y 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina, 8-OHdG) se determinaron por inmunocito-
quimica. Los resultados demuestran que la histamina a través
receptor a histamina H1 (RH1) radiosensibiliza a las células
MDA-MB-231 aumentando los ROS (181% vs. 95%, P<0.001)
debido esencialmente a la reduccion de la actividad de CAT en
células irradiadas (61% vs. 108%, P<0.001), efecto asociado a
un aumento de lipocalina-2, un biomarcador de estrés oxidativo.
La Rl aumentd el nimero de rupturas de doble cadena de ADN,
evidenciado a través de la fosforilacion de la histona H2AX que
no fue modificado por los tratamientos 1 h post-irradiacion. La
histamina a través del RH1 increment6 el dafio oxidativo inducido
por la Rl (% de células 8-OHdG positivas: 42.5+3.6 vs. 26.1+6.7,
P<0.01). Estos efectos no se observaron en las células MCF-7.
Podemos concluir que el tratamiento con histamina a través del
RH1 aumenta la radiosensibilidad de las células de carcinoma
mamario MDA-MB-231, intensificando el estrés oxidativo y el
dafio al ADN producido por la Rl y de esta manera podria me-
jorar la eficacia de la Rl como modalidad terapéutica para esta
enfermedad.

110. (734) ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL TRASTUZUMAB
EN UN MODELO TRIDIMENSIONAL DE ADENOCARCI-
NOMA MAMARIO HUMANO HER2+

Rodriguez, C.2; Reidel, S.?; Moverer, L.2; Marino, L.%; Bal
De Kier Joffé, E.?; Jasnis, M.?; Fiszman, G.2

Instituto de Oncologia A. H. Roffo' Area Investigacion.
Instituto de Oncologia A. H. Roffo, UBA? Depto Patologia.
Instituto de Oncologia A. H. Roffo, UBA?

Los esferoides tumorales (ET) son un modelo de crecimiento
celular en 3D que mimetiza la estructura del tumor avascular
in vivo. Previamente demostramos que durante el crecimiento
de ET de células de adenocarcinoma mamario humano HER2+
(linea BT474), se generan subpoblaciones con diferente grado de
proliferacién. El objetivo de este trabajo es estudiar la respuesta
de las diferentes subpoblaciones que constituyen el ET al an-
ticuerpo anti-HER2 Trastuzumab (Tz). Se estudié el ciclo celular
de los ET a 7, 14 y 21 dias de crecimiento (citometria de flujo
con loduro de Propidio, IP) y se detecté un aumento significativo
en el tiempo en G2/M (6,6%, 10,3% y 13,3% respectivamente).
El Tz (50ug/ml por 21 dias) indujo un arresto de células en G1
respecto al control con IgG humana comercial (80,8% vs 64,7%)
y una disminucion de células en G2/M (7,4% vs 11,4%). El Tz
(50, 10 y 1 ug/ml) inhibi6 el crecimiento de ET en 38%, 21% vy
13% respectivamente. Cuando el tratamiento se interrumpié al
dia 10, los ET recuperaron su cinética de crecimiento (p<0,05).
Se observé una correlacion entre citotoxicidad y produccion de
oxido nitrico, medida por Griess. Observamos que los ET tratados
con Tz mostraron una poblacién uniforme no apoptética (medida
por Anexina V, IP y Caspasa 3 clivada) con expresién de HIF1a
y p27 citoplasmaticos y una disminucion de pHER2 sin detectar
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cambios en la expresion de HER2 total. En los ET control, las
células periféricas mostraron expresion de HIF1a y p27 cito-
plasmaticos, mientras que en las células de la capa intermedia
la localizacion fue nuclear con presencia de células apoptdticas.
El Tz ejercié un potente efecto inhibitorio dosis dependiente
sobre el crecimiento de células BT474 en 3D, mediado en parte
por la inhibicién de pHER2. El nucleo hipdxico y la subpoblacion
apoptotica se redujeron completamente en los esferoides tratados
con Tz, quedando un esferoide de menor tamafio compuesto sélo
de células proliferantes.

111.  (811) SPARC PROMUEVE EL CRECIMIENTO TUMORAL
Y DISEMINACION METASTASICA EN CANCER DE MAMA
MEDIANTE LA REGULACION DEL CICLO CELULARY LA
RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA
Gattlein, L."; Benedetti, L."; Salvatierra, E.'; Fresno, C.?;
Fernandez, E.?; Mansilla, S.'; Gottifredi, V.'; Llera, A.";
Podhajcer, O.!

Fundacion Instituto Leloir' Universidad Catdlica de Cor-
doba?

SPARC es una proteina matricelular que participa en procesos
biolégicos de remodelacion de tejidos. Nuestro grupo y otros han
demostrado que esta proteina se encuentra sobreexpresada en
canceres humanos. Estudios no publicados de nuestro grupo rev-
elaron que el silenciamiento de la expresion de SPARC en células
de cancer de mama murino 4T1 mediante un siRNA especifico,
inhibe su proliferacion in vitro asi como también su crecimiento in
vivo (p<0.001) y la aparicion de metastasis en pulmén (p<0.001).
Con el objetivo de identificar los principales procesos responsables
del fenotipo observado se realizaron analisis transcriptomicos
tanto de las células crecidas in vitro, como del tumor primario y
los focos metastasicos. El andlisis ontologico resultante indicé
que SPARC modula genes involucrados en la proliferacion ce-
lular y la respuesta inmune adaptativa. Nuestro primer objetivo
fue investigar si SPARC podia modular el ciclo celular mediante
citometria de marcacion con IP. Demostramos que el bloqueo de
su expresion induce un arresto en la transicion G1/S, dado que el
porcentaje de células en fase S es menor para la linea celular con
expresion disminuida de SPARC (4T1 C18) respecto su control
4T1 SCR (30% y 45% respectivamente). Esto fue confirmado por
BrdU. Asimismo analizamos si SPARC favorece la metastasis in
vivo mediante la modulacion de la respuesta inmunoldgica adap-
tativa, evaluando el efecto de la inhibicién de SPARC sobre la
composicion del infiltrado leucocitario en un modelo alogeneico de
crecimiento tumoral in vivo (ratones Balb/c inmunocompetentes).
Mediante citometria demostramos un mayor porcentaje de linfo-
citos T CD4+ y CD8+ en el tumor 4T1 C18 que en el control 4T1
SCR (0,61+0,17 y 0,10+0,03, respectivamente p<0.05). Nuestro
trabajo sugiere que el efecto de SPARC sobre el ciclo celular
asi como sus propiedades inmunosupresoras contribuirian sig-
nificativamente al crecimiento tumoral primario y al desarrollo de
metastasis pulmonares en cancer de mama.
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112. (11) MADURACION Y DIFERENCIACION TH1 DE TIMO-
CITOS CD4 Y CD8 SIMPLE POSITIVOS (SP) EN SITUA-
CIONES INFLAMATORIAS/INFECCIOSAS
Baez, N.", Reynolds, D.2, Young, H.2, Rodriguez Galan, M.’
Dpto. Bioquimica Clinica Fac. de Cs Quimicas UNC' La-
boratory of Experimental Immunology. National Cancer
Institute. NIH. USA.?

Durante el proceso de maduracién de células T en el timo,
los timocitos actuan generalmente en forma refractaria a los me-
diadores sistémicos que pueden producirse en distintos procesos
patoldgicos. Sin embargo, hemos demostrado previamente que
la exposicién in vitro de timocitos de animales normales a IL-12
+ IL-18, indujo la expresion de marcadores asociados a un perfil
de tipo Th1 (aumento de CCR5 e IFNgama) en células CD4 y
CD8 SP. Con la intenciéon de estudiar si estos cambios ocurren
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in vivo en un modelo murino donde haya produccién sistémica
de IL-12 e IL-18, evaluamos cambios fenotipicos y funcionales
en timocitos de animales expuestos a la infeccién por T. cruzio a
inyecciones sub-letales con LPS. En el dia del onset, observamos
que las células SP incrementan la expresion de la molécula QA2
y disminuyen la expresiéon de CD24 asimilandose al fenotipo de
una célula T madura presente en 6rganos linfaticos secunda-
rios (control vs tratados, p<0,05). Otro cambio fenotipico fue el
incremento en la expresion del receptor de quemoquina CCR5,
asociado a un perfil Th1 (control vs tratados, p<0,05). La expresién
de citoquinas Th1 como IFNgama y TNFalfa en sobrenadantes de
timocitos estimulados in vitro con anti-CD3, fue significativamente
mayor en animales infectados con T. cruzi respecto a controles
(p<0.05). Nuestros resultados también demuestran que gran parte
de la expresion de CCR5 como de IFNgama y TNFalfa es debi-
da a células T maduras que migran de periferia al timo durante
la infeccion, sin embargo, los timocitos residentes SP también
producen ciertos niveles de estas citoquinas (no estimulados vs
anti-CD3, p<0,05). Estos resultados demuestran que mediadores
inflamatorios liberados durante procesos infecciosos tendrian la
capacidad de alterar el fenotipo y funcion de las células CD4 y
CD8 SP timicas durante su periodo de maduracién en el timo
posiblemente condicionando su comportamiento posterior como
célula T madura en dérganos linfaticos periféricos.

113. (23) TELITROMICINA DISMINUYE LA SECRECION DE
ESPD EN E.COLI 0157:H7, DISMINUYENDO LA ADHE-
RENCIA A CACO-2 E INHIBIENDO LA FORMACION DE
LESIONES A/E

Fernandez-Brando, R.', Yamaguchi, N.2, Tahoun, A.2, Mca-
teer, S.2, Palermo, M., Gally, D.2

Academia Nacional de Medicina' Division of Immunity and
Infection, The Roslin Institute, The University of Edinburgh?
Instituto de Medicina Experimental, IMEX-CONICET, Aca-
demia Nacional de Medicina®

El Sindrome Uremico Hemolitico (SUH) es una complicacion
en infecciones con E. coli productor de toxina Shiga (Stx) (STEC).
STEC tiene que colonizar el intestino para desarrollar la infeccion,
con la formacion de las lesiones caracteristicas A/E en la zona
de adhesion bacteriana. La formacion de estas lesiones requiere
del aparato de secrecion de tipo 3 (T3S), compuesto por EspA,
D y B entre otras, y de proteinas efectoras. Diversos antibioticos
activan el sistema SOS bacteriano, induciendo la produccion
de Stx, por lo que estan contraindicados para el tratamiento de
estas infecciones. Previamente realizamos una busqueda entre
compuestos bioactivos que impacten en la expresion del primer
operdn que codifica el T3S (LEE1), y detectamos que la Telitromi-
cina (Teli) reduce la expresion de LEE1 pero no la expresion de
un gen ribosomal control. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de Teli en el T3S en una cepa E.coli 0157:H7 Stx- (ZAP
198). Demostramos que Teli reduce los niveles de secrecion de
T3S en dosis que no afectan el crecimiento bacteriano, evaluado
por SDS-PAGE y Western blotting. Ademas, ZAP 198 mostro una
adherencia a Caco-2 significativamente reducida en la presencia
de Teli 1.85 uM, evaluado por cultivos bacterianos [(UFC media
+ ESM) x10%]: Control: 6,8+1,0 Teli: 1,7+0,2; p<0,01, t-test; y re-
cuento por microscopia de fluorescencia [media bacteria/nucleo +
ESM, n]: Control: 7,20+0,50, 110, Teli: 0,13+0,03, 104; p<0,0001,
t-test. Por otra parte, no se detectaron lesiones A/E en presencia
de Teli, evaluado por microscopia confocal. Ademas, Teli no indu-
ce el sistema SOS evaluado por un plasmido reportero sulA:gfp,
descartando la induccion de Stx. En conclusion, Teli reduce la
secrecion de T3S, e inhibe la adhesion bacteriana a cultivos
celulares y la formacion de lesiones A/E, representando poten-
cialmente una opcién terapeutica en infecciones con STEC. Otros
compuestos relacionados estan siendo investigados actualmente.
114. (74) REGULACION DE LAS CASCADAS DE SENALIZA-
CION DEIL-13 POR LA PROTEINA A DE STAPHYLOCOC-
CUS AUREUS
Giai, C., Gémez, M.

Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica
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Staphylococcus aureus es un patégeno asociado a diversos
tipos de infecciones con alta morbi-mortalidad. Entre las citoquinas
pro-inflamatorias inducidas por S. aureus, se ha propuesto que la
IL-1B tendria un rol critico en la eliminaciéon del microorganismo.
IL-1B es un potente pir6geno cuya accion se encuentra finamente
regulada por multiples vias tales como la produccion de receptor
antagonista (Ra) y el shedding del receptor de tipo Il (IL-1RII). EI
objetivo de este estudio fue determinar el rol de proteina A (SpA)
de S. aureus en la induccion de IL-1B y sus reguladores en células
inmunes. Células THP-1 fueron estimuladas con SpA purificada,
S. aureus, una mutante que no expresa SpA (spa-) o Lactococcus
lactis expresando SpA. Se demostré que SpA induce la produccién
de IL-1pB la cual resultd NALP3 independiente. Al comparar la res-
puesta inducida por la cepa spa- en comparacién con S. aureus
se determind que la expresion de SpA contribuye pero no resulta
indispensable para la produccién de IL-1p. Al evaluar la induccion
de mecanismos regulatorios de la sefalizacion de IL-1p se deter-
mind que S. aureus induce la transcripcion de Ra e IL-1Rll a las 2
horas luego de la estimulacion. Asimismo, se observé un aumento
significativo en el shedding de IL-1RIl (p<0,05). La liberacién del
dominio extracelular de IL-1RIl fue dependiente de la expresion
de SpA como se demostré utilizando la mutante spa- (250 pg/ml
con S. aureus versus 120 pg/ml con spa-, p<0,05). El shedding
de IL-1RIl que se evidenci6 tan pronto como 15 min luego de la
estimulacion con S. aureus (p<0,05) precedié en el tiempo a la
produccién de IL-1B, la cual fue significativa a las 2 horas luego
de la estimulaciéon (p<0,01). Los resultados obtenidos destacan
la capacidad de S. aureus de modular mecanismos fisiolégicos
de control de la accidn de IL-1f para evadir la respuesta inmune
del hospedador.

115.  (163) BRUCELLA ABORTUS AFECTA EL TRANSITO A
MEMBRANA DE LAS MOLECULAS DE HISTOCOMPATI-
BILIDAD DE CLASE | EN MACROFAGOS, RETENIENDO-
LAS EN APARATO DE GOLGI

Barrionuevo, P.', Delpino, V., Veldsquez, L.", Pozner, R.2,
Cassataro, J.", Giambartolomei, G.!

INIGEM Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo
(CONICET/ UBA). Laboratorio de Inmunogenética’ IMEX
Instituto de Medicina Experimental (CONICET/Academia
Nacional de Medicina).?

Brucella abortus induce la activacion de linfocitos T citotoxi-
cos (LTc), sin embargo es capaz de establecer una infeccién
crénica. Recientemente demostramos que B. abortus inhibe la
expresion inducida por IFN-g de las moléculas de histocompa-
tibilidad de clase | (MHC-I) en superficie de macréfagos huma-
nos y este fenémeno correlaciona con una disminuida funcién
citotdxica de los LTc. La disminucién de MHC-I en superficie se
debe a la retencion intracelular de dicha molécula, aunque no
hay co-localizacion entre B. abortus y MHC-I. En este trabajo
investigamos la localizacion subcelular tanto de MHC-I como
de B. abortus. Para esto, células THP-1 fueron infectadas con
B. abortus en presencia de IFN-g y luego la localizacién MHC-I
en los distintos compartimentos celulares se determiné por mi-
croscopia confocal (MC). En células infectadas con B. abortus
las moléculas MHC-I fueron retenidas predominantemente en
aparato de Golgi (GM130) (93 + 2%, p<0,001). No fue detectada
co-localizacion con endosomas tempranos (EEA1), lisosomas
(LAMP-2) ni con reticulo endoplasmatico (calnexina). Por otro
lado, THP-1 fueron infectadas con B. abortus-GFP en presencia
de IFN-g y luego se determiné la localizacion subcelular de la
bacteria por MC. Nuestros resultados demuestran que B. abortus
se encuentra en grandes vacuolas positivas para LAMP-2, pero
negativas para EEA1, GM130 y calnexina. Por ultimo, investiga-
mos el mecanismo involucrado en la retencién MHC-I en Golgi
e hipotetizamos que B. abortus modifica el transito MHC-1 por
inhibir la acidificaciéon de dicho compartimento. El tratamiento de
THP-1 con el inéforo monensina, no sélo disminuyo la expresion
en superficie (p<0,05), sino también produjo la retencién MHC-I
en Golgi, mimetizando la infeccion por B. abortus. En conjunto,
estos resultados describen un nuevo mecanismo basado en la
retencion MHC-I en aparato de Golgi mediante el cual B. abortus
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puede inhibir la respuesta de los LTc, evadiendo la vigilancia
inmunoldgica.

116. (388) YERSINIA ENTEROCOLITICA DEFICIENTE EN
YOPH INDUCE CELULAS PRODUCTORAS DE IL-17
Dave, M., Diaz, S., Elicabe, J., Cargnelutti, E., Di Genaro,
S.

IMIBIO-CONICET-San Luis

Yersinia enterocolitica (Ye) es una bacteria enteropatégena.
YopH es un factor de virulencia que cumple un rol central en la
evasion de la respuesta inmune. En trabajos previos demos-
tramos que una cepa de Ye deficiente en YopH (Ye AyopH)
estd atenuada. Asi, recuentos bacterianos en érganos fueron
significativamente menores (p<0,02) comparados con la cepa
wild-type (Ye WA-314). Sin embargo, los mecanismos inmunes
involucrados en el control de esta cepa no han sido dilucidados.
En el presente trabajo estudiamos por citometria de flujo (CF)
en esplenocitos de ratones infectados el perfil de citoquinas
involucradas, y en higado, la expresién de los factores de trans-
cripcion T-bet y ROR-gt que caracterizan las respuesta Thi y
Th17, respectivamente. Ratones C57BL/6 hembras se infectaron
por via intragastrica con Ye WA-314 o Ye AyopH (1-5x108ufc).
Luego de 5 dias, se extrajeron asépticamente bazo e higado.
Esplenocitos fueron re-estimulados durante 18 hs con Yersinia
muerta por calor y analizados por CF. Por RT-PCR se analizé
en higado la expresion de T-bet y RORgt. Se observé que la
infeccion con Ye WA-314 induce mayor frecuencia (F) de células
productoras de IFN-g que la infeccion con Ye AyopH o compara-
da con ratones no infectados (controles) (p<0,05). En contraste,
la infeccion con Ye AyopH indujo mayor F de células productoras
de IL-17, que presentaron mayor intensidad de fluorescencia
media (MIF) comparadas con células de ratones infectados con
Ye WA-314 o de ratones controles (p<0,05). Por RT-PCR se
observé expresion de T-bet y ausencia de expresion de ROR-gt
en higado de ratones infectados con Ye WA-314, en contraste
a Ye AyopH que indujo expresion de ambos factores de trans-
cripcion. De los resultados se concluye que Ye AyopH induce
un perfil de células productoras de IL-17 que podria cumplir un
rol crucial en el control de la infeccién con esta cepa atenuada.

ENDOCRINOLOGIA 1
117. (65) IMPACTO DE LA ENFERMEDAD RENAL SOBRE
LA FUNCION ADRENAL EN PACIENTES ASISTIDOS
EN UN HOSPITAL UNIVERSITARIO. APLICACION DE
UN ALGORITMO INICIAL NO INVASIVO.
Arregger, A.', Cardoso, E.23, Tumilasci, G.%, Zucchini, A.",
Sanchez, R.', Contreras, L.'®
Endocrinologia Experimental, IDIM A Lanari, UBA' IDIM
CONICET? Fisiologia, Facultad de Odontologia, UBA®

La disfuncién corticoadrenal ha sido escasamente investigada
en la enfermedad renal crénica (IRC). En este trabajo se estudio
la dinamica secretoria de cortisol y la reproducibilidad (ICC=
coeficiente de correlacion intraclase) del cortisol salival horario
en IRC. Fueron evaluados 53 adultos ambulatorios clasificados
en estadios clinicos (S) segun el filtrado glomerular (FG)': S,
(n=14), S, (n=14), S, (n=9), §, (n=8) y S, (n=8). El protocolo
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital y todos los
participantes dieron su consentimiento por escrito. El algoritmo
de estudio se inicio con la obtencion de saliva a las 8,0 y 23,0
hs para cortisol por RIA (SAF,y SAF,, respectivamente) en
2 dias no consecutivos. A partir de los valores obtenidos, se
aplicaron los siguientes criterios: a) SAF, < 3,0 nM : evaluacion
de la respuesta de cortisol salival al estimulo con baja dosis
de ACTH sintética (25,0 pg ACTH im); b) SAF,> 3,0 nM , su-
presién de cortisol en suero (F, ) y saliva (SAF ) con 1mg de
dexametasona oral nocturna. Resultados: FG se correlaciond
negativa y significativamente con: edad (r= -0,328), SAF,, (r=
-0,25), F,,, (r=-0,441) y SAF _ (r= 0,573); p< 0,03. EI ICC de
SAF, y SAF,, fue > 0,70. El 11% de IRC mostr6 ausencia de
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variacion circadiana de cortisol (el 66% de los casos correspon-
did a S, ). SAF,, en S4 (2,0 £1,35 nM) y S, (4,55 +3,13 nM) fue
significativamente mayor (p< 0,05) que en S, (1,28 = 0,88 nM).
Segun criterio a) se diagnosticé insuficiencia adrenal (IA) en 2
pacientes en S,. Segun criterio b) no hubo supresién adecuada
en §, (n=2), S§,(n=1), S, (n=2) y S, (n=3). Conclusion: se demos-
tré IA subclinica en pacientes en terapia de reemplazo renal. La
disminucién severa del FG (< 30 ml/ min/ 1.73m?) se asoci6 a
pérdida de la variacion circadiana y deterioro del mecanismo
de retroalimentacion negativa de cortisol. 1. Am J Kidney Dis.
2002; 39 (2 Suppl 1):51-266.

118. (94) EFECTO DEL INGAP-PP SOBRE LA EUNCI()N
SECRETORA INSULAR Y SU PARTICIPACION EN LA
CASCADA DE PI3K

Maiztegui, B. , Romn, C. , Borelli, M. , Gagliardino, J.
CENEXA Centro de Endocrinologia Experimental y Aplica-
da UNLP-CONICET, La Plata

ElI INGAP-PP aumenta la secrecion de insulina (Sl) y la masa
de células B pero se desconoce el mecanismo por el cual lo hace.
Objetivo:Estudiar el efecto del INGAP-PP sobre el metabolismo
de glucosa (G), la actividad y expresion proteica de glucoquinasa
(GQ), en islotes de ratas cultivados y verificar la participacion de
la via PI3-K/AKT en dicho efecto. Métodos: se aislaron islotes de
ratas Wistar normales (colagenasa) y se cultivaron 4 dias en RPMI
con 2 g/L. NaHCO,, 5% SFB, 1% penicilina/estreptomicina y 10 mM
G, con o sin INGAP-PP (10 pg/ml). Los islotes se preincubaron con
G 3,3 mM a 37°C 45 min y luego con diferentes concentraciones
de G para medir SI, metabolismo de G (produccion de CO,),
actividad (produccién de G-6-P) y expresion proteica (Western
Blot [WB]) de GQ en homogenado y en fracciones subcelulares,
expresién proteica (WB) del receptor de insulina (IR), de PI3K
total y asociacion PI3K/IRS-1(IP y WB). Asimismo, se estudio el
efecto de Wortmanina (W), inhibidor de la PI3K (150 y 300 nM),
sobre la Sl. Resultados: C vs. INGAP-PP (* p<0,05): Sl (ng/
islote/h): 3,3 mM G: 0,3 = 0,03 vs. 0,3 = 0,07; 83 MM G: 1,5
0,2 vs. 2,6 +0,3% 16,7 MM G: 2,9 + 0,2 vs. 4,7 + 0,4*. Oxidacién
de G: “CO, (pmol/ islote/ 120 min): 3,3 mM G: 0,3 + 0,04 vs. 0,5
+ 0,07; 83 mM G: 0,4 = 0,06 vs. 0,7 = 0,1%; 16,7 mM G: 0,6 =
0,1 vs. 1,4 £ 0,1*. Actividad GQ (pmol/islote/h): 2,4 + 0,6 vs. 4,8
+ 0,2*. Expresion proteica GQ (%): Homogenado: 100 + 18 vs.
191 + 3*; Citosol: 100 + 16 vs. 97 + 7; Pellet: 100 + 13 vs. 95 +
7. Expresion proteica IR (%): 100 + 3 vs. 175 + 15*. Expresion
proteica PI3K (%): 100 + 21 vs. 255 + 25*. PI3K/IRS-1 (%): 100
+ 15 vs. 176 + 5*. Efecto de la W sobre la Sl inducida por G (%
de inhibicién): 28 + 5 vs. 60 + 11* (150 nM W) y 64 + 6 vs. 81 +
6 * (300 nM W). Conclusiones: EI INGAP-PP aumenta la funcién
secretora de las células B, incrementando el metabolismo de G
y la expresion/actividad de la GQ, a través de la activacion de la
cascada PI3-K/AKT.

119. (212) BISFENOL A MODIFICA LA RESPUESTA DEL
EJE REPRODUCTOR EN RATAS MACHO ANTE UN
EVENTO INFLAMATORIO

Lavalle, J.!, Cardoso, N.', Gamez, J.", Penalba, R.', Car-
bone, S.', Ponzo, O., Scacchi, P.2, Reynoso, R.!
Laboratorio de Endocrinologia. Facultad de Medicina.
UBA' Facultad de Cs. Médicas. Universidad Catdlica Ar-
gentina®

La respuesta del organismo a una toxina puede modificarse si
este ha sido expuesto a agentes que lo sensibilizaron. El objetivo
del trabajo fue estudiar el efecto del BPA sobre los mecanismos
neuroinmunoendocrinos que regulan el eje reproductor y su res-
puesta durante la inflamacién en ratas macho adultos expuestos
a BPA durante la gestacion y lactancia. Se administré BPA en el
agua de bebida (DAE=0,125 mg/kg/dia) a la rata madre y etanol
al 0.1% (control). Los grupos (n=10/grupo) fueron: 1) control, 2)
animales tratados con LPS, 3) animales tratados con BPA, 4) ani-
males tratados con BPA+LPS. LPS (250 pg/kg) fue administrado
via IP 5 horas antes del sacrificio. Se determiné liberacion de
Gn-RH, IL-1B, produccién de nitritos por fragmentos de hipotalamo
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medio basal (RIA pg/HMB, ELISA; ng/HMB, método de Griess
pymoles/l) y niveles séricos de LH, FSH y testosterona (RIA: ng/
ml, nmoles/ml). Resultados: Gn-RH:1) 5.3+0.7, 2) 3.1+0.6, 3)
3.5+0.9, 4) 2.5+0.2; Nitritos:1) 30+0.2, 2) 75+1.4, 3) 26+2.7, 4)
18+0.2; IL-1B: las diferencias no fueron significativas. LH:1) 85+4,
2) 37+ 5, 3) 28+4, 4) 14+ 2; FSH: 1) 65+ 13, 2) 35+3, 3)23+3, 4)
16+1,1; Testosterona: 1) 2.2+0.2, 2) 0.6+ 0.2, 3) 1.0+0.3, 4) 0.4+
0.1. BPA+LPS produjo disminucién significativa (p<0.001) de la
liberacién de Gn-RH en relacion al grupo control y a los tratados
con BPA o con LPS. LH y FSH disminuyeron con LPS (p<0.001,
p<0.01) y con BPA (p<0.001, p<0.001); el tratamiento conjunto
con LPS y BPA disminuyé aun mas sus niveles (p<0.01, p<0.05).
Testosterona disminuyé significativativamente con LPS (p<0.01)
y con el tratamiento con BPA (p<0.01), efecto no modificado por
el tratamiento conjunto. El tratamiento con BPA no modifico la
produccién de nitritos, mientras LPS la aumenté (p<0.001) y el
tratamiento conjunto la disminuy6 significativamente (p<0.001).
Conclusion: La exposicion a BPA podria afectar los mecanismos
de regulacion del eje reproductor modificando asi su respuesta
ante un evento inflamatorio.

120. (246) ROL DE LOS ANDROGENOS EN EL DESARRO-
LLO PREPUBERAL DE LA RATA HEMBRA

Ongaro Gambino, L.!, Rulli, S.2, Giovambattista, A.", Ca-
landra, R.2, Spinedi, E.!

Unidad de Neuroendocrinologia. Instituto Multidisciplinario
de Biologia Celular’ Laboratorio de Esteroides. Instituto de
Biologia y Medicina Experimental

La programaciéon enddcrino-metabdlica del individuo ocurre
durante etapas tempranas de la vida. Los niveles fisiolégicos de
andrégenos en la rata estan involucrados en la funcién ovarica
y la apertura vaginal (AV) asociada a la pubertad. Previamente
demostramos en la rata hembra adulta, que el exceso de andré-
geno neonatal induce una precoz AV, un incremento del peso
corporal (PC), hiperleptinemia e insulinorresistencia. El objetivo del
presente trabajo fue analizar el impacto del bloqueo temprano de
la funcion androgénica sobre el desarrollo de la rata hembra, es-
tudiada a los 30 dias de edad. A ratas Sprague-Dawley de 5 dias
de edad se les administrd (s.c.) 1,75 mg de flutamida (antagonista
especifico del receptor de andrégenos, RA) disuelto en aceite de
maiz (F) o vehiculo solamente (C). Entre los dias 21 y 30 de edad
se registré el PC y consumo de alimento. Luego del sacrificio, se
almacené el suero [determinacién de corticosterona (B), glucosa
(Glu), insulina (Ins), leptina (Lep), 5-a-androstanediol (5aDiol) y
estradiol (E,)] y, se disecaron los tejidos ovarico (TOV; analisis de
la expresion de ARNm de P450scc, P450c17 y aromatasa) y adi-
poso parametrial (TAP; cuantificacion de su masa). Los animales
F presentaron una disminucion (p<0,05) en el PC y en el consumo
de alimento, sin diferencias en la masa de TAP. Los niveles séri-
cos de Ins fueron menores en F (p<0,05 vs. C) y, no se hallaron
diferencias en los de B, Glu y Lep; contrariamente, aquellos de
5aDiol y E, fueron mayores (p<0,05 vs. C). Finalmente, no se
detectaron diferencias en el analisis de las expresiones (ARNms)
de las enzimas evaluadas en TOV. Nuestros resultados sugieren
que el bloqueo temprano del RA indujo hipofagia, retardo en la
ganancia de PC y disfuncién metabolo-reproductiva. Este estudio
resalta la importancia de la interaccién entre el medio endégeno
androgénico neonatal y la programacion endocrino-metabdlica en
la rata hembra. (PIPs 2009-0704 y -0183)

121. (294) CARACTERIZACION DE DOS MUTACIONES
(R313H Y S303R) EN EL GEN NR5A1 (SF1) EN DOS
PACIENTES CON DESORDENES DEL DESARROLLO
SEXUAL (DSD) FAMILIAR 46,XY.

Pérez Garrido, N., Saraco, N., Marino, R., Ramirez, P.,
Ciaccio, M., Costanzo, M., Guercio, G., Warman, D., De
Dona, V., Rivarola, M., Belgorosky, A.

Hospital de Pediatria Juan P. Garrahan

El Factor Esteroidogénico 1 (SF1/NR5A1) juega un rol clave
en la regulacion del desarrollo reproductivo y adrenal. En huma-
nos, las mutaciones en el gen NR5A1 se asocian a un amplio
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espectro fenotipico. Evaluamos dos pacientes con DSD 46 XY
familiar. Ambos presentaban hipospadias severa al nacer, ni-
veles sericos elevados de FSH, bajos niveles de AMH, buena
respuesta esteroidogenica al estimulo con hCG y evidencia de
estructuras millerianas. El estudio molecular del gen NR5A1 de-
tecté una mutacién ¢.938G>A (R313H) en la primer familia y una
mutacion no descripta, c.909G>A (S303R) en la segunda familia.
Ambas mutaciones estan localizadas en la hélice 5, altamente
conservada, del dominio de unién al ligando de la proteina. Los
andlisis in silico (SIFT; Polyphen) indican que ambos cambios
aminoacidicos afectarian la funcion de la proteina. El objetivo
de nuestro trabajo fue caracterizar funcionalmente las dos mu-
taciones (R313H Y S303R) en el gen NR5A1. Se construyeron
vectores de expresion con el cDNA del SF1 humano (WT) en
el vector pcDNA3. Por mutagenesis dirigida se obtuvieron las
construcciones con el cDNA del SF1 humano con cada mutacién
en estudio. Se co- transfectaron en la linea celular Y1 cada una
de las construcciones (WT o mutadas) y una conteniendo el gen
de la luciferasa (vector PGL3) bajo regulaciéon del promotor de la
h3BHSDII, el cual tiene un sitio de respuesta al SF1. Se evalu¢ la
respuesta al SF1 midiendo la actividad luciferasa con el sistema
Dual Luciferasa (Promega), utilizando la Renilla luciferasa como
control de transfeccion. Se observé un aumento significativo en
la actividad luciferasa en presencia del SF1 WT comparada con
pcDNAS3 vacio (actividad basal) (p<0.05). Las mutaciones R313H
y S303R disminuyeron significativamente la actividad luciferasa
comparada con el WT (p<0.05). Estos resultados confirmarian
que ambas mutaciones producen una disminucién de la accién
del SF1 y podrian explicar los fenotipos hallados en los pacientes.
122. (510) MASA ADRENAL CLINICAMENTE INAPARENTE:
PREVALENCIA DE FEOCROMOCITOMA EN PACIEN-
TES EVALUADOS ENTRE LOS ANOS 2000-2011.
Terranova, N., Barontini, M., Levin, G.

Centro de Investigaciones Endocrinolégicas, CEDIE-CO-
NICET

Se define como Incidentaloma Adrenal a una masa adrenal
asintomatica descubierta casualmente en estudios por imagenes,
sin sospechar una enfermedad suprarrenal. El feocromocitoma es
una causa frecuente de masas adrenales clinicamente inaparen-
tes, numerosas publicaciones consideran entre 1.5 — 23% dicho
hallazgo. El objetivo fue evaluar la prevalencia de feocromocitoma
en pacientes con diagndstico de IA derivados a nuestro laboratorio
del CEDIE para confirmar o descartar dicha patologia. Entre los
afnos 2000 y 2011, estudiamos 618 pacientes con Incidentaloma
Adrenal, 409 mujeres, mediana 58 afios (rango 15-93 afios) y
209 hombres, mediana 63 afios (17-88 afios). A todos se les
determind catecolaminas (CA), adrenalina y noradrenalina y acido
vainillinmandélico (AVM) urinarios. Las consultas fueron realizadas
por distintos motivos no relacionados con feocromocitoma: dolor
lumbar, control ginecoldgico, de préstata, gastritis, etc. La deteccion
de la masa adrenal, derecha o izquierda, principalmente se realizé
por ecografia y tomografia. Obtuvimos niveles de CA y/o AVM
elevados en 35 pacientes. 15 de ellos no regresaron a consulta.
En los 20 restantes, 12 mujeres, mediana 53 afios (rango 32-79
afnos) y 8 hombres, mediana 59afios (rango 28-73 afos), se pudo
confirmar la presencia de feocromocitomas (3.2 %) por anatomia
patoldgica. La sintomatologia caracteristica del feocromocitoma
es la triada: hipertension, cefalea y sudoracion. Encontramos que
9/20 eran normotensos y 11/20 hipertensos; 16/20 no presentaron
cefaleas ni sudoracion y ambas se presentaron en 4/20. La triada
la observamos en 2 pacientes, el motivo de consulta fue en un caso
un control ginecolégico y en el otro dolor lumbar. Presentaron 5
pacientes, diabetes tipo 2. En la poblacion estudiada la prevalencia
de feocromocitoma fue de al menos 3.2%, cifra que se encuentra
dentro de los rangos publicados en la bibliografia internacional.
123. (378) VARIACIONES EN EL FUNCIONAMIENTO HIPO-
FISARIO EN LA VIZCACHA (LAGOSTOMUS MAXIMUS)
DURANTE LA GESTACION
Villarreal, F.', Inserra, P.2, Di Giorgio, N.?, Charif, S.,
Lux-Lantos, V.2, Vitullo, A."2, Dorfman, V.2
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Universidad Maimonides’ CONICET? IByME — CONICET,
CABA, Argentina.®

La hipdfisis constituye el punto de regulacién del funcionamien-
to del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG). La vizcacha
presenta caracteristicas reproductivas tnicas como poliovulacion
natural y pseudo-ovulacion durante la gestacion. Recientemente
hemos descripto diferencias en la expresion de progesterona y su
receptor, y de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)
en el hipotdlamo durante la gestacion. El objetivo fue investigar
el funcionamiento hipofisario durante la gestacién focalizando el
estudio del receptor de GnRH (R-GnRH) como posible regulador
del eje. Se estudid la expresion de la hormona luteinizante (LH) y
foliculo estimulante (FSH), y del R-GnRH, en suero e hipdfisis de
hembras adultas prefiadas ovulando (PO) y sin ovular (PNO), y
no prefiadas ovulando (NPO) y sin ovular (NPNO), (n=5 / grupo).
Mediante la técnica de RIA se observé un aumento significativo
(p<0.05) en los niveles séricos de LH en NPO vs NPNO (12
veces) y en PO vs PNO (3 veces). La expresion de LH deter-
minada directamente en la hipéfisis mediante Western Blot en
las no prefadas se correlaciond con los niveles séricos, sin
embargo, resulté casi nula durante la gestacién. La expresion de
FSH en hipdfisis varié durante la prefiez de acuerdo al estado
de ovulacién siendo nula en las PO. Ademas, la expresion del
R-GnRH mostré una disminucion significativa (p<0.05) en PO vs
PNO, sin variaciones significativas en las no prefiadas. Mediante
inmunohistoquimica se determind la localizacion de LH y FSH, y
de R-GnRH en citoplasma de células gonadotropas de la hipdfisis
anterior con variaciones significativas durante la gestacion y liga-
das al estado ovulatorio. Mediante inmunofluorescencia y analisis
con microscopia confocal se determiné la co-localizacién de LH
y FSH, con R-GnRH en el citoplasma de células gonadotropas.
Estos resultados indican un activo funcionamiento de la hipdfisis
en la prefiez, siendo el R-GnRH un factor clave en la regulacién
del eje. (PIP-CONICET 0225/2011).

124. (568) ALTERACIONES EN LA FUNCIONALIDAD
UTERINA, ESTRES OXIDATIVO Y ESTADO PRO-
INFLAMATORIO, INDUCIDAS POR LA HIPERANDRO-
GENIZACION PRENATAL

Ferreira, S., Heber, F., Vlez, L., Motta, A.

Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botanicos, CEFyBO.

La etiologia del Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) no
se conoce pero la hipdtesis actual propone que proviene de
una reprogramacion fetal debido a hiperandrogenismo (HA)
intrauterino durante la gestacion. Las mujeres con SOP tienen
bajas tasas de implantacién aun cuando la funcionalidad ovarica
normal. Objetivo:establecer el estado oxidante/antioxidante
(sistémico y local) e inflamatorio (sintesis de prostaglandina
(PG) E) en la etapa prepuberal (21 dias) y puberal (60 dias)
en ratas HA prenatalmente. Ratas prefiadas Sprague-Dawley
se inyectaron con testosterona (HA) ¢ aceite (control: C) entre
los dias 16 a 19 de gestacion, se utilizaron las crias hembras
(N= 10 animales/grupo) que se sacrificaron a los 21 y 60 dias
de edad. HA indujo un ambiente intrauterino desfavorable que
se compensoé luego del nacimiento ya que la pendiente de
crecimiento de HA fue mayor (3,98+0,01; P<0,05) que la de C
(8,72+0,01). En animales HA se observaron dos fenotipos de
SOP: ovulatorio y anovulatorio. El estrés oxidativo lo evaluamos
por cuantificacion de peroxidacion lipidica (LP) y concentracion
de glutation total (GSH) como antioxidante. A nivel sistémico, la
LP no varié ni a los 21 ni a los 60 dias de edad mientras que
el GSH disminuyé a los 21 dias (C:6,9+0,9 vs HA:4,9+0,6 pM/
mg proteina) y no varié a los 60 dias. En cuanto al estrés del
tejido uterino, LP a los 21 y 60 dias no varié mientras que GSH
a los 21dias aumenté (C: 0,0012+0,0002; HA:0,225+0,009 pM/
mg proteina; P<0,0001) y a los 60 dias no varié. En ratas de
60 dias, en el grupo HA se induce un estado pro-inflamatorio
caracterizado por aumento de PGE (1,20+0,50 pg/mg tejido)
con respecto a C (0,54+0,08 pg/mg tejido) p<0,007.La HA
induce un estado pro-oxidante sistémico y local en el tejido
uterino que se evidencia en la etapa prepuberal y un estado
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pro-inflamatorio en la etapa puberal. Estas alteraciones condi-
cionarian la funcién uterina.

125. (566) LA ADIV[INISTRACION DE MELATONINA DIS-
MINUYE LA SINTESIS DE PROLACTINA EN LA ADE-
NOHIPOFISIS DE LA RATA: CORRELACION CON
EL ESTADO REDOX Y MECANISMOS DEL RELOJ
CIRCADIANO.

Pagano, E.', Jimenez-Ortega, V.2, Cano Barquilla, P.2,
Fernndez-Mateos, P.%, Esquifino, A.2, Cardinali, D."
Depto de Docencia e Investigacion. Facultad de Cien-
cias Médicas. Pontificia Universidad Catdlica Argentina
(UCA)' Depto de Bioquimica y Biologia Molecular I, Fac.
de Medicina, Univ. Complutense, Madrid, Espafia® De-
partamento de Biologia Celular, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Madrid, Espana®

En la rata, un nimero de parametros fisiolégicos muestran
cambios estacionales aun en condiciones constantes de tempe-
ratura, luz, y disponibilidad de comida. Dado que la prolactina
(PRL) es un mediador principal de las adaptaciones estacionales,
el objetivo de este trabajo fue evaluar si la administraciéon de
melatonina (MEL), semejando en longitud la exposicién al fotope-
riodo de invierno, podia afectar el patrén de sintesis y liberacion
de PRL. Se examinaron también algunos de los mecanismos
modulatorios del reloj circadiano y del estado redox de la hipofisis
anterior. Se administr6 MEL (3 pg/mL en el agua de bebida) o
vehiculo por un mes, antes de sacrificar los animales a intervalos
de 4 hs durante un ciclo de 24 hs. Se detectaron altos niveles de
MEL (>2000 pg/mL) en las ratas tratadas, desde el comienzo de
la escotofase (21 hs) hasta la fotofase temprana (9 hs), mientras
que en los controles esta fase fue mas estrecha. Por andlisis
cosinor, las tratadas tuvieron un MESOR (promedio de las series
de 24 hs) significativamente menor en la expresion del gen de la
PRL y la PRL circulante, con acrofases localizadas en la mitad de
la escotofase. MEL perturbé el patron de expresiéon de 24 hs de
oxido nitrico sintetasa -1 and -2, glutation peroxidasa, glutation re-
ductasa, Cu/Zn- y Mn-superdxido dismutasa, y catalasa, mudando
sus acrofases a la escotofase temprana/media o amplificando su
maximo. Soélo el efecto inhibitorio de la MEL sobre la expresion
de NOS-2 se correlacioné temporalmente con la inhibicion de la
produccion de PRL. El patron de 24 hs de peroxidacion lipidica
no varié luego del tratamiento. La MEL aumento la expresion
media de Per2, Cry1, y Cry2 y retrasé significativamente la fase
de expresion de Per1, Per2, y Cry1. También retrasoé la fase del
ritmo circadiano plasmatico de corticosterona e incrementé la
amplitud de los ritmos plasmaticos de corticosterona y tirotrofina.
Los resultados indican que bajo una duracién prolongada de la
sefal diaria de MEL, la sintesis y liberacion de PRL en la hipofisis
anterior de la rata estan deprimidas.

126. (555) EFECTO BENEFICIOSO DEL TRATAMIENTO CON
MELATONINA EN UN FENOTIPO DE SINDROME META-
BOLICO EXPERIMENTAL: ROL DEL TEJIDO ADIPOSO
ABDOMINAL

Zubiria, M'; Pagano, E? Giovambattista, A'; Scacchi, P
Spinedi, E'; Cardinali, D?

Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular CONICET-
CICPBA' Departamento de Docencia e Investigacion, Fa-
cultad de Ciencias Médicas, UCA?

Existe creciente interés en el efecto terapéutico de la
melatonina (Mel) en el sindrome metabdlico humano y expe-
rimental (SME). En este trabajo evaluamos: a) el efecto del
tratamiento con Mel (25 pg/mL en el agua de bebida) en ratas
macho con SME, inducido por la administracién de una dieta
rica en fructosa (10% en el agua de bebida por 8 semanas),
sometida a un test de sobrecarga con glucosa, y b) el efecto
directo de Mel (1 nM) sobre la funciéon endocrina del tejido
adiposo abdominal (TAA) normal in vitro. Para el experimento
in vivo se utilizaron ratas macho adultas, ayunadas durante 2
h. Se tom¢ bajo anestesia una muestra basal de sangre de la
vena safena antes de administrar ip una solucién de glucosa
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(2 g/kg). Se determiné la glucemia basal y 30, 60 y 120 min
postinyeccion de glucosa, midiéndose el area bajo la curva de
las glucemias (ABCG) expresada en % del control (media +
ES, n= 8 por grupo). La sobrecarga de glucosa en ratas con
SME produjo un aumento de ABCG a 196 + 30% del control
(p < 0,05), el que fue revertido en forma parcial por la mela-
tonina (134 + 32%, p < 0,05) sin efectos significativos de la
melatonina per se en los controles. En los experimentos in
vitro encontramos (expresado en % respecto a la liberacion
espontanea de Lep) un aumento significativo (p<0,05) en la
secrecion de lerptina (Lep) por adipocitos aislados de TAA
normal (200.000/tubo) incubados (30 min en condiciones
metabdlicas) en presencia de 1 nM Mel (28,4 + 12,5%), 1 nM
insulina (INS) (30,4 + 4,9%) o 1 nM Mel + 1 nM INS (68,9 +
16,1%); resultando aditivos los efectos ejercidos por Mel e INS
sobre la secrecion de Lep. En conjunto, nuestro estudio sugie-
re que el efecto directo de Mel sobre la insulino-sensibilidad
del TAA podria cooperar en la mejora metabdlica observada
en individuios con SME tratados con Mel. (PIP 2009-0704,
PICT 2007-1051, PICT 1045 y ME 048)

127. (532) POSIBLE PARTICIPACION DE GALACTOSA
3-O-SULFOTRANSFERASA-2 EN PROCESOS RELA-
CIONADOS CON LA DIFERENCIACION CELULAR DE
ADIPOCITOS

Schiappacasse, A.', Peral, B.2, Suarez, C.%, Marshall, G.3,
Calvo, J.%, Guerra, L.

Departamento de Quimica Bioldgica- Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales- UBA' IIB Alberto Sols - Universidad
Auténoma de Madrid 2Departamento de Computacion -
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - UBA® IBYME
- CONICET*

La enzima galactosa 3-O-sulfotransferasa-2 (GAL3ST2) ha
sido relacionada con el incremento metastasico tumoral. En la
glandula mamaria, la involucién que se produce al terminar la
lactancia es un importante cambio durante el cual podria aparecer
el cancer. Con el objetivo de evaluar la posible participacién de
GAL3ST2 en la tumorigénesis mamaria, estamos estudiando la
interaccion entre epitelio y estroma. Previamente mostramos que
proteinas producidas por células epiteliales de mama (NMuMG)
provocarian la inhibicién de la diferenciaciéon de preadipocitos a
adipocitos en un modelo in vitro (3T3-L1), entre ellas la GAL3ST2.
Estudios con la proteina recombinante disminuyeron en adipocitos
la acumulacién de triglicéridos un 31% y la expresion del factor
de transcripcién adipogénico C/EBP beta un 50%. Aqui estudia-
mos la expresion de GAL3ST2 en células epiteliales de mama y
su efecto sobre la diferenciacién de preadipocitos. Se realizaron
western blot para determinar la expresion proteica, relativizada
por GAPDH. Los preadipocitos se diferenciaron a adipocitos
con agentes inductores en presencia o ausencia de GAL3ST2
recombinante. Se evalud expresion de GAL3ST2 en dos lineas
de tumor mamario humano con diferente capacidad metastasica
(MCF-7 y MDA-MB-468), utilizando como controles positivos lineas
de tumor de colon humano (SW480 y SPRY2). Se observé una
expresion significativamente mayor en MDA-MB-468 respecto de
MCF-7 (1.45 + 0.03 UA vs 1.23 + 0.05 UA, respectivamente, p=
0.003). Se evalud expresion de AP2 como marcador de diferen-
ciacion de adipocitos. Al quinto dia de la diferenciacion se vié
una significativa inhibicion de la expresion de AP2 en las células
tratadas con la enzima (células no tratadas: 13.09 + 1.02 vs cé-
lulas tratadas: 6.77 + 0.99; p=0.002). Estos resultados indicarian
que la GAL3ST2 estaria afectando la diferenciacion celular del
preadipocito y establecerian una posible relacién entre expresion
de la enzima y la capacidad metastasica tumoral.

128. (237)INCREMENTO DE LA CAPACIDAD ADIPOGENICA
IN VITRO DE PRECURSORES DEL TEJIDO ADIPOSO
ABDOMINAL EN LA RATA MACHO JOVEN CON OBE-
SIDAD HIPOTALAMICA

Zubira, M., Spinedi, E., Giovambattista, A.

Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular CONICET-
CICPBA
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La inapropiada expansion del tejido adiposo (TA) resulta en el
desarrollo de obesidad y alteraciones metabdlicas. Sin embargo,
no es claro si durante la expansion del TA se generan nuevos
adipocitos y en qué etapa ocurre. Hemos ya demostrado en el
modelo de obesidad hipotalamica que la adipogénesis se encuen-
tra inhibida en etapas avanzadas de la expansién del TA (edad
adulta). En este trabajo evaluamos la capacidad adipogénica
en un estadio precoz de la expansion del TA en este modelo.
Utilizamos ratas macho, de 30 dias de vida, tratadas neonatal-
mente con monosodio glutamato (MSG) o vehiculo (CTR). En
el dia experimental recolectamos sangre troncal para dosar las
concentraciones de leptina (LEP), insulina (INS) y corticosterona
(CORT). Disecamos el TA retroperitoneal (TARP) para aislar
células precursoras contenidas en la fraccién estroma vascular
(FEV), las que se cultivaron hasta confluencia. En ese dia se
cuantificé la expresion de ARNm Pref-1 (PCR TR) y se indujo la
diferenciacion. Las células se mantuvieron en cultivo hasta el dia
10 post-diferenciaciéon (Pd), determinandose LEP en el medio.
Al finalizar el cultivo cuantificamos la acumulacion intracelular
lipidica (Oil-Red O), la expresion de diversos genes (LEP, PPARg
y Adiponectina) y el porcentaje de diferenciacion celular. Los
resultados indican un aumento (p<0,05 vs. CTR) en los niveles
circulantes de LEP y en la masa de TARP de animales MSG.
Los niveles de Pref-1 fueron menores (p<0,05 vs. CTR) en la
FEV de los animales MSG. Contrariamente, las expresiones
de LEP y PPARg, aunque no de Adiponectina, incrementaron
(p<0,05 vs. CTR) al Pd 10. La concentracion de LEP liberada y
el contenido lipidico celular fueron mayores (p<0,05 vs. CTR) en
MSG. Estos resultados indican que la capacidad adipogénica in
vitro estaria aumentada en precursores adipogénicos de ratas
MSG. Nuestro estudio sugiere que la hiperplasia contribuiria a la
expansion de la masa de TARP en este fenotipo hiperadiposo.
(PIPO704-PICT1051)

129. (386) EFECTOS DEL SINDROME METABOLICO IN-
DUCIDO POR FRUCTOSA SOBRE LA REPARACION
OSEA EN RATAS

Felice, J., Mccarthy, A., Cortizo, A.

Laboratorio de Investigacion en Osteopatias y Metabolismo
Mineral

El Sindrome Metabdlico (SM) se asocia con riesgo cardiovas-
cular aumentado. Varios estudios clinicos han evaluado los efectos
del SM sobre el tejido y/o metabolismo déseo, la mayoria de los
cuales encontré una mayor prevalencia de osteopenia y osteoporo-
sis, asi como una mayor incidencia de fracturas osteoporéticas no
vertebrales. En el proceso de reparacion de fracturas es necesario
un acoplamiento preciso entre la resorcion 6sea mediada por
osteoclastos y la formacion 6sea osteoblastica. En este trabajo
se evaluaron los posibles efectos del SM inducido por una dieta
rica en fructosa sobre la reparacion de una lesion 6sea. Ratas
Sprague-Dawley macho jévenes (200g de peso) se dividieron en
dos grupos: C (Control; sin tratamiento) y F (Fructosa; solucién de
fructosa al 10% en el agua de bebida ad libitum). Luego de 15 dias
de iniciado el tratamiento se les practicé un defecto circular de 1
mm de didmetro en el hueso parietal derecho. El tratamiento con
o sin fructosa continud por 15 dias subsiguientes, luego de lo cual
los animales se sacrificaron bajo anestesia. Previo al sacrificio, se
tomaron muestras de sangre posprandial para evaluar su estado
metabdlico. Se disecaron los parietales para realizar un analisis
histomorfométrico mediante tincion con Hematoxilina y Eosina,
e histoquimica para fosfatasa &cida tartrato resistente (TRAP)
como medida de la actividad de osteoclastos. Los parametros
sanguineos del grupo F mostraron una elevacién en la glucemia
(152% de C, p<0.002), trigliceridemia (208% de C, p<0.0001),
fructosaminemia (156% de C, p<0.05) e insulinemia (414% de
C, p<0.05), lo cual es compatible con la induccién de SM. El
analisis histomorfométrico de las lesiones parietales del grupo
F reveld una disminucion en el area de hueso regenerado (43%
de C, p<0.01), en la densidad osteocitica (90% de C, p<0.005) y
en la actividad TRAP (40% de C, p<0.05). En conclusién, el SM
inducido por fructosa en ratas genera una menor capacidad de
regeneracion de lesiones dseas.
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130. (93) EFECTO DE LAS LIPOPROTEINAS HDL, LDL Y
VLDL SOBRE LA ESTRUCTURA DE UN SURFACTAN-
TE PULMONAR EXOGENO BOVINO.
Martinez Sarrasague, M."; Cimato, A."; Piehl, L.'; Merofio,
T.2; Facorro, G.!
Facultad de Farmacia y Bioquimica. UBA' Lab. de Lipidos
y Lipoproteinas, Dpto. Bioq. Clinica, FFyB. UBA?

En numerosas patologias, la terapia con surfactante pulmonar
exogeno (SPE) resulta ineficaz debido a la presencia de compo-
nentes séricos. En trabajos previos demostramos que la presencia
de suero desagrega la macro-estructura (menor fracciéon activa
pesada), rigidiza la zona hidrofébica y aumenta el orden en la
zona polar de la bicapa lo cual correlaciona con la pérdida de la
actividad biolégica. Estos cambios no pudieron ser atribuidos a
gamma globulinas ni colesterol. La desagregacion y los cambios
estructurales en la zona hidrofébica fueron atribuidos a la albdmi-
na. El objetivo de este trabajo es estudiar cambios estructurales
y de fluidez en un SPE producidos por las lipoproteinas séricas.
SPE bovino adicionado con suero o con las distintas lipoproteinas
(VLDL, LDL y HDL separadas por ultracentrigacion) en concen-
traciones equivalentes a las séricas, fue marcado con 5y 16
doxil-estearico y de los espectros obtenidos por Resonancia de
Espin Electrénico (ESR) se obtuvieron: tiempo de correlacion f,
parametro de orden S, relacién S/W y doble integral DI. La adicién
de suero produce incremento del S (mayor rigidez en la zona po-
lar), aumento del t (menor fluidez en la zona hidrofébica), menor
fraccion pesada activa (menor DI), pero no altera la relacion S/W
(relacién fase ordenada/fase fluida). La adicién de LDL no produjo
cambios significativos en ninguno de los parametros espectrales.
La HDL aumenté el S (p<0.01) y la relacién S/W (p<0.01), pero
no produjo cambios significativos en t. La VLDL solo produjo in-
cremento en el t (p<0.05). La fraccién pesada obtenida por centri-
fugacion solo disminuy6 significativamente en presencia de VLDL
(p<0.05). En Conclusién: VLDL tiene un comportamiento similar
a la albumina. Se atribuye a la HDL el aumento de rigidez en la
zona polar, responsable de la pérdida de actividad tensioactiva.
Futuros estudios de otras propiedades biofisicas podran dar mayor
informacién del efecto de HDL y VLDL sobre el SPE.

131. (157) DETECCION DE FACTORES PREDISPONENTES

Y FARMACOS CAUSALES DE LA PROLONGACION
DEL INTERVALO QTC EN LA PRACTICA CLINICA
COTIDIANA
Keller, G."?; Alvarez, P.3%; Ponte, M.*; Belloso, W.5; Bagnes,
C.5; Campos, A."; Di Girolamo, G.!
Unidad de Farmacovigilancia, Segunda Cdtedra de Far-
macologia, Facultad de Medicina, UBA." Departamento
de Emergencias, Hospital General de Agudos Donacion
Francisco Santojanni.? Division Cardiologia, Hospital de
Clinicas José de San Martin.’Departamento de Medicina
Interna, Hospital General de Agudos Cosme Argerich.* Sec-
cion Farmacologia Clinica, Hospital Italiano de Buenos
Aires.® Unidad de Oncologia, Hospital General de Agudos
Dr Enrique Tornu®

Introduccién: La prolongacién del intervalo QT por farmacos
es una reaccion adversa de alto riesgo para pacientes y la causa
mas frecuente de retiro de farmacos del mercado. El objetivo de
este estudio fue determinar los farmacos y factores de riesgo
mas frecuentes en la practica clinica cotidiana. Métodos: se
incluyeron pacientes admitidos consecutivamente en los centros
participantes, recabandose antecedentes del paciente de las his-
torias clinicas. Se realizaron electrocardiogramas antes, durante
y luego de los tratamientos farmacoldgicos indicados. El intervalo
QT fue medido en ms y corregido por formula de Bazzet (QTc).
Se midi6 la diferencia de QTc Basal vs Tratamiento (AQTc).
Resultados: Se evaluaron 965 pacientes (49,9% varones) con
una edad media (rango) de 58 (18-98). El QTc (ms) promedio
(SD) basal fue 429 (28), durante el tratamiento 433 (30), y luego
del tratamiento 429 (23). EI AQTc promedio fue de +4 ms (31).
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Del total de pacientes, 337 (34,9%) prolongaron el QTc en valor
absoluto (> 450 en hombres o 430 en mujeres), incluyendo 47
casos de >500 ms. 171 pacientes (17,7%) presentaron AQTc
>20 ms, siendo 61 >50 ms. Se encontrdé un riesgo relativo ele-
vado de presentar QTc >430 ms en hombres o 450 en mujeres
para los antecedentes de insuficiencia renal (1,62) y diabetes
(1,38) y de presentar AQTc >20 ms para los antecedentes de
insuficiencia cardiaca (1,68), cardiomiopatia isquémica (1,57),
insuficiencia renal (1,88), y diabetes (1,98). El analisis de los
farmacos, mostré un elevado riesgo de prolongacion del inter-
valo QTc para midazolam, levofloxacina, propofol, anfotericina
B, carvedilol, diltiazem, dobutamina, bleomicina, y bromazepam
entre otros. Discusion: La prolongacién del intervalo QTc por
farmacos es frecuente en la practica clinica habitual. Los factores
predisponentes y farmacos implicados pueden ser reconocidos y
utilizados para determinar y controlar que pacientes se encuen-
tran en riesgo de este evento.

132. (391) EVALUACION DE LA NEUROTOXICIDAD POR
ENDOSULFAN: CARACTERIZACION DE LA RESPUES-
TA DE ALERTA AUDITIVA'Y SU MODULACION POR
PRE-PULSOS EN RATAS JOVENES Y ADULTAS
Tardivo, A."; Yodice, A.'; Hess, L.'; Scremin, O.'%3; Chial-
vo, D."”

Profisio, Facultad de Medicina UNR' CONICET? School of
Medicine, UCLA, USA3

Introduccion: En ausencia de convulsiones, la intoxicacion
por endosulfan (ES) y andlogos resulta dificil de detectar. Un
biomarcador no-invasivo que permita la deteccion objetiva de
la intoxicacion por endosulfan seria extremadamente util. La
respuesta motora de alerta auditiva (RAA) inducida por un pulso
intenso de sonido y su modulacién por pre-pulsos (PP) de baja
intensidad es sencilla y puede adaptarse a uso en humanos. Ob-
jetivo: Este trabajo intenta determinar si la RAA, o su modulacién
por PP se altera a dosis pre-convulsivas de ES, administrado
intra-gastricamente, en ratas jovenes (37-45 dias) y adultas
(118dias). Disefio: Los animales se colocaron en un mdédulo
provisto de un acelerometro dentro de una caja oscura aislada
de sonido y se los expuso a tres clases de estimulos: Un pulso
de alerta acustico de 40 mseg, 92 dB solo (AA) o precedido por
100 mseg por un pre-pulso de 20 mseg y 73dB (PP73) o 84 dB
(PP84). Cada sujeto recibié 20 estimulos de cada clase en el
mismo orden pseudo-random con intervalo variable. La dosis
convulsiva 50% (DC50) determinada con el método de “up and
down” de Dixon fue de 30 mg/kg. Se trataron 4 grupos de ratas
con endosulfan 0.25, 0.5 o 1 DL50 y vehiculo (V). Resultados:
El significado de ES vs. V (t-test P <0.05) se indica con (*). Las
ratas jovenes tratadas con ES a 0.25x (n=10) y 0.5x (n=10) DL50
no mostraron diferencias con controles (n=10).A 1x DC50 (n=9)
todas las respuestas se incrementaron. AA fue de (mediaxerror
standard) 27.1+1.9*, V=14.6+1.0. Las ratas adultas tratadas con
0.25 DC50 (n=12) no mostraron ninguna diferencia significativa
con controles (n=12). A 0.5 DC50 sin embargo, para AA, ES
(n=8): 22.9+1.0*, V (n=8)= 11.5+0.4; PP73, ES= 16.7+0.8*, V=
10.6+£0.3; PP84, ES =10.5+0.4*, V=7.2+0.4. Conclusiones: La
RAA no seria util como biomarcador de la intoxicacién aguda por
ES en animales jovenes. Resta determinar como se conduce este
test en la exposicion crénica al téxico.

133. (427) PRODUCCION DE NANOPARTICULAS COMBI-
NADAS DE DERMATAN SULFATO Y QUITOSAN CON
POTENCIAL APLICACION TERAPEUTICA Y/O DE
DIAGNOSTICO PRODUCCION DE NANOPARTICULAS
COMBINADAS DE DERMATAN SULFATO Y QUITO-
SAN CON POTENCIAL APLICACION TERAPEUTICA
Y/O DIAGNOSTICO.

Gualco, L."; Rasente, R.'; Imperiale, J.; Sosnik, A.2; Ca-
labrese, G."

Cdétedra de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Far-
macia y Bioquimica, UBA' Catedra de Tecnologia Farma-
céutica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA?



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

La injuria endotelial activa un programa inflamatorio, angiogéni-
co y trombdtico con consecuencias en el remodelado de la matriz
extracelular vascular.Las nanoparticulas (NPs) con dermatan
sulfato (DS) podrian diferenciar el endotelio normal del injuriado.
Nuestro objetivo fue producir NPs combinadas de DS y quitosan
(QT) con potencial aplicacion terapéutica y/o de diagndstico. Para
lo cual se empleé DS (Syntex, Argentina) de 5 KDa, altamente
sulfatado (27.7+1.9 pg%) con una potencia anticoagulante de 1
U/mg; y una solucién de QT (Sigma). 10 ml de la solucién de QT
(0.05%, pH: 5.0) fueron inyectados (flujo de 40 ml/hora) sobre 40
ml de la solucién de DS (0.15%, pH 5.0) con agitacién constante
durante 15 min.Sobre las dispersiones se evalué la concentracion
de DS por metacromasia, el diametro promedio, la distribucion de
tamanos y el potencial Z (ZP) por DLS (Zetasizer Nano-ZS, Malvern
Instruments,UK), en el momento de la obtencién y a lo largo de
28 dias.Los pellets obtenidos por centrifugacion de las dispersio-
nes a 5000 rpm durante 20 min (12-16°C) fueron resuspendidos
en: solucion fisiolégica (NPs1), buffer fosfato (NPs2), o DEMEM
con (NPs3) y sin (NPs4) suero fetal bovino (SFB) al 10% para la
determinacion de la concentracion de DS y su didmetro promedio.
El tamafo promedio de las dispersiones recién obtenidas fue
149-156 (nm) (n=3) a lo largo del periodo de estudio; siendo el
ZP de -31.81+ 5.67 (n=14).El porcentaje de recuperacion de DS
en el pellet fue NP4> NP3> NP1 y NP2 (10, 0.45, no significativo;
respectivamente), siendo el diametro promedio de NP4 de 263-296
nmy de NP3 97-110 nm. Las principales conclusiones de nuestro
trabajo son: 1) este procedimiento permite obtener NPs de DS/
QT de bajos diametros promedio y estables; 2) la centrifugacion
posibilita el aislamiento de las NPs y 3) La resuspension de las
NPs en el medio de cultivo celular DEMEM con suero permitio el
aislamiento de NPs mas pequefias aunque con bajo porcentaje
de recuperacion.

134. (456) NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL TRATA-
MIENTO DEL DOLOR: POTENCIACION DEL EFECTO
ANALGESICO Y MODIFICACION DE LA TOLERANCIA
DE MORFINA POR LOS ACIDOS GRASOS OMEGA-3
EN RATAS

Laino, C.; Escudero, G.

Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional de La Rioja

El tratamiento del dolor severo agudo y crénico sigue siendo
un desafio importante y comun en la clinica médica. Los efectos
secundarios y el desarrollo de la tolerancia al efecto analgésico de
la morfina son las mayores complicaciones durante el tratamiento
crénico, limitando la utilidad de la morfina en el tratamiento del
dolor. Recientes evidencias han asociado a los acidos grasos
omega-3 (AG ®-3) con la reduccion del dolor. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto analgésico de los AG ®-3
en monoterapia o0 en combinacién con morfina, después de su
administracion aguda y cronica en la prueba de la plancha caliente
en ratas. Los animales fueron alimentados con una dieta regular
o una dieta suplementada con AG ®-3. Después de 16 dias, los
AG ©-3 aumentaron la latencia de la respuesta analgésica en
comparacion con el grupo control. El cotratamiento agudo de
morfina con AG -3, después de 16 dias de tratamiento con estos
acidos grasos, produjo un efecto analgésico aditivo. Ademas, el
tratamiento combinado de morfina crénica con AG »-3, después
de 16 o 30 dias de tratamiento con estos acidos grasos, dismi-
nuy6 o bloqued el desarrollo de tolerancia del efecto analgésico
de morfina, respectivamente. Nuestros resultados sugieren que el
efecto analgésico aditivo del tratamiento combinado de morfina y
AG 0-3, y la disminucién de la tolerancia de este opioide por este
cotratamiento, podrian representar una estrategia de tratamiento
del dolor severo agudo y crénico para reducir la aparicién de los
efectos adversos.

135. (484) TIOSEMICARBAZONA DE LA 4,4’-DIMETOXIBEN-
ZOFENONA: UN COMPUESTO LIDER CON ACTIVIDAD
PROAPOPTOTICA SOBRE MODELOS DE LEUCEMIAS
AGUDAS HUMANAS.
Cabrera, M."; Gémez, N.'; Moglioni, A."; Shayo, C.%; Fer-
nandez, N.'; Davio, C.’
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Cdtedra de Quimica Medicinal, Departamento de Far-
macologia, FFyB, UBA." Catedra de Quimica Medicinal,
Departamento de Farmacologia, FFyB, UBA.?

El tratamiento de las leucemias humanas, en particular de las
leucemias agudas (LA), continda siendo un desafio al presente.
La gran versatilidad tanto a nivel estructural como a nivel de la
variedad de actividades bioldgicas observadas en compuestos
pertenecientes a la familia de las tiosemicarbazonas (TSC), los
hace atractivos para el desarrollo de nuevos farmacos. Resulta-
dos previos del laboratorio mostraron que la tiosemicarbazona
de la 4,4’-dimetoxibenzofenona (T44Bf) es un compuesto capaz
de inhibir la proliferacion de la linea celular U937. El objetivo del
presente trabajo es evaluar la capacidad de dicha molécula de
inhibir la proliferacion e inducir apoptosis en un panel de lineas
celulares utilizadas como modelos de LA (LMA: KG1a, HL60,
U937 y LLA: Jurkat) e iniciar la descripcion de su mecanismo de
accion. Al evaluar la inhibicion de la proliferacién por reduccién
de MTS y conteo celular, observamos que 48h de tratamiento
con T44Bf induce una inhibicién de la proliferacion concentracién
dependiente con una CI50 de 5uM. La inhibicion maxima alcan-
zada para HL60 y U937 fue del 90% mientras que para KGla 'y
Jurkat fue del 70%. Como indicadores de apoptosis evaluamos
mediante western blot los niveles de caspasa 3 y PARP clivados,
asi como la actividad enzimatica de caspasa 3 utilizando un kit
colorimétrico y la marcacion con AnexinaV/IP en ensayos de
citometria de flujo. Los resultados obtenidos en estos ensayos
correlacionaron con la inhibicién de la proliferacién previamente
observada. Finalmente, en ensayos de western blot observamos
que T44Bf modula en forma tiempo dependiente los niveles de Bcl-
2 y pERK1/2 por un mecanismo independiente de la generacién
de especies reactivas del oxigeno (determinado por la capacidad
de oxidar la zonda fluorescente DCF-DA). Estos resultados nos
permitieron postular a T44Bf como compuesto lider con actividad
proapoptética capaz de modular a la proteina antiapoptética Bcl-2
en diferentes modelos de LA humana.

136. (488) GLIBENCLAMIDE, A BLOCKER OF KATP CHAN-
NELS, SHOWS ANTHELMINTIC ACTIVITY IN ECHINO-
COCCUS GRANULOSUS LARVAL STAGE INVOLVING
AN AUTOPHAGY MECHANISM.

Loos, J. ; Cumino, A.

Dpto Biologia, Facultad de Cs Ex y Nat, Universidad Na-
cional de Mar del Plata

ATP-sensitive potassium (KATP) channels serve as a vital
link between cellular metabolism and membrane electrical activity
in cells of vertebrate and invertebrate. The pharmacologic char-
acteristics of KATP channels include blockade by sulfonylureas
such as glibenclamide (GBC), that cause the closure of the ATP-
modulated K+ channels through binding to regulatory subunit
SUR (sulfonylurea receptor), altering the membrane potential and
triggering a variety of downstream events. This inhibition of KATP
channels may cause membrane depolarization and a release of
calcium via voltage-dependent channels. In this work we tested
GBC as a new antiechinoccocal compound against the larval
stages of Echinococcus granulosus (Eg), the causative agent of
human hydatid disease. GBC inhibited viability in protoscoleces and
cysts, in a dose-dependent manner. After 15 days of incubation with
200pM GBC the viability of treated protoscoleces was reduced to
45 + 5% whereas after 2 days of treatment, the in vitro culture of
cysts resulted in detachment of the germinal layers. Ultrastructural
damages, determined by SEM, appeared earlier than the viability
inhibition, and with lower drug concentrations. In addition, on treated
protoscoleces with GBC an increase in intracellular Ca?* concentra-
tion (labeling with Fluo-3 AM) was observed. GBC also increased
the level of acidic vesicles (detected by staining with acridine or-
ange and confocal microscopy), upregulated the LC3II expression
(confirmed by immunoblot) and the key genes of the autophagic
pathway (atg6, atg8, atgl2 and atg18) in treated protoscoleces.
As GLB sensitivity is the major criterion used to detect SUR, we
identified in silico one putative E-SUR ortholog in Echinococcus
genome (pathogen_EMU_scaffold_007728) that showed 38% of
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identity with H. sapiens ortholog. Our data reveal conservation of
a possible GBC-sensitive K* channel in Echinococcus and suggest
that it may play an important role in the survival of larval stage.
137. (492) EFECTO PROAPOPTOTICO DE UN NUEVO INHI-
BIDOR DE LA GTPASA RAC1 SOBRE MODELOS DE
LEUCEMIA AGUDA HUMANA

Echeverria, E."; Gomez, D.?; Davio, C.'; Fernandez, N.;
Lorenzano-Menna, P.?

Laboratorio de Farmacologia de Receptores, Cat. Qca
Medicinal, FFyB, UBA' Laboratorio de Oncologia Molecular,
Universidad Nacional de Quilmes?

Las Rho GTPasas son una familia de proteinas pequefas de
unién a GTP implicadas en la transcripcion de genes, reorganiza-
cion del citoesqueleto y progresion del ciclo celular. Entre los 22
miembros de la familia se encuentra Rac1, cuya sobreactivacion
en células leucémicas estd asociada a migracion e invasion. El
objetivo del presente trabajo es estudiar los efectos de un novel
inhibidor de Rac1/GEF, ZINC69391, sobre distintos modelos de
células leucémicas. Al evaluar sus efectos sobre la inhibicion de
la proliferacion por reducciéon de MTS, observamos una inhibicién
maxima de la proliferacién del 100%, tiempo y concentracién de-
pendiente con valores depCI50 de 4,57+0,02 en HL60, 4,44 +0,03
en U937 y 4,56+0,02 en KG1A. Esto fue corroborado por conteo
de células viables. Para evaluar apoptosis medimos la actividad
enzimatica de caspasa 3 a las 12h de tratamiento con 120 mM del
inhibidor, esta fue de 18+1 veces respecto al control para HL60 y
de 2,9+0,7 y 2,6+0,2 para KG1A y U937 respectivamente. Resulta-
dos similares fueron obtenidos a las 24h de tratamiento con 50mM
de ZINC69391. Estos resultados fueron confirmados por Western
Blot de caspasa 3 y PARP clivados. Ensayos de citometria de
flujo mostraron que mientras que en células HL60 la marcacién
con AnexinaV fue positiva en el 52,9% de la poblacién celular
tratada con 50mM del inhibidor, en U937 fue del 16,5%. Para
explicar el mecanismo por el cual el inhibidor provoca apoptosis
en estos sistemas, medimos la produccion de especies reactivas
de oxigeno y observamos en todos los modelos, un incremento
del 40% (p<0,05) luego de 5h de tratamiento.La expresion de
Bcl2, evaluada mediante western blot, mostré ser mayor en
U937 y KG1A que en las células HL60, lo que podria explicar las
diferencias de susceptibilidad observadas en las distintas lineas.
Estos resultados sefialan a ZINC69391 como un compuesto con
actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en modelos de
leucemias agudas humanas.

138. (524) ALTERACION DE LA EXPRESION DEL MI-
CROARN (MIR) 122 EN UN MODELO DE HEPATOTOXI-
CIDAD AGUDA INDUCIDA POR TETRACLORURO DE
CARBONO (TC) EN RATAS

Lardizabal, M."; Nocito, A.2; Daniele, S.3; Rodriguez, R.%;
Palatnik, J.%; Veggi, L.

Instituto de Fisiologia Experimental IFISE - CONICET' Fa-
cultad de Ciencias Médicas (UNR)? Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas (UNR)* IBR (CONICET-
UNR)*

La hepatotoxicidad es una patologia que involucra un dafio
al higado asociado a la produccion de muerte celular y/o alguna
alteracién de la funcion del érgano debido a la exposicion a un
xenobidtico. EI TC es un hepatotéxico reconocido utilizado como
modelo en la rata. Los miRs son moléculas de ARN de 21-23 nt
que regulan la expresion génica a nivel post-transcripcional. El
miR-122 es especifico y mayoritario en el higado, conocido por
su rol en el metabolismo de lipidos y por su expresién disminuida
en hepatocarcinomas. Su transcripcion puede ser regulada espe-
cificamente por los factores de transcripcion CCAAT/enhancer-
binding protein alpha (C/EBPa) y Hepatocyte Nuclear Factor 4
Alpha (HNF4a). También, su estabilidad puede ser regulada por
adenilacion mediante la enzima poli (A) polimerasa Germ-line
Development 2 (GLD-2). Previamente observamos una dismi-
nucién del miR-122 junto con un aumento en los niveles de su
gen target, Ciclina G1, en un modelo de hepatotoxicidad aguda
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inducida por TC. Nos propusimos entonces evaluar sobre este
modelo los factores que pueden explicar su expresion alterada.
Se inyectaron ratas Wistar macho adultas con TC (i.p., 1 mL/kg
rata) y aceite de maiz (vehiculo TC, i.p.) y se sacrificaron a las 24
hs. El dafio establecido se corroboré mediante determinacién de
los niveles séricos de ALT y AST, y mediante estudios anatomo-
patoldégicos sobre cortes histoldgicos. Se determind la expresion
hepatica de: el precursor de miR-122 (pri-miR-122), C/EBPa,
HNF4a y GLD-2 mediante RT-qPCR. Observamos una disminu-
cion estadisticamente significativa (p<0,05, n=4) en los niveles
de expresion de pri-miR-122 y C/EBPa, mientras que los niveles
de HNF4a no se vieron alterados y la expresion de GLD-2 se vio
aumentada. Nuestros resultados sugieren que la disminucion del
miR-122 en un modelo de hepatotoxicidad aguda inducida por
TC esta asociada a una disminucion de la expresion del factor
de transcripcion C/EBPa.

139. (549) CARACTERIZACION DE DOS MUTANTES EN
F243 DEL RECEPTOR H2 A HISTAMINA. EFECTO
SOBRE EL MECANISMO DE ACCION DE AGONISTAS
INVERSOS.

Granja-Galeano, G."; Echeverria, E.'; Fabian, L."; Fazzari,
E.'; Shayo, C.2; Davio, C.'; Fernandez, N.'; Monczor, F.!
Laboratorio de Farmacologia de Receptores, Cdtedra de
Quimica Medicinal, FFyB, UBA' Laboratorio de Patologia
Molecular, IByME, CONICET?

Previamente describimos que el receptor H2 a histamina (rH2),
perteneciente a la familia de receptores acoplados a proteina G
(GPCR), puede adquirir una conformacion inactiva que secuestra
proteina Gs interfiendo en la sefalizacion de GPCRs que utilizan
la misma via. A su vez, mutaciones de la F424 del rH1 inducen
espontaneamente una conformacion del receptor capaz de se-
cuestrar Gg. Mediante estudios de alineacién determinamos que
el homdlogo en el rH2 es la F243. Por ello decidimos estudiar el
efecto de mutar F243 sobre la funcionalidad del rH2. Mediante
modelado por homologia observamos que las interacciones que
presenta este residuo son del tipo C-C, por lo que lo mutamos por
A, provocando la pérdida de las mismas, o por S ganando una
interaccion del tipo puente de H. Mediante ensayos de union, en
células HEK293T transfectadas, verificamos la correcta expresion
en membrana de las mutantes. Al medir los niveles de AMPc,
observamos que si bien las mutantes presentaron una menor ac-
tividad constitutiva, su capacidad de respuesta a agonistas o ago-
nistas inversos no se vio disminuida. Para evaluar la capacidad de
las mutantes de interferir sobre la sefializacion de otro GPCR, las
variantes fueron cotransfectadas con el receptor p2adrenérgico.
Solo la coexpresion con la mutante F243S provocé una reduccion
en la respuesta a isoproterenol (30% vs rH2wt) indicando que
dicha mutacion induce espontaneamente una conformacién capaz
de secuestrar Gs. A su vez, cimetidina, ligando especifico de
rH2, incapaz de promover el secuestro de Gs al interactuar con
el rH2wt, disminuy6 un 45% la respuesta del B2A al actuar sobre
las mutantes. Mediante el modelo del complejo cubico ternario pu-
dimos explicar el efecto de las mutaciones como una disminucion
en la capacidad de activaciéon del receptor cuando se encuentra
unido a la proteina G. Estos resultados indican la importancia de
la F243 sobre el mecanismo de accién de agonistas inversos del
rH2 y el secuestro de la proteina G.

140. (551) MODULACION MUSCARINICA DE LA ANGIOGE-
NESIS INFLAMATORIA Y TUMORAL

Espafiol, A.; Dmytrenko, G.; Sales, M.
CEFYBO-CONICET

La angiogénesis es la formacién de vasos sanguineos y es
crucial tanto en la inflamacién como en la progresion tumoral. El
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es el princi-
pal promotor de este proceso. Demostramos que los receptores
muscarinicos (RM) regulan la tumorigénesis y se postula que este
proceso tiene aspectos comunes con la inflamacién. Estudiamos
el efecto de la estimulaciéon muscarinica en células NIH3T3 tra-
tadas con lipolisacarido (LPS) de E.coli (10ng/mi+IFNg 0,5ng/
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ml) (NIH3T3*) en comparacion con células tumorales SCA-9. Por
Western blot (Wb) observamos que las células NIH3T3* expresan
los subtipos M,>M,>M, de RM, mientras que las SCA-9 expresan
M>M,>>M_>M >M,. También demostramos una expresion basal
de VEGF-A similar para ambos tipos celulares, que se incremento
diferencialmente en presencia del agonista colinérgico carbacol
(Carb) (10° M) (NIH3T3*: 38+1%; SCA-9: 134+2) (p<0,001 vs.
control). El efecto se revirtié en presencia de atropina (AT) (108
M). En ensayos de angiogénesis in vivo observamos que tanto las
células NIH3T3* como las SCA-9 estimulan la neovascularizacién
medida por TIA (N°. vasos sanguineos/mm2) (control (piel normal):
1,2+0,2; NIH3T3*: 2,0+0,2; SCA-9: 2,1+0,3) (p<0,001 vs. control)
y el tratamiento con Carb (10° M) potencié dicha respuesta (NI-
H3T3*: 2,9+0,3; SCA-9: 2,8+0,1) (p<0,05). Por Wb determinamos
la expresion de VEGF-A en la piel del sitio de inoculacion de célu-
las NIH3T3* y SCA-9. Los valores de densidad 6ptica (D.O.) de las
bandas proteicas se correlacionaron con la respuesta neovascular
observada in vivo (NIH3T3*: 21,2+1,1; NIH3T3*+Carb: 35,8+1,3;
SCA-9: 45,7+2,5; SCA-9+Carb: 68,4+2,1). Concluimos que la
activacién muscarinica modula diferencialmente la respuesta
angiogénica de los dos tipos de células estudiadas.

141. (561) ROL DE LA OXIDO NIiTRICO SINTASA EN EL
EFECTO DE DENATONIO Y CICLOHEXIMIDA SOBRE
LA SECRECION DE AMILASA EN GLANDULA SUB-
MAXILAR MURINA
Rossi, C.'; Dasso, M.?; Pignataro, O.3; Diez, R.2; Sales, M.!
CEFYBO - CONICET' 22 Catedra de Farmacologia, Facul-
tad de Medicina, UBA? IBYME - CONICET?

La transduccion de la percepcién amarga en tejido gustativo
murino estd mediada por la activaciéon de receptores acoplados
a proteina G, llamados T2R. Hemos demostrado previamente por
Western blot e inmunohistoquimica que la glandula submaxilar
(GSM) murina expresa el subtipo de receptor T2R6. Dos com-
puestos amargos, denatonio (DEN 10°M) y cicloheximida (CICLO
105 M), inhiben la secrecion de amilasa en GSM murina (DEN:
48,0+2,9%; CICLO: 50,1+8,8%) con respecto al control (100%,
GSM no tratada). Es bien sabido que la 6xido nitrico sintasa
(NOS) se encuentra involucrada en mecanismos de secrecion
de glandulas exdcrinas, de manera que quisimos estudiar su
rol en el efecto de los dos compuestos amargos. Por Western
blot e inmunohistoquimica observamos la expresion de las
isoformas calcio-dependientes NOS1 y NOSS3, que se localizan
respectivamente en células ductales y serosas y en el endotelio
vascular. Mediante la técnica de Griess observamos que tanto
DEN como CICLO inhiben la actividad de la NOS de manera
concentracion-dependiente con respecto al control (54,7+1,7
UM/g tej.hum.) siendo 10°°M la concentracion efectiva maxima
para ambos compuestos (DEN: 55,5+5,0% y CICLO: 59,7+4,5%).
Al pretratar la GSM con un inhibidor no selectivo de la NOS (L-
NMMA 10 M) observamos que el efecto inhibitorio de DEN sobre
la secrecion de amilasa se ve reducido (32,5+4,0%; p<0,05)
mientras que el de CICLO es revertido totalmente (p<0,001).
Ambos compuestos aumentaron los niveles de AMPc (pmol/mg
prot.) (DEN: 94,8+7,5; p<0,05 vs. control; CICLO: 188,5+32,9;
p<0,001 vs. control; control: 58,1+7,9). Concluimos que en GSM
murina DEN y CICLO inhiben la actividad de la NOS e incre-
mentan los niveles de AMPc lo que aumentaria la actividad de
proteina quinasa A (PKA).

142. (578) MODULACION DE LA EXPRESION DE VEGF-A
POR RECEPTORES DE GUSTO AMARGO EN CELU-
LAS SCA-9.

Dmytrenko, G. ; Espafiol, A. ; Castro, M. ; Sales, M.
Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botanicos

Para el crecimiento de tumores sélidos es necesario el desarro-
llo de vasos sanguineos (angiogénesis) y el factor de crecimiento
del endotelio vascular-A (VEGF-A) es crucial en este proceso. El
mismo también puede ser modulado por el oxido nitrico (NO).
Previamente demostramos que las células tumorales SCA-9
expresan el receptor de gusto amargo (T2R) de subtipo 6 y las 3
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isoformas de 6xido nitrico sintasas (NOS). El denatonio (D), un
agonista amargo de los T2R, incrementa su proliferacion celular
en un 42% (p<0,001). Decidimos estudiar el efecto de este com-
puesto amargo sobre la expresion de VEGF-A y su modulacién
por la NOS. La determinacién de NO se realizé por el método de
Griess y la expresion de NOS y VEGF-A se determind por Wes-
tern Blot. Los resultados se expresaron como porcentajes respecto
del control. Observamos que el tratamiento de las células con
D produce una disminucion del 36+4% en la produccién de NO
(p<0,001) que se correlaciond con una disminucion del 66+8% de
la expresion de la NOS2. Al realizar ensayos de proliferacion con
D, la preincubacién con el inhibidor especifico de NOS1 (A5727)
o de NOS3 (I134) produjo un aumento de la misma (84+9% y
72+11 % respectivamente, p<0,001 vs. control o D) mientras que
la preincubacion con el inhibidor especifico de la NOS2 (aminogua-
nidina) no modificé el efecto del D. Demostramos que las células
SCA-9 expresan VEGF-A y que el tratamiento con D aumentd
su expresion en un 70+6% y la respuesta neovascular in vivo
(85+8%; p<0,05 vs. basal) mientras que la expresion de VEGF-A
en el sitio de inoculacion aumenté en un 139+14% (p<0,001 vs
basal). La preincubacion con LNMMA (inhibidor no selectivo de
las NOS) aumento en un 44,5% la expresion de VEGF-A respecto
al D. Concluimos que el D modula la expresion de VEGF-A por
un mecanismo NOS dependiente.

143. (583) LA PRODUCCION DE OXIDO NiTRICO EN EL
MUSCULO CILIAR DEL CERDO

Benozzi, G.; Quinteros Villarruel, E.; Benozzi, J.; Borda,
E.; Orman, B.

Catedra de Farmacologia-Facultad de Odontologia, UBA

El musculo ciliar (MC) es un musculo liso en forma de anillo
que al contraerse permite la acomodacion provocando un cambio
de la forma y la ubicacién del cristalino. El 6xido nitrico (ON)
producido en el MC modula el proceso de acomodacion permi-
tiendo una correcta vision. En este trabajo nosotros evaluamos la
capacidad del MC del cerdo para promover la produccion de ON
en presencia y ausencia de un agonista colinérgico y sus anta-
gonistas. Mediante la técnica de ELISA valoramos la produccién
de ON en presencia de pilocarpina y de antagonistas colinérgi-
cos de los subtipos M, (1x10M pirenzepina) y M, (4.5x10°M
J104129). Se observd que la pilocarpina a concentraciones
crecientes (1x10"%a 1x10¢ M) incrementa la produccion de ON
un 47%=+3.8 n=6, alcanzando un efecto maximo a 1x107 M. Este
efecto fue inhibido en presencia de 1x10°M atropina y 7.5x10
‘M L-NMMA un 54%=4.4 n=8 y 52%=+4.6 n=8, respectivamente.
Asimismo, los ensayos con los inhibidores de las isoformas de la
ONS mostraron que la produccién de ON disminuia un 31%+2.9
n=6 en presencia de 1x10°M L-NIO y 49%=3.9 n=6 con 1x10°M
NZ mientras que la m-UREA no tuvo efecto. Ademas, el efecto
estimulante de la pilocarpina involucra la movilizacion del cal-
cio, ya que en presencia de verapamilo y trifluoperazina fueron
bloqueados los efectos estimulantes de la pilocarpina sobre la
ONS. Los antagonistas colinérgicos muscarinicos especificos de
los subtipos M, y M, disminuyeron significativamente (p<0.001)
la produccién de ON por pilocarpina en un 39%+2.6 n=8 y
53%=4.1 n=6, respectivamente. Conclusién: Estos resultados
muestran que el ON es producido en el MC del cerdo a través
de la estimulacion colinérgica y es participe directo del proceso
de acomodacion ocular. Esta modulacién se produce a través
de la union y estimulacion de los receptores muscarinicos M, y
M, y se realiza a través de los subtipos constitutivos de la ONS
neuronal y endotelial en un proceso que involucra la moviliza-
cion del calcio.

144. (597) AVANCES EN LA EVALUACIC')N,IN VITRO DE
NUEVOS COMPUESTOS ANTIANDROGENICOS COMO
POSIBLE TRATAMIENTO CONTRA EL CANCER DE
PROSTATA

Vecchione, M.%; Eiras, J.2; Erlejman, A.3; Bruttomesso, A.2
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales’ Departamento
de Quimica Orgédnica, UMYMFOR, FCEyN, UBA? Depar-
tamento de Quimica Bioldgica, FCEyN, UBA®
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Introduccidn: Existe una relacion causal entre los andrégenos
y el cancer de prdstata, ya que responde en forma positiva a
terapias de inhibicion hormonal. En el desarrollo futuro de nuevas
terapias efectivas contra esta enfermedad, es importante el estudio
de compuestos capaces de suprimir la produccion de andrégenos
y/o que sean capaces de bloquear al AR. El Objetivo del presente
trabajo es la evaluacion de los compuestos previamente sinteti-
zados, inhibidores de CYP172 con respecto a la modulacién de la
actividad transcripcional del AR y el efecto citotéxico en una linea
celular de cancer de préstata andrégeno dependientes. Metodolo-
gia: Medicion de la actividad transcripcional de AR: Células HEK
293T se cotransfectaron por el método de fosfato de calcio con
pcDNA3-AR, pPSA-LUC y pRSV-B-galactosidasa. Tras la incuba-
cién, se reemplazé el medio por DMEM con SFA delipidado. Se
estimulé con DHT y flutamida o el compuesto sintético. Se midié la
actividad transcripcional mediante la actividad de luciferasa. Efecto
citotoxico en células LNCaP: Células LNCaP cultivadas en medio
RPMI, se sembraron en placas de 96 pocillos. Se arrestaron y se
cambid el medio de cultivo por RPMI sin rojo fenol suplementado
con DHT. Se trataron con flutamida o el compuesto sintético. La
citotoxicidad se evalué mediante el ensayo de MTT. Resultados:
Se encontré que 6 compuestos sintéticos inhibidores de CYP172,
también disminuyen la actividad transcripcional del AR. Las curvas
dosis-respuesta mostraron un comportamiento similar a flutamida
para la inhibicién del AR vy citotoxicidad. Conclusiones: Los re-
sultados obtenidos sugieren la posibilidad de una accién dual de
algunos de los compuestos estudiados como inhibidores en los
dos sistemas: la funcién de CYP17 en la biosintesis de andrége-
nos y la actividad del AR. ' Eiras J., Vecchione B. y Bruttomesso
A. XVIII SINAQO, 2011. 2Vecchione B. Tesis de Grado, 2011.
145. (662) DESARROLLO FARMI;\CEUTICO TEMPRANO DE
UNA NUEVA FORMULACION DE TERIPARATIDA
Farias, J."; Keller GA3; Parodi F.2; Papouchado M.; Silva
M."; Tavernese V.'; Bello R."; Lucini A.2; Di Girolamo G.3;
Diez R A.
Biosidus SA' Microquim S.A.? Departamento de Farmaco-
logfa. Facultad de Medicina. Universidad de Buenos Aires®

Introduccién: La teriparatida es un analogo de la hormona pa-
ratiroidea empleada para tratar la osteoporosis. Para desarrollar un
nuevo producto farmacéutico de teriparatida, y siguiendo la Guia
EMEA/CPMP/SWP/1042/99, se comparo la toxicidad de dosis re-
petida (TDR) y la biodisponibilidad (BR) del producto en desarrollo,
Osteofortil® (Biosidus S.A., Buenos Aires, Argentina) y el de referen-
cia, Forteo® (Eli-Lilly, Indianapolis, IN, EEUU). Materiales y métodos,
para la TDR se administro teriparatida (3 niveles de dosis, 28 d) en
72 ratas (Rattus norvegicus) de la cepa WKAH/hok (36 machos),
evaluando efecto sobre histopatologia y quimica clinica, tolerancia
local, inmunogenicidad y exposicion sistémica con la mayor dosis;
otras 12 ratas recibieron placebo. En BR, 24 voluntarios sanos (10
mujeres) recibieron teriparatida (20 pg SC), midiendo en plasma con
el equipo HS-Human PTH(1-34) ELISA, Immutopics International,
(San Clemente, California, 92673 EEUU) y anticuerpos antiteripara-
tida por ELISA. Resultados: La teriparatida aumento el peso de los
machos, aumenté moderadamente los niveles de FAL, proteinas
totales, CK, calcio, respecto del placebo, en mayor nivel en machos,
pero sin diferencias entre los productos. La evaluacién de inmunoto-
xicologia no arrojé diferencia en linfocitos B, T y efectores citotoxicos
en sangre o bazo. La tolerancia local fue similar. La inmunogenicidad
de teriparatida en ambos productos, en las ratas, fue muy baja, sin
diferencias entre productos. La evaluacion de exposicion sistémica
mostré un pico de 93 pg/ml a los 15 minutos post-inyeccion, y muy
rapida eliminacion (indetectable en suero a las 4 h post-inyeccion) En
la BR los cocientes Osteofortil/Forteo (expresados como porcentaje
promedio e IC90%) fueron: Cmax 94,58%; 85,29-104,87, area bajo
la curva (ABC), . 105,5%; 97,77-113,84 y ABC_ _ 104,40% 96,97-
112,39. Concluimos que la toxicidad de dosis repetida de Osteofortil®
y Forteo® es similar y que ambos productos son bioequivalentes.
146. (813) VQ-1 PROTEASA OBTENIDA A PARTIR DEL
LATEX DE VASCONCELLEA QUERCIFOLIA CON
POTENCIAL ACTIVIDAD CICATRIZANTE
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Torres, M."; Araujo E Silva, A.2; Lopes, M.?; Salas Bravo,
C.2; Natalucci, C."; Lopez, L.

LIPROVE' Lab. de Biologia Molecular de Produtos Naturais
e Substéancias Antitumorais. UFGM?

Los productos naturales constituyen una de las mayores
fuentes de compuestos cabeza de serie para el desarrollo de
medicamentos. La etnofarmacologia ha proporcionado abundante
informacién sobre el uso de plantas medicinales cuyos principios
activos son enzimas proteoliticas. Las propiedades antiinflama-
torias y cicatrizantes de algunas peptidasas cisteinicas de origen
vegetal han sido bien documentadas. A partir del latex de frutos
inmaduros de Vasconcellea quercifolia (Caricaceae) se ha ob-
tenido una preparacion enzimatica que presenta una actividad
proteolitica especifica mayor que la detectada en el latex Carica
papaya (Caricaceae), fuente de la enzima papaina. El extracto
de V. quercifolia contiene siete peptidasas cisteinicas que fueron
purificadas por métodos cromatograficos y caracterizadas emple-
ando herramientas de protedmica. La peptidasa de menor punto
isoeléctrico (VQ-I) fue evaluada en la proliferacion de fibroblastos,
ensayo que se utiliza como un indicador que permite inferir el po-
tencial cicatrizante de la enzima. Para los ensayos se emplearon
fibroblastos L929 de raton en un medio depletado en suero fetal
bovino y para establecer el indice de proliferacién se midi¢ la
cantidad de timidina tritiada incorporada después de 24 y 48 hs de
incubacion a 37 °C en presencia de diferentes concentraciones de
la peptidasa en estudio. Los ensayos se realizaron por triplicado
para concentraciones de proteinas entre 0 y 1000 ng/ml y se
emplearon controles de suero fetal bovino al 0,5% y 5%. Los re-
sultados obtenidos indican que la peptidasa VQ-I ejerce un efecto
proliferativo estadisticamente significativo cuando se emplea en
concentraciones de 1, 10 y 100 ng/mL, permitiendo concluir que
dicha enzima proteolitica es un buen candidato molecular para ser
probado como agente estimulante de la cicatrizacion.
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147. (42) AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CELU-
LAS MADRE PLACENTARIAS
Maymo, J.'; Pérez Pérez, A.2; Magatti, M.%; Maskin, B.%
Parolini, O.%; Sanchez Margalet, V.2; Varone, C.!
Depto. de Quimica Bioldgica, Facultad De Ciencias Exac-
tas y Naturales, Universidad De Buenos Aires- Iquibicen-
Conicet, Buenos Aires, Argentina.” Depto. de Bioquimica
Meédica y Biologia Molecular.Universidad de Sevilla, Sevilla,
Espafa? Centro Di Ricerca E. Menni- Fondazione Poliam-
bulanza- Istituto Ospedaliero, Brescia, Italia.® Hospital
Nacional Alejandro Posadas*

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. Los tejidos
placentarios son faciles de obtener sin necesidad de procedimien-
tos invasivos, proliferan rapidamente, se obtienen en gran masa
y su uso no genera debates éticos. Dos tipos de células madre
pueden ser aisladas del amnios de las placentas a término: las
células epiteliales del amnios (hAECs) y las células amnidticas
mesenquimales (hAMCs). Ambas expresan marcadores de células
madre y poseen la capacidad de diferenciarse en los tres tipos de
capas germinales. Las hAMSCs poseen una morfologia de fibro-
blastos, forman colonias, pueden ser subcultivadas varias veces
y presentan caracteristicas inmunomodulatorias. Las hAECs no
expresan telomerasa y no son tumorigénicas. Estas propiedades,
el aislamiento sencillo y la facil disponibilidad de la placenta, vuel-
ven al amnios una fuente util y no controversial de células para el
trasplante y la medicina regenerativa. En el presente trabajo nos
hemos planteado como objetivo el aislamiento y caracterizacion
de células epiteliales de membrana amniotica humana. Mediante
un protocolo de separacion especifico logramos aislar células am-
nidticas con un 70% de vitalidad y un 90% de pureza, medido por
analisis de citometria de flujo. Observamos también, dicha pureza
por microscopia, asi como la morfologia de las células en cultivo
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durante dos semanas. Analizamos por Western blot la activacion
de las vias de sefializacién de MAPK y PI3K, relacionadas con el
crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion. Determinamos que
luego de 24 h de deprivacion de suero se estimula la fosforilacion
de ERK 1/2 y de Akt. En resumen, hemos logrado el aislamiento
eficiente y el cultivo prolongado de células madre placentarias, y
en numero suficiente, como para comenzar con los subsiguientes
estudios moleculares, celulares y preclinicos.

148. (132) EVALUACION DE UN SUSTITUTO DE PIEL COM-
PUESTA CON CELULAS DE LA PAPILA DERMICA Y
CELULAS MADRE DEL FOLICULO PILOSO HUMANAS
EN RATONES INMUNOCOMPETENTES

Kusinsky, A.'?; Stella, 1.3; Drago, H.?; Sturla, F.2; Bossi, S.%
Castellanos, M.'?; Leirds, G.'?; Balana, M.!

Instituto de Ciencia y Tecnologia César Milstein - CO-
NICET' Banco de Tejidos-Hospital de Quemados de
la Ciudad de Buenos Aires, Buenos Aires-Argentina®
Centro de Estudios Biomédicos, Ambientales y Diagnds-
tico-Universidad Maimonides, Buenos Aires® Fundacion
Cassara*

Los sustitutos de piel compuesta o dermo-epidérmicos po-
drian ser una herramienta util para tratar lesiones profundas y/o
extensas de la piel. Hemos demostrado anteriormente que la
presencia de células humanas de la papila dérmica (DPC) en un
sustituto de piel compuesta con células madre de foliculo piloso
(HFSC), usando una dermis acelular porcina (APD) como anda-
miaje, contribuyd a una epidermis mas estratificada y ordenada
con mayor nimero de células precursoras y mejor asimilacion
del injerto en ratones nude. En este trabajo, se comparoé el efec-
to de las DPC vy los fibroblastos dérmicos humanos (DF) como
componente dérmico en un sustituto dermo-epidérmico utilizando
HFSC humanas como componente epidérmico con el objetivo de
analizar la arquitectura tisular y su asimilacion en ratones inmu-
nocompetentes. Para ello se injertaron ratones Balb/c con APD, y
APD previamente sembrada con HFSC y DF o con HFSC y DPC.
En todos los casos, 14 dias después de injertar a los animales,
se observaron lesiones ulcerativas con intentos de epitelizacion
desde los bordes. El andlisis histolégico revelé que en los casos
de piel compuesta se observo epidermodlisis del injerto asociada
a un proceso de rechazo. A los 21 dias, la piel compuesta con
DF mostré una reaccion inflamatoria intensa por debajo de la
epidermis con epidermdlisis, evidencia macroscépica de lesion
ulcerosa residual y epitelizacion incompleta desde los bordes.
En la piel compuesta con DPC se observé una APD ampliamente
remodelada casi completamente integrada al tejido, con sellado
total de la lesién y ausencia macroscépica de lesiones ulcerati-
vas. En resumen, los sustitutos de piel compuesta que contienen
componentes celulares xenogénicos actuarian de manera similar a
los injertos de piel cadavérica, permitiendo la cobertura transitoria
de la lesion dando tiempo a la epitelizaciéon desde los bordes.
Curiosamente, sélo la presencia de DPC favorecio la integracion
del andamiaje y una epitelizacion completa.

149. (249)EFECTODELA INHIBICION DE TGF-B SOBRELA
EXPRESION DE CITOQUINAS HEMATOPOYETICAS
EN CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE TEJIDO
ADIPOSO HUMANO (HASC)

Rodriguez, T."; Alejandra, C.'; Milagros, P."; Alejandro, S.2;
Marcelo, 1.2; Raul, G.%; Marcelo, P.3; Ricardo, D.’
Laboratorio de Terapia Génica y Células Madre Instituto
de Investigaciones IIB INTECH Chascomus’ Servicio de
Cirugia Plastica, Estética y Reparadora, Hospital Italiano
de La Plata® Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular,
DFBMC, FCEN, UBA?®

La expansion ex vivo de las células madre y progenitores
hematopoyéticos (HSPCs) requiere citoquinas que favorezcan
su proliferacién. Una estrategia se basa en el cocultivo con
células madre mesenquimales. Estas, secretan citoquinas he-
matopoyéticas (CH) que contribuyen a la multiplicaciéon de las
HSPCs y TGF-B, entre otros factores. Se sabe que TGF-B es un
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inhibidor de la proliferaciéon de HSPCs. Nuestros estudios previos
demostraron que en hASCs TGF-B1 disminuye la expresién de
TPO, SCFay b, IL-6 e IL-3, por otra parte aumenta la expresi-
6n de G-CSF, y LIF, mientras que FIt3L y GM-CSF no se ven
afectadas. Ahora, evaluamos los perfiles de expresion de CH
por qPCR en hASCs insensibles a TGF-B. Para ello, las células
fueron transducidas con un vector lentiviral bicistronico que
codifica un mutante dominante negativo del receptor tipo Il de
TGF-B (TBRII) y eGFP (Lt-TBRII-DN). Luego de la transduccién
y para trabajar con poblaciones altamente enriquecidas (90%),
las hASC fueron purificadas utilizando un cell sorter. Inicialmente,
en estudios de diferenciacién in vitro, pudimos establecer que
la inhibicién de la cascada de TGF-B en hACS no afecta su
multipotencialidad. Posteriormente, se analizaron los perfiles de
expresion de un panel 9 CH (TPO, SCFay b, FL, IL-6, IL-3, G-
-CSF, LIF y GM-CSF). De esta manera pudimos documentar que
en ASC insensibles a TGF-B con respecto a células sensibles
hay un expresion incrementada de FL (p<0.01), G-CSF (p<0.01),
y GM-CSF (p<0.01); una disminucion en la expresién de SCFb
(p<0.05), IL-6 (p<0.01) y LIF (p<0.01), mientras que TPO, SCFa
e IL-3 permanecen sin cambios detectables. Si bien es necesario
una confirmacion de estos resultados mediante cuantificacion
de citoquinas y estudios de cocultivo con HSPCs, nuestros re-
sultados sugieren que la inhibicién de la cascada de TGF-3 en
hASCs permitiria una mayor produccion de CHs fundamentales
para la expansion hematopoyética ex vivo.

150. (390) DIFERENCIACION CARDIACA A PARTIR DE
CELULAS MADRE EMBRIONARIA HUMANAS: OPTI-
MIZACION DEL PROTOCOLO CLASICO

Bluguermann, C.'; Romorini, L."; Videla Richardson, G.";
Questa Maria, .'; Fernandez Espinosa, D.'; Scassa, M.";
Evseenko, D.2; Miriuka, S.!

FLENI" Laboratory of Connective Tissue Regeneration.
Orthopaedic Hospital Research Center,UCLA. Los Angeles?

La metodologia mas usada para obtener células cardiacas
a partir de células madres embrionarias humanas (hESC por su
sigla en ingles), comprende la formacion de agregados celulares
tridimensionales (cuerpos embrioides, CEs) a partir de colonias
de hESCs y el posterior aislamiento de las zonas contractiles que
se desarrollan en los mismos. Dicho método de diferenciacion se
basa en el uso de suero fetal bovino, el cual contiene diversos
factores que inducen la diferenciacion de las células a los tres
tejidos embrionarios, ectodermo, mesodermo y endodermo. Con el
fin de optimizar el protocolo de diferenciacion cardiaca, decidimos
implementar un protocolo que incluya un medio de composicion
definida; mediante el agregado de factores especificos que dirijan
la diferenciacién hacia tejido mesodérmico en primera instancia
y a mesodermo cardiaco en un segundo paso. Este protocolo
se basa en el agregado de moléculas especificas en ventanas
temporales acotadas. La linea celular utilizada fue WAQ9 vy las
moléculas cardioinductivas empleadas fueron: Proteina morfo-
genéticas de hueso 4 (BMP4) y Activina A como inductores de
progenitores de la linea primitiva y del mesodermo; el compuesto
IWR-1 como inhibidor de la via canénica de Wnt, que promueve
la diferenciacion a mesodermo cardiaco y el factor de creci-
miento endotelial vascular (VEGF) que promueve la expansion
y maduracion de dicha poblacion. Resultados: Al comparar el
numero de areas contractiles obtenidas en este protocolo versus
el método clasico de diferenciacién pudimos comprobar que el
nuevo protocolo denominado de Spin Ces mas eficiente en la
generacion de las mismas. Las células obtenidas por el mismo
fueron caracerizadas mediante: 1) Citometria de flujo: 50 % de las
células en areas contractiles fueron MF-20(+) y el 30% cTnT(+).
2) Inmunohistoquimica: detectamos areas positivas para MF-20
y ¢TnT en cortes histologicos de Ces completos. 3) RT PCR
de tiempo real: Observamos el aumento en la expresion de los
mRNA codificantes para MF-20, cTnT, TBX5, GATA4 y NKX 2.5.
Conclusiones: El protocolo de Spin-CEs resulté mas eficiente en la
generacion de Ces que presentan areas contractiles. La presencia
de moléculas cardioinductivas incrementa la poblacion de células
cardiacas derivadas de hESCs.
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151. (396) DESARROLLO Y BIOCOMPATIBILIDAD DE MA-
TRICES ORDENADAS DE COLAGENO-VANADIO(IV)
PARA INGENIERIA DE TEJIDO OSEO
Cortizo, A."; Mazzini, F.'; Ruderman, G.% Mogilner, .2
Tolosa, E.2; Molinuevo, S.'

LIOMM, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP' IFLYSIB
(CONICET-UNLP)?

La ingenieria del tejido 6seo requiere matrices biocompatibles
y sin efectos toxicos, para la adecuada regeneracion del hueso.
En este trabajo desarrollamos membranas de colageno bovino
con un grado de ordenamiento a nivel molecular, segun patentes.
Las mismas incluyeron 20 ug/cm? de un complejo de vanadio(IV)-
ascorbato (VOAsc), con propiedades osteogénicas previamente
reportadas. Se investigé la biocompatibilidad comparandola con
membranas de colageno ordenado sin vanadio (control). Se cor-
taron membranas de 1 0 2 cm? que se colocaron en platos de 24
0 12 pocillos respectivamente. Se plaquearon células progenito-
ras de medula ésea de rata o de la linea preosteoblastica MC-
3T3E1. Se evalué la biocompatibilidad de células osteoblasticas
crecidas sobre las matrices, estudiando la adhesién, (numero de
células tefidas con Giemsa / campo) y diferenciacion al fenotipo
osteoblastico a través de la expresién de fosfatasa alcalina (FAL)
y la formacion de nédulos de mineralizacion (NM, coloracién de
Rojo de Alizarina). Se encontré que en las matrices ordenadas
conteniendo VOAsc las células se adhieren mejor (186 + 20%
control) y producen induccién osteogénica, expresando mayores
niveles de FAL (180 + 30% control) y NM (130 + 9% control)
que las matrices ordenadas sin VOAsc. Nuestros resultados
preliminares sugieren que la incorporaciéon de un compuesto
osteogénico a las matrices preparadas en base a colageno
natural ha mejorado su osteoinduccion y podrian ser aplicadas
en la regeneracion del tejido 6seo
152. (517) ESTUDIO DE DEGRADACIQN DE MATERIAL PO-
LIMERICO PARA REGENERACION DE TEJIDO OSEO
CARTILAGINOSO
Fernandez, J.'; Vikingson, L.2; Cortizo, A."; Gémez Ribe-
lles, J.28
Laboratorio de Investigacion en Osteopatia y Metabolismo
Mineral, Facultad de Cis. Exactas, U.N.L.P." Centro de
Biomateriales e Ingenieria Tisular, Universitat Politecnica
de Valéncia, 46022 Val, Spain.? Ciber en Bioingenieria, Bio-
materiales y Nanomedicina (CIBER-BBN), Valencia, Spain.?

Ingenieria de tejido éseo-cartilaginoso (ITO-C) nace por la
necesidad de sustituir a las terapias actuales en la reparacion
de estos tejidos, utilizando distintos tipos de materiales como los
polimeros,guiando la reparacién de los tejidos al mismo tiempo
que son degradados y eliminados del cuerpo. Por ello, una con-
dicién necesaria para la utilizaciéon de estos materiales es que
posean una tasa de degradacion 6ptima, acorde con los tiempos
de reparacion de los tejidos, entre otros requisitos. En este tra-
bajo se presentan los resultados sobre el estudio de degradacion
de una red de los polimeros poli epsilon caprolactona (PCL) y
poli 2-hidroxietil acrilato (PHEA) la cual hemos caracterizado
previamente. La degradacion se estudio en buffer fosfato, en
medio de cultivo DMEN con enzima lipasa (25 Ul/ml), ambas
condiciones durante 42 dias y DMEN suplementado con 1% de
suero fetal bovino (SFB) con y sin células RAW264.7 durante 14
dias. Todas las condiciones se llevaron a 37 °C en atmosfera
humificada conteniendo 5% COZ. Las muestras fueron cortadas,
secadas en vacio, pesadas (Wo) e incubadas a distintos tiempos
y condiciones. Luego del tiempo, las matrices se lavaron en forma
exhaustiva con agua destilada, se secaron en vacio y se pesaron
(Wt). Las muestras se colocaron en recipiente cerrado con acetona
durante 24 hs para conocer la hinchabilidad. Luego se sacaron
las muestras del recipiente y se pesaron (Wht). La degradacion
se evalué calculando el porcentaje de pérdida de peso (%W =
(WO0-Wt) x 100/W0) y porcentaje de hinchamiento (%Hinc = (Wht-
WO0) x 100/W0). Estos ensayos demostraron que la degradacion
mediante las RAW (14 dias) produce una mayor perdida de peso
(12 +/- 0,5 vs 8 + 1,5) respecto a la degradacion enzimatica (42
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dias). Sin embargo, la degradaciéon enzimatica produce una mayor
hinchabilidad (316 + 8) vs con RAW (252 + 3). Nuestros resultados
demuestran que la red desarrollada para uso en ITO-C es capaz
de ser degradada por diferentes mecanismos.

153. (520) CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL INSULA-
DOR DE CROMATINA DE LA ARILSULFATASA (ARSI)
DE ERIZO DE MAR EN VECTORES GAMARETROVI-
RALES AUTOINACTIVADOS (SIN)

Pena, M.'; Rodriguez, T.'; Carrea, A.'; Perone, M.2;
Dewey, R.!

Laboratorio de Terapia Génica y células Madre, IIBINTECH
CHASCOMU- CONICET UNSAM! Laboratorio de Fisiologia
y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA?

Los gamaretrovirus son ampliamente utilizados en terapia
génica por su capacidad de integrarse al genoma de la célula
huésped, generando una expresion estable del transgen terapéu-
tico. Sin embargo una vez integrado puede producir mutagénesis
insercional, o la expresién puede silenciarse. Por este motivo se
estan investigando insuladores de cromatina, uno de ellos es el
de la arilsulfatasa de erizo de mar. En este trabajo estudiamos
el efecto de Arsl sobre el silenciamiento génico en vectores
gamaretrovirales SIN. Para ello clonamos Arsl en orientacion
sentido (R-EFS-W/A+) o antisentido (R-EFS-W/A-) en la region
U3 del LTR3" del vector parental bicistronico pSRS11.EFS.WASP.
ireseGFP.pre (R-EFS-W). Se detectd la presencia de Arsl en el
LTR5" del provirus mediante PCR de células HT1080 transdu-
cidas con los vectores recombinantes. Ademas, se determind
por FACS que la inclusién del insulador no va en detrimento del
titulo viral. Para evaluar el efecto de Arsl sobre el silenciamiento
transgénico, se transdujeron células HT1080 a MOI 10 que fueron
purificadas utilizando un cell sorter hasta obtener una pureza
de 80%. El porcentaje de células expresando GFP y la proteina
WASP fue monitoreado por FACS y western blot respectivamente,
a intervalos de 15 dias durante 15 semanas. Asi observamos
que en el vector R-EFS-W/A+, la expresion génica disminuye
dramaticamente a los pocos dias de cultivo, mientras que, tanto
el vector R-EFS-W/A- como R-EFS-W mantienen los niveles de
expresion transgénica. Por lo tanto, nuestros resultados indican
que en vectores gamaretrovirales SIN la orientacion sentido del
Arsl acelera el silenciamiento génico. Ademds, comprobamos que
con Arsl en orientacién antisentido los niveles de expresién son
similares a los obtenidos con el vector parental, y que a diferencia
de otros vectores retrovirales no hay una rapida disminucion de
la expresion génica. Esta informacion inicial contribuye para el
desarrollo de vectores virales mas seguro y efectivos.

154. (521) EFECTO DE LAS CME EN LA RESPUESTA IN-
MUNE EN UN MODELO MURINO DE INFLAMACION
CRONICA PRODUCIDA POR LA IMPLANTACION DE
UN CUERPO EXTRANO

Rodriguez Vida, J.; Maggini, J.; Camerano, G.; Costa, H.;
Machuca, D.; Geffner, J.; Nepomnaschy, |.; Piazzon, I.
Academia Nacional de Medicina

Las células mesenquimales estromales (CME) presentan
marcadas actividades inmunomodulatorias. Anteriormente estu-
diamos el efecto que producen en macréfagos. Se encontré que,
tanto in vitro como in vivo, aumentan la produccién de IL-10 y
estimulan la fagocitosis de células apoptéticas, llevando a sugerir
que producen un cambio en los macréfagos llevandolos desde
un fenotipo M1 (proinflamatorio) a uno M2 (regulatorio). En el
presente proyecto se generd un proceso de inflamacién crénica
por implantacién subcutéanea de un cilindro de vidrio en ratones
de la cepa BALB/c con el objetivo de estudiar la influencia de
las CME sobre los linfocitos presentes en el sitio de inflamacion.
La mitad de los cilindros fueron inoculados a los 2 y 7 dias con
2x10° CME cada vez. A los 15 dias se analiz6 el contenido de
todos los cilindros. A través de FACS se vio que en los cilindros
inoculados con CME aumenté el nimero absoluto de células
TCD4* [media del N°abs+DS (x10%): 214+78,9 wt vs. 686,7+60,2
con CME; p<0,005; n=10] y TCD8* [media del N°abs+DS (x10%):
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139,9+59,4 wt vs. 1081+187,3 con CME; p<0,004; n=10]. No se
encontraron diferencias significativas en el numero absoluto de
los LB220*. Se observé un aumento significativo en el nimero
absoluto de células TCD8* capaces de producir IL-10 [media
IL-10*/TCD8*+DS (x10%): 3,95+0,35 wt vs. 10,6+1,0 con CME;
p<0,03; n=10]. No se detectaron niveles de IFN-y*/TCD8*. No se
observaron cambios en la produccién de IL-10 ni de IFN-y por
parte de las células TCD4*. Se observé un aumento significativo en
el numero absoluto de linfocitos Tregulatorios [media£DS (x10%):
5,97+2,38 wt vs. 26,55+2,84 con CME; p<0,002; n=10]. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados sugieren
que las CME crearian un ambiente inmunosupresor debido no sélo
a la induccién de macrofagos M2 y al aumento en su capacidad
fagocitica, sino también a aumentos en el nimero de Treg y en
el nimero de células CD8 productoras de IL-10.

155. (526) CIRCONIO, UN NUEVO CANDIDATO PARA IM-
PLANTES INTRACORPOREOS.ESTUDIO PRELIMINAR
IN VIVO.

Katunar, M."; Gomez-Sanchez, A."; Balllarre, J.'; Bacca,
M.2; Haddad, K.?; Vottola, C.?; Vico, T.2; Orellano, J.?;
Ceré , S!"

Division Corrosion-INTEMA-Universidad Nacional de Mar
del Plata’ Hospital Interzonal General de Agudos-(HIGA)-
Oscar Alende?

El estudio de los biomateriales se ha enfocado en el desarrollo
de modificaciones a nivel superficial para mejorar la integracién
entre los dispositivos biomédicos y el tejido circundante minimi-
zando la formacién de tejido fibroso y el potencial rechazo del
material. Es sabido que las células dseas reaccionan en forma
diferencial dependiendo de la topografia de la superficie con la
que estan en contacto. El circonio es un material prometedor para
implantes intra-oseos debido a su buena resistencia al desgaste,
capacidad de oseointegracion y baja velocidad de liberacion de
iones al medio. En este trabajo se evaltuan las interacciones a
nivel célula-substrato sobre implantes de circonio sometidos a
tratamiento de anodizado para beneficiar la oseointegracion y
resistencia a la corrosion. Se realiza el estudio in vivo de implan-
tes de circonio sin (Zr0) y con un tratamiento de anodizado a
30V(Zr30). Las muestras fueron implantadas durante 63 dias en
tibia de rata adulto Wistar y el tejido 6seo formado fue analizado
mediante técnicas histoldgicas clasicas y se estudio el perfil de
mineralizacion ésea mediante marcacion con fluorocromos. Los
resultados obtenidos revelan un tejido 6seo mineralizado neofor-
mado en torno al implante, para ambos acabados superficiales y
se observa que en los implantes de Zr30 el tejido nuevo es mas
rico en osteocitos de forma elipsoidal indicando la presencia de
un tejido mas maduro. La marcacion con fluorocromos revelo
una mayor velocidad de mineralizacion en los implantes de Zr30.
Tanto en los implantes Zr0 como Zr30 se encuentra tejido éseo
mineralizado en torno a los mismos, sin embargo para el Zr30 el
tejido es mas maduro y organizado que para el Zr0. El analisis de
parametros de histomorfometria dinamica revela mayor velocidad
de mineralizacion en los implantes de Zr30. Por lo tanto la rele-
vancia de los resultados hallados radica en una oseointegracion
mayor y mas rapida en los implantes de circonio modificados
superficialmente
156. (673) EFECTO DE ANTIBIOTICOS ANTI-MICOPLASMA
SP. SOBRE EL MANTENIMIENTO DEL ESTADO IN-
DIFERENCIADO, PLURIPOTENCIA, SOBREVIDA Y
CRECIMIENTO DE CELULAS MADRE EMBRIONARIAS
HUMANAS
Romorini, L.; Riva, D.; Bluguermann, C.; Videla Richard-
son, G.; Fernandez Espinosa, D.; Questa, M.; Sevlever,
G.; Miriuka, S.

FLENI

Las células madre embrionarias humanas (CMEH) se de-
finen por dos caracteristicas fundamentales: auto-renovacion
y pluripotencia. Su cultivo es complejo y costoso, por ende es
indispensable extremar las condiciones de asepsia. Las CMEHs
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son muy susceptibles a la contaminacién por Micoplasma sp., y
esta infeccion altera sus propiedades. Antibiéticos, como Plasmo-
cin™ (Plasmo) y Ciprofloxacina (Cipro), se utilizan para proteger
(profilaxis) o para erradicar la infecciéon por Micoplasma sp. Sin
embargo, aun se desconocen los posibles efectos citotdxicos
de éstos sobre las CMEHSs. Es por ello que el objetivo de este
trabajo es estudiar el efecto de Plasmo y Cipro sobre el mante-
nimiento del estado indiferenciado, pluripotencia, supervivencia
y proliferacion de CMEHSs. Las lineas HES5 (H5) y WAQ09 fueron
tratadas con Plasmo 25 ug/ml y Cipro 10 ug/ml durante 14 dias
(desinfeccion) o durante 5 pasajes con Plasmo 5 ug/ml (profilaxis).
Post-tratamiento, el mantenimiento del estado indiferenciado fue
verificado por inmunofluorescencia y RT-qPCR de marcadores de
indiferenciaciéon: TRA1-60, TRA1-81, SSEA-4, Oct-4 y Nanog. Para
evaluar la pluripotencia, las CMEHSs se diferenciaron y se midieron
por inmunofluorescencia y RT-qPCR los marcadores: Brachyury,
Nkx2.5 y ¢TnT: mesodermo; AFP: endodermo; Nestina y Pax-6:
ectodermo. En todos los casos Plasmo y Cipro no afectaron el
mantenimiento del estado indiferenciado ni la pluripotencia. Mas
aun, generamos una linea H5-promotor de Brachyury-GFP y
observamos al dia 4 de la diferenciacién en cuerpos embrioides
(control y tratados) expresiéon de GFP. No vimos cambios en la
viabilidad celular (ensayo XTT) de las CMEhs con ninguno de
los tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con Cipro 10 ug/
ml y Plasmo 25 ug/ml enlentece el crecimiento celular (tamafo
de colonias y XTT). Finalmente, podemos concluir que Plasmo
y Cipro no afectan el mantenimiento del estado indiferenciado,
pluripotencia o viabilidad de las CMEHSs pero si la proliferacion.

INMUNOLOGIA CLINICA Y AUTOINMUNIDAD 2
157. (13) ALTERACIONES EN LA RESPUESTA INMUNE
INNATA Y ADAPTATIVA EN PACIENTES CON FALLA
DE RESPUESTA ESPECIFICA A ANTIGENOS POLISA-
CARIDOS (SPAD)
Otero, C.', Diaz, D .2, Uriarte, | .2,Bezrodnik, L.2, Finiasz,
M.", Fink, S .1
IMEX - CONICET - Academia Nacional de Medicina’ Hos-
pital de Nifios R.Gutiérrez?

Los SPAD (P) son incapaces de montar una respuesta de an-
ticuerpos frente a antigenos polisacaridos y sufren de infecciones
en especial por Streptococcus pneumoniae (Spn). En ellos se
reportaron alteraciones en la maduracion de linfocitos B y otras
asociadas a la edad, en el desarrollo de las células dendriticas.
Su diagndstico se realiza evaluando la respuesta a la vacuna
polivalente polisacaridica, pero ultimamente se ha dificultado con
el uso creciente de vacunas conjugadas con antigenos proteicos.
El objetivo de este trabajo es identificar nuevos marcadores diag-
nésticos para los P.Se evalué en sangre periférica la expresion
de marcadores fenotipicos, de maduracién y diferenciacion de
monocitos (Mo) y células NK, asi como linfocitos T (LT) en 20
individuos sanos (H) y en 20 P, considerando dos rangos etareos:
7 a 14 y 14 a 18 afios. Se estudié la produccion de citoquinas
proinflamatorias en Mo, células NK y LT en cultivos con Spn a
4, 24 y 48 hs respectivamente, tanto en H como en P. Las de-
terminaciones se hicieron por citometria de flujo.Encontramos un
aumento dependiente de la edad en los Mo CD14++CD16- (p=
0.002) y una disminucién en los Mo CD14++CD16+ (p= 0.002),
en los H que no se vio en los P. No se observaron diferencias
significativas entre H y P en la producciéon de TNF-a de los Mo
frente al Spn. En los H se vio un aumento de LT CD45RO+CD27+
(p< 0.05), asociado a la edad, no observado en P. No se en-
contraron diferencias significativas entre H y P en la produccién
de IL-17 e IFN-y de los LT CD4+ y CD8+ frente al Spn, aunque
hubo una tendencia a una menor capacidad de respuesta en los
P. Se observé un nimero elevado de células NK CD569"CD16+
(p< 0.05), con tendencia a una menor produccién de IFN-y frente
al estimulo bacteriano, en los P.En los P no vemos los cambios
asociados a la edad en los Mo y LT que ocurren en los H, y habria
defectos en las NK comparando con los H. Estos datos podrian
complementar el diagndstico de los P.
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158. (25) MAYOR POTENCIAL PROINFLAMATORIO EN
CELULAS MIELOIDES PERIFERICAS DE PACIENTES
CELIACOS ADULTOS

Vodanovich, F.", Inzaugarat, M., Billordo, L.", Bortot, G.2,
Hwang, H.3, Niveloni, S.3, Bai, J.%, Sorda, J.2, Cherfiavsky, A."
INIGEM-LABORATORIO DE INMUNOGENETICA' Division
de Gastroenterologia, Hospital de Clinicas “José de San
Martin”, UBA.? Seccion Intestino Delgado, Hospital de
Gastroenterologia “Dr. C. Bonorino Udaondo™

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) modulan la expre-
sion fisiolégica de genes proinflamatorios en células mieloides
(CM). Las CM periféricas son precursoras de las que infiltran la
mucosa duodenal en el contexto de la Enfermedad Celiaca (EC);
el estrés oxidativo (EO) por exceso de ERO en CM produce infla-
macién/dafo tisular. Gliadina (Glia, antigeno dietario que dispara
la EC) altera los sistemas enzimaticos antioxidantes en lineas
celulares de enterocitos y en homogenatos de biopsias duode-
nales de celiacos activos (Ce) y celiacos tratados con dieta libre
de gluten (Ce, ;). Hipdtesis: un mayor estallido respiratorio (ER)
ante la activacion ex vivo de monocitos (Mo) y/o neutréfilos (Ne)
periféricos revelaria su potencial inflamatorio diferencial en EC.
Objetivo:evaluar el efecto de la activaciéon con phorbol myristate
acetate (PMA), Glia y zeina (Ze, péptido dietario no antigénico) so-
bre la generacion de ERO en Mo y Ne de Ce y Ce_, .. Metodologia:
incubamos células mononucleares aisladas de sangre periférica
(108 cél/ml) de 24 Ce, 14 Ce, , y 31 Controles (Co) adultos con
Glia, Ze (10pg, 4 hs) o PMA (100 ng, 50 min).Incubamos Ne obte-
nidos por lisis de sangre entera con PMA. Medimos por citometria
de flujo la oxidacion de 2°7 -diactetato de diclorofluoresceina por
ERO. Comparamos i) la intensidad media de fluorescencia (IMF)
pre y post estimulacion intra grupo e ii) indices individuales de
estimulacién (IE: IMF (Mo o Ne) estimulado/basal) entre grupos.
Resultados: Los IE son mayores en Mo de Ce (p=0,05 vs. Co)
y Ce, ; (p=0,05 vs. Co) y en Ne de Ce (p=0,05 vs. Co) y Ce .
(p=0,01 vs. Co) [Kruskal-Wallis + post test de Dunn]. A diferencia
de Ze, Glia induce ER en Mo [test pareado de Wilcoxon] aunque
los IE son similares en los 3 grupos (p=ns). Conclusiones: se
confirma el potencial inflamatorio diferencial de CM en el contexto
de la EC. La probable contribucién de Glia como inductora de EO
en Mo requeriria la presencia de factores locales adicionales.
159. (84) ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LA FOTOSEN-
SIBILIDAD CUTANEA Y LOS ANTICUERPOS ANTI-RO/
SS-A EN UN MODELO IN VIVO
Paz, M., Gonzélez Maglio, D., Leoni, J.

Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica, Universidad de Bs As. IDEHU-CONICET.

Introduccion: La fotosensibilidad cutanea (FC) se presenta
en pacientes con Lupus y se postula un rol patogénico de los
autoanticuerpos (aAcs) anti-Ro/SS-A 52 y 60 kDa, sin embargo,
existe mucha controversia al respecto. Asimismo, este fenéme-
no ha sido poco estudiado en modelos animales. Objetivos:
Generar aAcs anti-Ro52 y/o Ro60 en ratones SKH:1 e inducir
FC por irradiaciéon con luz UVB. Estudiar y comparar el aspecto
macroscopico e histolégico de la piel y la produccién de TNF-a
en extractos de epidermis. Métodos: Se inmunizaron 4 grupos de
10 animales cada uno con las proteinas recombinantes humanas
(Prh): Ro52, Ro60, Ro52+60 o PBS. La reactividad de los Acs
generados se evalu6 por ELISA: anti-Ro humana (utilizando Prh)
y anti-Ro murina (utilizando extracto de bazo). Luego cada grupo
se dividié: 5 animales fueron irradiados (Irr) con 200 mJ/cm? de
luz UV y 5 no (nlrr — control). Los animales fueron sacrificados 24
h post UV y se extrajo la piel del lomo: una porcién para andlisis
histolégico (H-E), otra para extractos de epidermis. El TNF-a
se midi6 mediante ELISA comercial. Resultados: Los animales
inmunizados al dia 120 generaron Acs de alta reactividad contra
las Prh (todos diferentes del control PBS p<0,001) asi como
también aAcs contra las Ro murinas (todos vs. PBS p<0,001).
El aspecto macroscépico de la piel del lomo de los animales Irr
no presenté diferencias entre los grupos inmunizados y PBS. Lo
mismo ocurrié para las caracteristicas histoldgicas, excepto por la
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presencia de un leve infiltrado inflamatorio observado Unicamente
en el grupo inmunizado con Ro52 e Irr. La concentracion de TNF-a
es indetectable en los animales nlrr, elevandose de manera muy
significativa en los grupos Irr, pero sin diferencias entre los grupos
inmunizados y PBS. Conclusiones: Los anticuerpos anti-Ro 52 y
60 no se encuentran directamente relacionados con el fenémeno
de FC, confirmando lo que ya hemos hallado previamente en
modelos in vitro utilizando sueros de pacientes.

160. (96) ANALISIS DE LA EXPRESION DE VARIANTES DE
SPLICING DEL RECEPTOR TIPO Il DE TGF-8 (TBRII)
EN LEUCOCITOS DE PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDEA (AR)

Carrea, A.", Rodriguez, T.", Pena, M., Perone, M.2, Velasco
Zamora, J.5, Dewey, R.!

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas - Instituto
Tecnoldgico de Chascomus’ Laboratorio de Fisiologia y
Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA? Instituto Médico
CER, Quilmes?®

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad autoinmune
que se caracteriza por la inflamacién crénica de las articulaciones
con su consiguiente deterioro estructural. TGF-B3 es considerada
de importancia en AR, con propiedades pro y antiinflamatorias.
Tiene efectos regulatorios sobre distintos tipos de células sangui-
neas, osteoblastos y células madre mesenquimales. La sefaliza-
cion de TGF-B ocurre mediante unién a los receptores de tipo |
(TBRI) y Il (TBRII). Se conocen dos isoformas de TBRII: TBRII-A
y TBRII-B. Previamente demostramos la expresion de TBRII-B
en leucocitos de individuos sanos. Esto es relevante ya que se
creia que la expresion de TBRII-B estaba restringida a unos po-
cos tipos celulares. Debido a que la modulaciéon de TGFB y sus
receptores podria ser una opcion para el tratamiento de la AR, nos
propusimos evaluar los niveles de expresién de ambas isoformas
en monocitos, linfocitos y granulocitos de sangre periférica de
pacientes con AR. Se compararon los valores promedios de las
cantidades relativas de estos ARNm entre individuos sanos (N=9)
y enfermos (N=9), observandose una disminucién significativa
(p<0,05) del ARNm de TBRII-A en linfocitos de pacientes con
AR. Adicionalmente, se correlacionaron las cantidades relativas
de los ARNm de los receptores en las distintas poblaciones con
los parametros clinicos determinados en el estudio, usando el test
de correlacion de Spearman. Este andlisis arrojo correlaciones
positivas significativas (p<0,05) entre las cantidades relativas de
los ARNm de ambos TBRII en monocitos y el nimero de articu-
laciones doloridas, el nimero de articulaciones inflamadas y DAS
28. En resumen, demostramos una expresion especifica de TBRII
en subpoblaciones leucocitarias de individuos con AR. Ademas,
detectamos correlaciones positivas con parametros clinicos de la
AR que sugieren que los niveles de ARNm de TBRII en monocitos
podrian utilizarse como un marcador adicional para el diagndstico,
actividad y prondstico de la enfermedad.

161. (147) ESTUDIO DE ANTICUERPOS EN HEPATITIS
AUTOINMUNE
Moreno, J., Abraham, N., Rossi, M., Racca, A., Racca, L.,
Garcia Borras, S.
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas UNR

La Hepatitis Autoinmune (HAI) es una hepatopatia inflamatoria
fibrosante, que puede progresar a cirrosis y falla hepatica. Se
caracteriza por una alteracién de las aminotransferasas, hiper-
gammaglobulinemia y presencia en suero de autoanticuerpos
(aAc) no-6rgano especifico. Es de etiologia desconocida y su
patogenia se atribuye a una reacciéon inmune frente a autoanti-
genos hepatocelulares. El objetivo de este trabajo fue investigar
la presencia de los aAc: anti-Fibronectina (a-Fn) y anti-Histonas
(a-His), en 46 pacientes con diagndstico de HAI, que concurrieron
al Hospital Provincial del Centenario de la ciudad de Rosario. El
estudio de los aAc se realizé por una técnica de ELISA indirecta.
Para la determinacion de a-Fn se utilizaron policubetas de PVC
sensibilizadas con 10 pg/ml de Fn, obtenida en nuestro laboratorio
a partir de plasma humano fresco. En la determinacién de a-His,
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las policubetas fueron sensibilizadas con 10 pg/ml de His (Sigma).
Se sembraron 10 pl de cada muestra con 50 pl de diluyente y
luego de la incubacion, se agregé 50 pl IgG de cabra anti-inmu-
noglobulinas humanas conjugada con peroxidasa. La reaccion
se revel6 con H,0, y TMB y se detuvo con H,SO,. Una muestra
de sueros normales fue procesada para determinar el valor de
corte para las variables estudiadas. Se consideraron positivas
aquellas muestras que presentaron un valor de Abs superior a
0.140 para a-Fn y superior a 0.071 para a-His. En los pacientes
estudiados se observaron 19(41.3%) resultados positivos para
anti-Fn, 10(21.7%) para anti-His y 8(17.4%) para ambos aAc. El
andlisis estadistico se realizd mediante la prueba de McNemar.
Los resultados obtenidos confirman la presencia de uno o ambos
aAc: a-Fn y a-His en 29 pacientes con diagnéstico de HAI. En
estos pacientes, la proporcion de resultados positivos no es la
misma para los aAc estudiados (p<0.05). En trabajos posteriores
analizaremos la asociacion entre grado de lesion hepatica y la
presencia de a-Fn y a-His.

162. (253) LINFOCITOS B DE MEMORIA (LBM) EN INMU-
NODEFICIENCIA COMUN VARIABLE (IDCV) Y SU
CORRELACION CLINICA

Diaz, G., Ferreyra Mufarregue, L., Guevara, R., Novoa, V.,
Nufiez, N., Carballo, O., Lessa, C.

Hospital General de Agudos Dr. Carlos G. Durand

Introduccién: La IDCV es un sindrome caracterizado por hipo-
gamaglubulinemia, infecciones recurrentes y otras anormalidades
inmunoldgicas. En nuestra Institucion, la IDCV es predominante
(43%).0Objetivo:Agrupar los pacientes segin LBm en sangre
periférica utilizando la clasificacién de Paris, dividiéndolos en 3
grupos: BMO (ausencia de LBm), BM1 (LBm totales normales y
LBm postswitch con valores inferiores al normal) y BM2 (LBm
totales y LBm postswitch en una proporcién igual a la poblacién
general sana); y relacionar los diferentes grupos con la clinica.
Materiales y métodos: Se incluyeron pacientes con diagnéstico
de IDCV establecido por los criterios del grupo de Inmunodeficien-
cia primaria de la IUIS y con seguimiento clinico. De 55 pacientes,
se analizaron 21 (9 mujeres y 12 hombres) entre 20 y 59 afos
(media: 33). Edad de diagnodstico entre 4 y 57 afos (media: 25)
con una diferencia promedio de 11 afos entre diagndstico e inicio
de sintomas (2 a 39 afios). Para el andlisis de subpoblaciones de
LB por citometria de flujo se utilizé IgDFITC/CD27PE/CD19Per-
CP. La adquisicién se realizdé en un citémetro FACSCalibur BD
(software CELLQuest) y el andlisis con software PaintAGate .Los
Linfocitos B se dividieron en LB naive (CD27-IgD+), LBm preswitch
(CD27+IgD+) y LBm postswitch (CD27+IgD-). Los valores de
corte fueron establecidos por nuestro servicio. Conclusiones:
La poblaciéon predominante fue BMO (62%) con: 92% bronquiec-
tasias y compromiso pulmonar, 77% compromiso rinosinusal,
69% compromiso gastrointestinal (Gl), 38% autoinmunidad (Al),
23% compromiso hematoldgico y 15% infeccién por Giardia. Los
grupos BM1 y BM2 se hallaron en menor porcentaje, 10% y 14%
respectivamente, con presencia de Al, compromiso Gl, rinosinusal
y bronquiectasias en BM1 y Al, esplenomegalia, Granulomatosis,
bronquiectasias y compromiso Gl, rinosinusal y hematolégico en
BM2. Esta clasificacion nos permite optimizar el manejo de estos
pacientes previniendo complicaciones clinicas graves.

163. (256) COMPROMISO GASTROINTESTINAL EN INMU-
NODEFICIENCIA COMUN VARIABLE. REPORTE DE
CASOS DE UN CENTRO DE ADULTOS

Vijoditz, G., Ferreyra Mufarregue, L., Fernandez Romero,
D, Lessa, C.

Unidad de Inmunologia e Histocompatibilidad, Hospital de
Agudos Dr Carlos G. Durand

Introduccién: La inmunodeficiencia comun variable (IDCV)
es una de las principales inmunodeficiencias primarias del adul-
to, caracterizandose por hipogamaglobulinemia e infecciones
bacterianas recurrentes del tracto respiratorio y gastrointestinal
(Gl). Se asocia a autoinmunidad, enfermedad granulomatosa y
neoplasias. Objetivo:Presentacion de un reporte de casos de
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pacientes con diagndstico de IDCV y compromiso gastrointesti-
nal en un centro Inmunologia de adultos, y su comparacién con
las series publicadas en la bibliografia. Disefio del estudio: Se
incluyeron pacientes con diagndstico de IDCV establecido por los
criterios del grupo de Inmunodeficiencia primaria de la IUIS que se
encuentran en seguimiento en el servicio. Se analizaron pacientes
que presentaron sintomatologia gastrointestinal (infecciosa o no
infecciosa) y a quienes se les realizo estudio del tracto Gl mediante
Video endoscopia alta (VEDA) y video colonoscopia (VCC), con
toma de biopsia. Resultados: Se reportaron 55 pacientes con
diagnostico de IDCV, 32 en seguimiento, de los cuales 12 (37.5%)
presentaron compromiso Gl. Se logré realizar VEDA a 10 pacientes
y VCC a 8, observandose diferentes compromisos concordantes
con los descriptos en la literatura. Cuatro (12.5%) presentaron in-
feccion por Giardia lamblia intestinal, dos (6.2%) por Helicobacter
pylori gastrico y uno (3,1%) presento Strongiloidiasis. Seis (18.7%)
presentaron compromiso Gl asociado a autoinmunidad, uno (3.1%)
presento granulomas en pulmén e intestino y uno (3.1%) desarrollo
enfermedad neoplasica Gl. Conclusion: El compromiso Gl en IDCV
es heterogéneo, infeccioso e inflamatorio, de alta morbilidad y re-
presenta un peor prondstico. Se debe monitorizar a los pacientes
con estudios microbiolégicos y endoscépicos de rutina, a fin de
optimizar manejo clinico y evitar las complicaciones secundarias. Se
continua realizando evaluacién endoscdpica en forma de screening
en estos pacientes a fin de evaluar la totalidad de la poblacién.
164. (313) DETECCION DE AUTOANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA MEDIANTE CITOME-
TRIA DE FLUJO PARA EL APOYO DIAGNOSTICO EN
DIABETES MELLITUS AUTOINMUNE

Guerra, L., Trabucchi, A., Faccinetti, N., lacono, R., Poskus,
E., Valdez, S.

Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral Prof Dr
Ricardo a Margni IDEHU UBA- Conicet

En Diabetes Mellitus (DM) tipo 1, la deteccién de autoanticuer-
pos (marcadores) es utilizada en el apoyo diagndstico y prediccion
de la enfermedad. El método de referencia para su dosaje es el
ensayo de union de radioligando (RBA). En busqueda del desa-
rrollo de un método de menor complejidad y alta sensibilidad,
en este trabajo se propuso el uso de la Citometria de Flujo (CF)
para la determinacién de los autoanticuerpos anti-Glutamato
Decarboxilasa (GADA) en sueros de pacientes diabéticos.Se
utilizaron 27 sueros de pacientes diabéticos GADA positivos por
RBA y 16 sueros humanos normales. Para la CF se incubaron los
sueros con microesferas de poliestireno de 4 um adsorbidas con
GAD humana fusionada con Tiorredoxina (TrxGAD) expresada
en E. coli. Los inmunocomplejos fueron reportados usando un Ac
conjugado con AlexaFluor 488 y la deteccion por CF se realizé a
oiacion= 488 Nm. Las sefales fueron obtenidas en unidades de
Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) y los resultados fueron
expresados en Standard Deviation scores (SDs= (IFM__ . . -
IFMmed\a controles normales)/DeSVI,o ESténdarcomro\es normales)'l‘a CF permltlé
detectar como GADA (+) al 48,2% de las muestras positivas por
RBA. La mediana de la poblaciéon de sueros normales resulté
significativamente diferente a la de los sueros de pacientes con
DM (p = 0,0005). Asimismo, los pares de datos obtenidos entre
RBA y CF mostraron un apareamiento efectivo (rs=0,4794y p =
0,0032).En conclusién, se pudo desarrollar un inmunoensayo por
CF capaz de detectar autoanticuerpos, siendo este el primer repor-
te de la técnica aplicada a la DM. Este método podria ser util en
la deteccion simultanea de varios marcadores de autoinmunidad
en la misma muestra utilizando microesferas de diferente tamafio.
165. (400) CAPACIDAD ALERGENICA DEL POLEN DE
CORTADERIA SELLOANA (POACEAE)

Galvez, M.!, Bianchimano, A.', Zappa, S.!, Murray, M.,
Montes, B.'2, Avila, B.%, Prat, M."
Universidad Nacional del Sur' CONICET? Hospital Interzo-
nal de Agudos Dr. José Penna®

Cortaderia selloana, perteneciente a la tribu Arundineae, es
una herbacea de amplia distribucién en Sudamérica, Nueva Ze-
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landa y Nueva Guinea. En nuestro pais es muy utilizada como
ornamental. Su potencial alergénico ha sido poco estudiado.
Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar inmunoqui-
micamente el extracto de polen de C. selloana, determinar su
relacion antigénica con otras gramineas y evaluar su capacidad
alergénica. El perfil antigénico se determiné mediante western
blot empleando un antisuero policlonal de conejo. El grado de
reactividad cruzada con otras gramineas se estudié por western
blot y ensayos de inhibicion mediante ELISA indirecto. El perfil
alergénico se establecié por western blot utilizando un pool de
sueros de individuos con sintomatologia alérgica, test cutaneos
positivos para gramineas y presencia de IgE especifica para C.
selloana por ELISA indirecto. El perfil antigénico mostré 15 com-
ponentes reconocidos por IgG de conejo, en el que destacaron
bandas entre 20-24, 33-35, 50-80 kDa. En orden decreciente de
reactividad cruzada C. selloana, se relaciona con L. perenne,
L. multiflorum, H. murinum subsp. leporinumy C. dactylon. Las
concentraciones inhibitorias medias se correlacionan con estas
observaciones. Entre los antigenos compartidos destacaron
aquellos entre 33-35 y 50-80 kDa. El perfil alergénico mostré
como principales bandas las detectadas en la zona de 33-35
kDa que se corresponden con los alérgenos del Grupo 1 carac-
terizados para otras gramineas. La existencia de componentes
de C. selloana reconocidos por IgE de individuos sensibilizados
comprueba su capacidad alergénica. Esta especie pertenece a
una tribu que no se incluye dentro de la mezcla de gramineas
usada en el diagndstico clinico. Ensayos complementarios permi-
tiran demostrar la presencia de alérgenos propios de C. selloana
y justificar asi su inclusién en dicha mezcla, lo que contribuira a
un mejor diagnodstico del agente causal de la alergia.

166. (448) EFECTO SINERGICO DE UN GEN HLA DE CLASE
'Y LA FORMA FUNCIONAL DEL GEN ACTIVADOR
KIR2DS4 EN LA SUSCEPTIBILIDAD A DESARROLLAR
UNA HEPATITIS AUTOINMUNE DE TIPO |

Podhorzer, A.', Theiler, G.", Paladino, N.', Pandolfi, J.",
Paz, S.2, Cuarterolo, M., Fainboim, H.2, Fainboim, L.
Hospital de Clinicas, Laboratorio de inmunogenética’ Hos-
pital F.J.Muniz, Hepatopatias Infecciosas? Hospital Nacional
de Pediatria J.P. Garraham?®

Antecedentes y objetivos. En estudios previos demostramos
el papel diferencial de genes HLA de clase Il en la susceptibilidad
a desarrollar hepatitis autoimmune de tipo | en nifios (HAIP) y en
adultos (HAIA). Debido a que genes KIR activadores han sido
asociados con autoinmunidad, este trabajo investigé en forma
conjunta el papel de ambos sistemas polimorficos en estas pato-
logias. Métodos. Se comparé a 233 controles normales con 81
HAIP y 44 HAIA. La tipificacion de los 16 genes KIR se realizé
mediante la amplificacion de los dominios D1 y D2 combinados
y una segunda PCR de la region trasmembrana/citoplasmica. Al
igual que para los genes HLA de clase | y Il se utilizé la técni-
ca SSOP y sondas especificas. KIR2DS4 fue amplificado con
cebadores que permiten identificar a la forma funcional de las
formas truncadas que solo presentan el D1 soluble. Resultados
y conclusiones. No se hallaron diferencias entre controles y
enfermos en las frecuencias de los 16 genes KIR. En cambio,
en contraste con los controles donde la frecuencia génica de la
forma funcional del KIR2DS4 es de 28.8%, en las HAIP represen-
ta el 51.2% (p<0.0001). En esta cohorte la frecuencia fenotipica
del gen HLA-DRB1*1301 es de 50.6% Vs 11,6% en controles
(p<0.0001), con un Odds Ratio (OR) para este gen de 7.8y 3.6
para el KIR2DS4 funcional. En el andlisis combinado de ambos
factores de riesgo, el OR es de 40.3, mayor que el producto
de ambos genes por separado, que permite concluir que existe
un efecto sinérgico entre ambos genes para la susceptibilidad
a desarrollar la HAIP. Si bien se desconoce el efecto de las
formas solubles de KIR2DS4, el analisis del mismo mostré un
efecto protector sobre la susceptibilidad a desarrollar HAIP. En
las HAIA, donde HLA-DRB1*1301 representa un factor de bajo
riesgo, este se transforma significativamente alto cuando se
asocia con el gen funcional KIR2DS4, confirmando el sinergismo
entre estos genes de clase Il y los genes KIR.
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167. (460) ESTUDIO DE AUTOANTICUERPOS EN PACIEN-
TES DE MENDOZA CON INFECCION CRONICA POR
EL VIRUS DE LA HEPATITIS C (HCV)

Navarta, L.", Espul, C.%, Acosta-Rivero, N.2, Rivero, V.2
Hospital Central’ CIBICI_CONICET. Fac de Ciencias Quimicas.
UNC? Laboratorio de Virologia. Hospital Central. Mendoza®

Introduccién. El HCV, virus hepatotropico y linfotrépico,
puede inducir manifestaciones extrahepaticas autoinmunes o
presencia de autoanticuerpos, dependiendo de factores tanto
del huésped como del virus. La respuesta autoinmune se des-
encadenaria en un individuo genéticamente susceptible o por
mimica molecular entre epitopes virales y autoantigenos liberados
por dafio hepatocelular. Objetivos. Determinar prevalencia de
anticuerpos caracteristicos de enfermedades autoinmunes en
muestras séricas de pacientes de Mendoza infectados con HCV.
Evaluar la relacién entre presencia de autoanticuerpos y niveles
de enzimas hepaticas y analizar si existe correlacién con la carga
viral. Métodos. Se estudiaron 44 varones y 29 mujeres (n=73) de
22 a 63 afios, con HCV diagnosticado por serologia (ELISA). Se
excluyeron coinfectados con HIV o HBV. Como grupo control sano:
27 varones y 17 mujeres, de 18 a 65 afos.Se determiné por IFI
anticuerpos antinucleo (ANA), antimusculo liso (ASMA), anticélulas
parietales, antimitocondriales, anti LKM, anti ADNdc y ANCA. Por
aglutinacién: antitiroglobulina (ATG) y Factor reumatoideo (FR).
Resultados. Se hallé una asociacion estadisticamente significativa
entre infeccién con HCV y presencia de FR (75,34%); ASMA
(42,46%); ANA (15,07%) y ATG (12,33%).Ninguno presenté anti
LKM. No se detect6 diferencia significativa en niveles de enzimas
entre pacientes con y sin FR y ASMA. Se observé que los titulos
de HCV fueron mayores en muestras negativas para FR que en
las positivas, pero fueron similares en las positivas y negativas
para ASMA y ANA. Conclusion. Se hallé una elevada prevalencia
de autoanticuerpos en pacientes con infeccion por HCV, siendo
el FR el mas prevalente. Dada la frecuente coexistencia de esta
infeccion y manifestaciones reumatoldgicas, los datos obtenidos
refuerzan la importancia de investigar HCV en pacientes con
estas manifestaciones. El espectro de anticuerpos encontrados
evidencia la influencia de factores genéticos y ambientales locales.
168. (575) SINDROME LINFOPROLIFERATIVO CON AU-
TOINMUNIDAD POR DEFECTO DE FAS CON CELULAS
DOBLES NEGATIVAS NORMALES: DESCRIPCION DE
UN CASO
Mitchell, R.", Prieto, E.", Danielian, S.', Galicchio, M.?,
Pérez, L.

Hospital de Pediatria Prof. Dr. Juan P Garrahan Servicio
de Inmunologia’ Hospital de Nifios Victor J. Vilela, Rosario?

La expansion (>2.5%) de una subpoblacién linfocitaria CD3+
TCRalfabeta+ CD4-CD8- (DNs) constituye un criterio diagndstico
requerido para el sindrome linfoproliferativo con autoinmunidad
(ALPS) en el contexto de linfoproliferacion crénica no maligna y
no infecciosa. Su sola constatacion constituiria la primera etapa
del estudio de laboratorio de pacientes clinicamente sospechosos
segun el algoritmo sugerido por el reporte del Workshop Interna-
cional del NIH del 2009. Presentamos un caso con manifestacio-
nes clinicas compatibles con ALPS, apoptosis inducida por Fas
disminuida y defecto molecular en el gen FAS, que mostré repe-
tidamente valores normales de DNs en ausencia de tratamiento
inmunosupresor.Se trata de una paciente de 9 afios que presentd
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, citopenias hematicas e hi-
pergammaglobulinemia de los tres isotipos.Las células DNs fueron
evaluadas por citometria de flujo, por andlisis de TCRalfabeta vs
CD4+CD8 (mismo fluorocromo). sFasL fue determinado por ELISA
(VN <200 pg/ml). La expresion de Fas y Apoptosis inducida por
Fas (ApFas) fueron evaluadas por citometria de flujo en células
activadas con PHA/IL-2. ApFas se analizé como porcentaje de
nucleos hipodiploides en relacién al control sano del dia (VN
> 50%). Los estudios moleculares fueron realizados por PCR
y secuenciacion directa del gen FAS.Resultados: DNs 1,72% vy
1,46%, sFasL 2159 pg/ml, expresion de Fas normal, ApFas 35% y
mutacion R250X del gen FAS (exdn 9).Conclusiones :La paciente
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no presentd un criterio requerido para el diagndstico de ALPS.
Los resultados destacan la necesidad de realizar un screening
ampliado en el estudio de rutina de pacientes con sospecha de
ALPS incluyendo el biomarcador sFasL en la primera etapa de
evaluacion con el fin de evitar el subdiagndstico del sindrome.
169. (584) UN NUEVO HAPLOTIPO DEL GEN FAS LIGADO
A UNA MUTACION FUNDADORA EN SINDROME LIN-
FOPROLIFERATIVO AUTOINMUNE EN ARGENTINA
ESTA PRESENTE EN POBLACIONES CON ANCES-
TRALIDAD ABORIGEN

Simesen De Bielke, M., Yancoski, J.", Rocco, C.", Bravi,
C.2, Balilliet, G.2, Danielian, S.!

Hospital de Pediatria J.P. Garrahan' Laboratorio de Gené-
tica Molecular Poblacional, IMBICE?

Mutaciones en el gen FAS son la causa mds comun de
Sindrome Linfoproliferativo y Autoinmune (ALPS). En 4 familias
no relacionadas ALPS-FAS con mutacion C107Y demostramos,
mediante anadlisis de 10 sitios polimérficos, un evento fundador
generado hace aproximadamente 350 afios. Seis polimorfismos
(SNPs) intragénicos revelaron un haplotipo distintivo (GTATCC)
que se segrega con C107Y, no detectado en nuestro grupo
control ni en un reporte internacional, en 200 y 300 cromosomas
respectivamente. La sobrerrepresentaciéon de C107Y en Argen-
tina, asociada con este haplotipo Unico, nos llevé a evaluar la
presencia del mismo en comunidades de ancestralidad nativa.
Estudiamos 324 muestras de poblaciones del norte argentino
que poseen mas del 80% de haplogrupos amerindios en ADN
mitocondrial. Se utilizaron andlisis con enzimas de restriccion,
PCR, secuenciacién y clonado en bacterias de los productos de
amplificacion. El unico SNP, ¢.528(+46)c>t, que presenta en el
haplotipo el alelo minoritario se estudié como screening y per-
mitié descartar 176 de las 324 muestras. El alelo t de este SNP
fue hallado en alta frecuencia en amerindios (media: 26.54%)
en comparacién con caucasicos (media: 10.3%). El andlisis
completo en las 148 muestras restantes, realizado en forma
secuencial, arrojé la probabilidad de que 78 muestras puedan
contener GTATCC. De ellas, 36 fueron descartadas mediante
clonado quedando un 13% del total de muestras, heterocigotas
en el SNP 528, con probabilidad de contenerlo (haplotipos des-
apareados debido a la gran extensiéon del mismo, 22,6Kb). En
una muestra, homocigota t/t en SNP 528, fue posible confirmar la
presencia del alelo GTATCC, en ausencia de la mutacién C107Y.
Este individuo presenta ademas ancestralidad aborigen a nivel
de haplogrupos en cromosoma Y. Nuestro trabajo demuestra que
el SNP 528 refleja diferencias étnicas en poblacién americana,
y asocia el evento fundador de C107Y de nuestros pacientes
ALPS a poblacién argentina nativa.

170. (705) SINDROME DE HIPER IGM: EXPERIENCIA DE
UN CENTRO PEDIATRICO

Aquiri Gomez, S., Nievas, E., Roy, A., Danelian, S., Rossi,
J., Oleastro, M.

Hospital Garrahan

El sindrome de hiper IgM(HIGM) comprende una serie de
defectos génicos (CD40L, CD40, AID Y UNG) caracterizado
por la ausencia o disminucion de IgG e IgA, niveles normales
o aumentados de IgM, deficiente formacién de anticuerpos y
principalmente, infecciones bacterianas recurrentes.Describimos
las caracteristicas clinico inmunolégicas de pacientes con HIGM
seguidos en nuestro centro desde 1987 a julio de 2012.Quince
paciente de 12 familias fueron diagnosticados (13 varones, 2
mujeres). La edad media a la primera manifestacién clinica fue
de 0,75 afios (r0,08-2,16) la primera manifestacion fue infeccién
respiratoria baja en 9/15 pacientes. La edad media al diagnés-
tico 4,31 afos (r0,25-18).Ocho de 15 desarrollaron infeccion
intestinal (Microsporidium, Histoplasmosis y Giardiasis), 8/14
infeccion respiratoria alta. Un paciente presenté infeccién por
Pneumocistis jirovecii, Parvovirus B19, AHA combs positiva y
artritis, al igual que su hermano desarrollé infeccion por Histo-
plasma capsulatum. Encefalopatia progresiva sin aislamiento
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microbioldgico se presentd en un caso. En 5 pacientes el nivel
de IgA sérica se encontré dentro de rangos normales. Neutro-
penia episodica fue observada en 5 casos. Ningun paciente
desarroll6 enfermedad biliar por Criptosporidium ni neoplasias.
En 8 familias se documenté mutaciones en CD40L y en 4
mutaciones AID.Trece reciben regularmente suplemento con
gamaglobulina endovenosa, ningun paciente recibio trasplante
de células hematopoyéticas halogénicas. De 13 pacientes que
fueron seguidos, solo fallecid el que presentd encefalopatia
progresiva.En nuestra casuistica se observa una baja incidencia
de las manifestaciones cominmente referidas en este sindrome
como son la enfermedad biliar, la infeccion por Criptosporidium
o por Parvovirus B1.El hallazgo de valores normales de IgA
sérica puede desorientar la presuncion diagnéstica.A pesar de
encontrarse sin tratamiento supletorio 2 pacientes (hermanos)
no desarrollan infecciones.

171.  (720) ENCEFALOPAT,I'A AGUDA PROGRESIVA EN PA-
CIENTE CON DIAGNOSTICO DE AGAMAGLOBULINE-
MIA LIGADA AL X E INFECCION POR VIH: REPORTE
DE UN CASO
Longoni, N., Mecikovsky, D., Czornyj, L., Favale, A., Nie-
vas, E., Oleastro, M.
Hospital J. P. Garrahan

Agamaglobulinemia ligada al cromososma X (ALX) es una In-
munodeficiencia primaria que afecta la diferenciacion del linfocito
B (LB) y condiciona disminucién de inmunoglobulinas séricas y LB
circulantes generando infecciones purulentas y en ocasiones com-
promiso crénico del SNC por enterovirus. El virus HIV puede afectar
SNC inicialmente por su caracter neurotrépico. El tratamiento de
alta eficacia reduce 50%el riesgo de tal complicacién. Reportamos
un paciente con ALX y SIDA que desarrolla encefalopatia aguda
progresiva de etiologia no definida.Varén con diagnéstico a los 2
afos de ALX y SIDA C1(transmision transfusional sin compromiso
neurolégico)por lo que recibe gamaglobulina EV mensual, profilaxis
antibidtica y antirretrovirales,manteniendo dosajes adecuados de
IgG residual y recuentos de CD4 superiores a 25%con cargas
virales indetectables.A los 9 afios presenta cambios de conducta,
fracaso escolar y convulsiones.En LCR evidenci6 ligera pleocitosis
mononuclear con microbiologia ampliada(incluyendo neurovirus)
negativa; la RMN cerebral mostré lesiones hipointensas en T1 e
hiperintensas en T2 en sustancia blanca bifronto-temporal. A los 13
afos presenta progresion de deterioro neurolégico.LCR no muestra
alteraciones citofisicoquimicas.Busqueda de enterovirus, JC, BK,
herpes, varicela, CMV, EBV, gérmenes comunes y hongos: nega-
tiva.RNM cerebral: progresion de lesiones y biopsia cerebral:signos
de encefalitis por infiltracién linfoidea T,de probable etiologia viral
no vinculable a HIV.La microscopia electrénica no detecté parti-
culas virales. Ante sospecha de etiologia viral realizé tratamiento
con GGEV 900mg/kg/dia por 21 dias consecutivos sin mejoria.
Actualmente presenta retraso mental moderado(test de WISCIIl)y
conductas agresivas. Es el primer caso en nuestro centro de aso-
ciacion de ALX y HIV, manifestado con leucodistrofia,y que pese
a busqueda microbioldgica exhaustiva no pudo demostrar etiologia,
con progresion del cuadro a pesar del tratamiento instaurado.
172. (755) LA DEPLECION DE CELULAS T REGULATORIAS
IN VIVO INCREMENTA LA SUSCEPTIBILIDAD AL
DESARROLLO DE PROSTATITIS AUTOINMUNE EX-
PERIMENTAL EN DIFERENTES CEPAS DE ANIMALES
Breser, M.", Lino, A.2, Mohr, E.2, Motrich, R.", Sanchez, L.,
Demengeot, J.2, Rivero, V.!

Facultad de Ciencias Quimicas.Universidad Nacional de
Cordoba. CIBICI-CONICET! Instituto Gulbenkian de Cién-
cia. Oeiras, PortugalP

La Prostatitis Autoinmune Experimental (PAE) es un modelo
vélido para el estudio de la Prostatitis Cronica No Bacteriana.
Previamente, reportamos diferencias de susceptibilidad a PAE
entre las cepas NOD, C57/BL6 y Balb/c. Dado que los linfocitos
T regulatorios Foxp3* (Treg) tienen un rol central en el mateni-
miento de la tolerancia, en el presente trabajo se analizo si la
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diferencia en susceptibilidades se relaciona con la frecuencia de
Treg. Se encontré que ratones no inmunizados de las tres cepas
presentaban cantidades similares de Treg en 6rganos linfaticos
secundarios. Luego de la inmunizacién con antigenos prostaticos,
no se encontraron diferencias entre la cantidad de Treg aunque si
entre la cantidad de células T efectoras (Tef, CD4*CD44+CD62L")
y la susceptibilidad a PAE. Al analizar la relacion de Treg/Tef, la
misma fue mayor en ratones Balb/c comparados con ratones NOD
(p<0,005). Para evaluar si la relacion Treg/Tef en el momento
de induccion era importante para conferir resistencia a PAE, se
realizoé un tratamiento in vivo un dia previo a la inmunizacion
utilizando el anticuerpo monoclonal (PC61) que depleta Treg. En
el dia 24, los animales fueron sacrificados y se evalué cantidad
de Treg, Tef, expresion de receptores de quimiocinas, citoquinas
secretadas e infiltracion prostatica. Se observé un incremento
significativo de células Tef principalmente productoras de IFNy
e IL17 expresando los receptores de migracion asociados a Th1
(CXCR3y CCR5) en las 3 cepas de animales depletadas de Treg,
lo que correlaciond directamente con una mayor infiltracién en el
6rgano blanco (P <0,001).Estos resultados demuestran que la
relacion Treg/Tef es fundamental en el desarrollo de prostatitis
autoinmune y que niveles disminuidos de Treg en la fase inductora
de la enfermedad hacen que una cepa resistente a PAE como
la Balb/c logre desarrollar una cantidad suficiente de Tef Thi
capaces de infiltrar y dafar la glandula prostatica.

173. (763) REGISTRO DE INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS
EN UN HOSPITAL DE NINOS RICARDO GUTIERREZ
Seminario, A.", Moreira, 1.2, Diaz Balve, D.2, Gomez Raccio,
A.2, Di Giovanni, D.2, Bezrodnik, L.?

Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez' Laboratorios Hemo-
derivados UNC?

Introduccidén: Las Inmunodeficiencias Primarias (IDP)son
un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas, donde esta
afectactado 1 6 mas componentes del sistema inmune. Con un
amplio espectro de manifestaciones clinicas y hallazgos de labo-
ratorio. Se han reportado méas de 180 de IDP. Objetivo:Reportar
la prevalencia de IDP, en el Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez
(HNRG). Poblacion y Métodos: Se incluyeron los pacientes con
IDP seguidos en el HNRG, desde 1990 hasta la fecha. Se rea-
liz6 el analisis retrospectivo de sus Historias clinicas. Los datos
son registrados en el registro de la sociedad latinoamericana
de inmunodeficiencias (LASID) y en Registro para la Fundacion
Jeffrey Modell. Resultados: En el afio 1990 se cred el grupo de
Inmunologia en el HNRG. Hasta 2007 se habian registrado 443
pacientes con IDP. En el afio 2010 el numero de diagnosticados
llegd a 777. Actualmente tenemos registrados 974 pacientes con
IDP. Para la clasificaciéon de las IDP utilizamos la ultima clasifi-
cacion de la Union Internacional de la Sociedad de Inmunologia
del afio 2011. El 8% corresponden a Inmunodeficiencias Combi-
nadas, el 5,6% sindromes con Inmunodeficiencias bien definidas,
el 74% Deficiencias de Anticuerpos (DA), 2,6% Sindromes con
Disregulacion, 2% Defectos del Fagocito, 1,4% Defectos de la
Inmunidad Innata, 3,5% Sindromes Autoinflamatorios y 2,5%
Defectos del Complemento. Tal como reportan otros centros, las
DA son las mas frecuentes dentro de las IDP. Conclusiones: El
aumento en el numero de casos diagnosticados, demuestra que
estas enfermedades no son tan raras como se creia. El registro
de las IDP permite conocer la prevalencia de IDP en nuestra re-
gion y aumentar la difusion de estas para fomentar el diagnostico
temprano y mejorar la calidad de vida de nuestros pacientes.
174. (772) CARACTERIZACION DE LINEAS CELULARES
ESPECIFICAS CONTRA EL AUTOANTIGENO PSBP
EN UN MODELO DE PROSTATITIS AUTOINMUNE
EXPERIMENTAL
Altamirano, A., Breser, M., Sanchez, L., Motrich, R., Ri-
vero, V.

CIBICI-CONICET

El modelo experimental de prostatitis Autoinmune (PAE),
puede ser considerado valido para la enfermedad humana
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Prostatitis Cronica No Bacteriana. Distintas cepas de ratones
inmunizados con antigenos prostaticos en CFA son capaces
de desarrollar respuesta de LT especificos contra el principal
autoantigeno descripto Prostateina (PSBP); pero sélo algunas
cepas muestran infiltracidon y dafio en préstata. Hemos reporta-
do ademas que ratones deficientes en IFNg son resistentes a
PAE. En este trabajo desarrollamos lineas celulares especificas
para PSBP derivadas de ratones NOD, Balb/c y NOD-IFNg”
previamente inmunizados con antigenos prostaticos en CFA.
Para obtener dichas lineas se realizaron cultivos de esplenoci-
tos con ciclos alternados de estimulacidn con células feedery
PSBP o PSBP/IL2. Al finalizar los ciclos el analisis de citoqui-
nas producidas por la linea NOD mostré niveles elevados de
IFNg, que aumentaron a lo largo de los ciclos de estimulacion
(ELISA), mientras que los niveles de IL17, IL10, IL5 y TGFb
mostraron una tendencia opuesta. Sobrenadantes de cultivo de
la linea NOD-IFNg” mostraron elevados niveles de IL17, IL5 y
disminuidos de TGFb e IL10. En la linea Balb/c se observaron
niveles reducidos de todas estas citoquinas y sostenidos a
lo largo de los ciclos. Por citometria de flujo, se observé que
las células de las tres lineas presentaron un fenotipo efector
CD62L""*CD44" En la linea NOD se encontraron importantes
cantidades de células CD3*CD4+IFNg* y menor frecuencia de
CD3*CD4*IL17+. Las células de la linea NOD-IFNg™ fueron prin-
cipalmente CD3*CD4+IL17+, mientras que las células de la linea
Balb/c presentaron bajas frecuencias de células CD3*CD4*INFg*
e IL17+. Nuestros resultados demuestran que el perfil de células
especificas es diferente en las lineas provenientes de ratones
con distinta susceptibilidad a PAE., asociandose con un feno-
tipo Th1 la cepa susceptible NOD, mientras que la cepa no
susceptible NOD-IFNg” genera un fenotipo Th17.

175. (775) FALLA DE RESPUESTA ANTICORPOREA
FRENTE A ANTIGENOS POLISACARIDOS (FRPS):
REPORTE DE 14 PACIENTES DE CENTRO UNICO
Cabanillas, D., Regairaz, L., Lasarte, P., Pérez, N.
Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica

Introduccién: La FRPS es una inmunodeficiencia primaria
(IDP) humoral reportada en pacientes con infecciones respira-
torias recurrentes. Su prevalencia en nifios y jovenes es poco
conocida. Objetivo:describir una cohorte de pacientes (p) con
FRPS diagnosticados y seguidos en nuestro centro entre 1998
y 2012. Materiales y Métodos: trabajo retrospectivo basado en
la revision de historias clinicas. Se defini6 FRPS a pacientes
mayores de 2 afios con infecciones recurrentes, dosaje de Inmu-
noglobulinas GAME normal, y anticuerpos antineumococo < 113
mg/l medidos 4-6 semanas luego de vacuna polisacdrida de 23
serotipos, sin evidencia de otra IDP y con serologia HIV negativa.
Resultados: 14p (8 mujeres, 57%) fueron identificados. La edad
media al diagnéstico fue 8,07 afos (r: 2,9-20). La edad de inicio
de los sintomas fue 3,08 afos (r: 0,2-13). Todos presentaron
infecciones recurrentes: bronquitis (n: 85 en 10p), neumonia (n:
42 en 11p), OMA (n: 9 en 3p), Infecciones cutaneas 5p, sepsis
3p, meningitis a neumococo 1p. Al momento de primera consulta
93% tenian obstruccién bronquial recurrente. 4/10p evaluados
presentan bronquiectasias. 12p (86%) iniciaron antibiético pro-
filactico (trimetoprima sulfametoxasol 5 mg/kg/dia o amoxicilina
20 mg/kg/dia). 3/12p requirieron gamaglobulina por persistir con
sintomas. 2p perdieron el seguimiento. Sélo se registran eventos
de bronquitis (n: 15 en 9p) y neumonia (n: 6 en 3p) a pesar del
tratamiento adecuado. Actualmente todos vivos con edad media
de 11,75 afios (r: 3,8-33). Conclusiones: Infecciones severas
y recurrentes fueron observadas en pacientes con FRPS, con
dano de 6rgano blanco observado en 30% (bronquiectasias). Las
infecciones mas frecuentes fueron neumonia y bronquitis. Se
observa una demora diagndstica de 5 afios, probablemente
dada por la normalidad de las inmunoglobulinas. El tratamiento
con antibiéticos y/o gamaglobulina parece disminuir el nimero
de infecciones.

176. (782) BRONQUIOLITIS FOLICULAR Y FENOTIPO ATi-
PICO ASOCIADO CON DEFICIENCIA DE CD25
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Caldirola, M., Garcia, A., Moreira, |., Seminario, G., Di
Giovanni, D., Gaillard, M., Bezrodnik, L.
Hospital de Nifos Ricardo Gutiérrez

Introduccién: La deficiencia de CD25 resulta en autoinmu-
nidad, enteropatia, linfoproliferacion y dermatitis atépica severa.
Objetivo:Reporte de un caso: paciente de 5 afos con fenotipo
atipico de deficiencia de CD25. Métodos: Dosaje de inmunoglo-
bulinas séricas medidas por nefelometria. Poblaciones linfocitarias
en sangre periférica: linfocitos T naivé (LTn) y LT memoria (LTm),
linfocitos B naivé (LBn) y linfocitos B memoria (LBm) y células
natural killer (NK) determinadas citometria de flujo. Linfocitos T
reguladores (Tregs) (CD4CD25FOXp3 +). Ensayo de linfopro-
liferacién: estimulacién de LT con fitohemaglutinina (PHA).Los
linfocitos estimulados con antiCD3 en presencia de IL-2 fueron
marcados con anticuerpos anti CD69, CD25, CD122 y CD132.Los
anticuerpos antinucleares (ANA) y anticuerpos anti-citoplasma de
neutréfilo (ANCA) fueron medidos por inmunofluorescencia. Resul-
tado: Nina adoptada de cinco afios de edad con dermatitis atépica
severa, diarrea crénica desde el primer mes de vida, infecciones
respiratorias y varicela.A los 4 afios de edad: neumonia de mala
evolucién con necesidad de oxigenoterapia permanente.Biopsia
de pulmén:bronquiolitis folicular con hiperplasia de linfocitos.
Evaluacién inmunoldgica: hipergamaglobulinemia, deficiencia de
IgG4, falla de respuesta a polisacaridos, ANA positivos en titulo
alto (patron moteado) con ANCA-c positivo. Recuentos normales
de linfocitos con LBm y Treg bajos. Los linfocitos CD4+ activados,
mostraron expresiéon de CD69 pero la sobreexpresion de CD25.
Linfoproliferacion: normal. Estudio molecular: Mutacién missense
homocigota en la subunidad CD25 del receptor de IL-2:(c. 122 a>c;
p. Y41S).Se comenzd la inmunosupresion con pulsos de solume-
drol y mofetil micofenolato mas profilaxis antibiética.Su condicién
mejord, por lo que se suspendid la oxigeno terapia.Actualmente
a la espera de trasplante de células madre. Conclusién: Se ha
descripto el caso de una paciente deficiente en CD25 con fenotipo
inusual sin evidencia de endocrinopatias.

177. (785) ALTERACIONES DE LA ViA DEL COMPLEMEN-
TO: SIEMPRE C3 DISMINUIDO SIGNIFICA CONSUMO?
Rodriguez Broggi, G., Ginaca, A., Dominguez, M., Comas,
D., Bezrodnik, L.

Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez.

El C3 es el componente crucial en la activacion de todas las
cascadas del sistema complemento. Su deficiencia o disminucién
puede predispone a infecciones por gérmenes capsulados, glo-
merulonefritis o enfermedades autoinmunes. Objetivo:Identificar
alteraciones del sistema complemento en pacientes con C3 per-
sistentemente bajo y C4 normal. Materiales y métodos: se eva-
luaron 14 nifios (entre 3 y 16 afos) que concurrieron al servicio
de Inmunologia con infecciones recurrentes, glomerulonefritis
y/o enfermedades autoinmunes con C3 bajo persistente y C4
normal. Estrategia diagndstica: 1°) cuantificacion de C3 y C4
por nefelometria; funcionalidad de via alterna (AH50) y clésica
(CH50) por ensayos hemoliticos. 2°) investigacion de actividad
de factor nefritico y productos de degradacién de C3 (PDC3) por
inmunofijacién; determinacién de factor H, factor | y factor B por
inmunodifusién radial. 3°) estudio de familiares de primer grado.
Resultados: Tres pacientes mostraron actividad de factor nefritico
y presencia de PDCS3 in vivo; con una concentracion sérica media
de C3= 14mg/dl, CH50 y AH50 marcadamente disminuidos. Tres
pacientes con deficiencia de factor |, presentando valor prome-
dio de C3=55mg/dl, Factor B no dosable, CH50 normal y AH50
ausente. Ocho pacientes de 4 familias presentaron deficiencia
parcial de C3 con una concentracion media de 58mg/dl, AH50
normal y CH50 normal o ligeramente disminuido; padre o madre
de cada familia mostraron el mismo perfil; todos ellos con PDC3
y factor nefritico negativos. Conclusién: La disminucion de la
proteina C3 del complemento puede ser causada por distintas
alteraciones llevando al paciente a sintomas severos. Utilizando
una adecuada estrategia es posible identificar estas alteraciones
y lograr un adecuado diagnéstico para instaurar la terapéutica
adecuada que mejore la calidad de vida.
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178. (789) ALTERACIONES DE LAS SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS B EN PACIENTES CON HIPOGAMAGLO-
BULINEMIA TRANSITORIA DE LA INFANCIA

Esnaola Azcoiti, M., Caldirola, M., Seminario, A., Gaillard,
M., Di Giovanni, D., Gémez Raccio, A., Bezrodnik, L.,
Hail, F.

Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez

Introduccién: La hipogamaglobulinemia transitoria de la infan-
cia (HTI) es una deficiencia cuantitativa de anticuerpos en nifios
mayores de 6 meses, siendo una de las consultas inmunoldgicas
mas frecuentes. Es conocida la utilidad de alteraciones del com-
partimento B (CB) en otra deficiencia humoral, como la inmunodefi-
ciencia comun variable (IDCV) para clasificar diferentes subgrupos
clinicos. Objetivo:1) Evaluar el CB en pacientes (pts) con HTI. 2)
Compararlo con las alteraciones del linfocito B de pts pediatricos
con IDCV. Materiales y Métodos: Estudio observacional de 44 pts
con diagndstico de HTI (WHO-IUIS) y 21 pts con diagndstico de
IDCV(ESID) entre 6 meses y 13 afios. El estudio del CB se rea-
lizé por citometria de flujo (FACScalibur BD). LB memoria totales
(LBm)(CD27+), virgenes (CD27-IgD+IgM+), memoria pre-switched
(CD27+1IgD+IgM+), memoria post-switched (CD27+ IgD- IgM-),
LB transicional(LBT) CD24high CD38high. Los resultados fueron
comparados con controles propios(C) del laboratorio para cada
grupo etario, y divididos en dos grupos: G1 (n=20) 6 meses a 4
afos y G2 (n=24) entre 4 y 13 afios. Los dosajes de Igs (G,A,M)
fueron realizados por nefelometria(IMMAGE Beckman Coulter).
Resultados: El 80% de los pts presentaron un aumento de los
LBT, significativo sélo en G2:[mediana (p25-p75)] G2:11(8,25-
23,00) vs €:7(5,65-10,00) (p=0.02). G2 no presentd alteraciones
en el subset de memoria. En G1, no se observaron alteraciones
en el CB respecto de los controles. El aumento de LBT en G2 fue
comparable al encontrado en los pts con IDCV 10,8 (p=0,7894).
Discusion: En los nifos menores de 4 afnos, no se observaron
alteraciones respecto de los C. La alteracion preponderante en
los pacientes HTI mayores de 4 afos fue el aumento de los LBT,
con los LBm conservados. Siendo que los LBT representan una
poblacién de emigrantes tempranos de médula 6sea, su aumento
en sangre periférica en este grupo de pacientes, podria relacio-
narse con la inmadurez del CB mas alla de los 4 afios.

179. (791) SINDROME AUTOINFLAMATORIOS: FIEBRE
MEDITERRANEA FAMILIAR ENFERMEDAD DE HE-
RENCIA RECESIVA?

Diaz Balve, D., Seminario, A., Moreira, ., Gomez Raccio,
A., Di Giovanni, D., Danelian, S., Bezrodnik, L.

Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez

Introduccion: los sindromes Autoinflamatorios (SA), se ca-
racterizan por episodios recurrentes de inflamacién generalizada
de causa no infecciosa. La fiebre mediterranea familiar (fmf) es
la mas comun de los SA. Objetivo:Demostrar pacientes con fmf
que presentan mutaciones unicas heterocigotas y con cuadro
clinico tipico, es suficiente para iniciar tratamiento con colchicina.
MATERIAL Y METODOS: Estudio retrospectivo de 36 pacientes
con fiebre periddica, en un servicio de inmunologia pediatrica.
RESULTADO: 36 Pacientes (p) fueron evaluados en nuestro
servicio por episodios de fiebre recurrente. 10 p fueron FMF, 1 p
Sindrome de Hiper Ig D, 1 p enfermedad inflamatoria multisistemi-
ca de comienzo neonatal, 1 p con diagnostico probable Sindrome
de fiebre periddica asociada a receptor 1 del factor de necrosis
tumoral y 23p Sindrome de fiebre Periddica con aftas, estomatitis,
faringitis y adenitis. En los 10 p con FMF se realizaron los estudios
de biologia molecular en el gen MEFV, encontrandose 3 pacientes
con mutaciones homocigotas o 2 mutaciones heterocigotas; sin
embargo 7 de nuestros pacientes presentaban solo una mutacion
para el gen MEFV. Los 10 pacientes con FMF presentaban clinica
compatible por lo cual todos iniciaron tratamiento con colchicina,
a dosis habitual de 1mg/dia. Todos presentaron buena evolucién,
excepto una paciente requirié por su compromiso clinico aumentar
dosis diaria a 2 mg/dia. CONCLUSIONES: En aquellos paises
donde la prevalencia de fmf es baja, aquellos pacientes que
presenten cuadro clinico compatible con FMF, presentando solo
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una mutacién heterocigota es suficiente para iniciar tratamiento
con colchicina.

180. (806) TRASPLANTE DE CELULAS PROGENTITORAS
HEMATOPOYETICAS (TCPH) EN INMUNODEFICIEN-
CIAS PRIMARIAS (EXLUIDAS LAS COMBINADAS
SEVERAS): EVOLUCION Y SEGUIMIENTO EN UN
CENTRO PEDIATRICO

Nievas, E., Rossi, J., Bernasconi, A., Pérez, L., Roy, A.,
Goris, V., Prieto, E., Danielian, S., Figueroa, C., Staciuk,
R., Oleastro, M.

Hospital Garrahan

El TCHP alogénico sigue siendo el unico tratamiento curativo
para muchas Inmunodeficiencias Primarias (IDP). Analizamos
retrospectivamente la evolucién de paciente (ptes) pediatricos con
IDP (exluidas las ID Combinadas Severas) que recibieron TCHP
alogénico entre 1995 y 2012 en nuestra institucion. De 20 ptes
trasplantados, se analizan los datos disponibles de 18 (7 mujeres
y 11 varones) Diagnésticos: Wiskott Aldrich: 5 ptes, Inmunodefi-
ciencias con Albinismo Parcial: 5 ptes, LHHF: 3 ptes, ALPS: 1pte,
EGC: 1pte, IPEX: 1pte, XLP: 1 pte e Hipoplasia Cartilago Pelo: 1
pte. Edad media al trasplante: 40 meses (r 2-161). Previo al TCHP
6 ptes presentaron infecciones recurrentes, 3 enfermedad pulmo-
nar cronica, 3 malnuticion y 6 compromiso del SNC. La fuente de
CHP fue médula ésea: 14 ptes, sangre de cordén umbilical: 3 ptes
y movilizado de sangre periférica: 1 pte. Donantes: 11 familiares
y 7 no emparentados. Compatibilidad: 15 histoidénticos, 2 con
disparidad HLA de 1 -2 antigenos y 1 haploidéntico. Prepracion
mieloablativa: 11 ptes y no mieloablativa: 7. Complicaciones:
Infecciones significativas en todos, Enfermedad injerto vs hués-
ped aguda: 9 ptes y cronica: 5 ptes. Venooclusiéon hepatica: 5
ptes. Catorce ptes desarrollaron prendimiento total y 3 parcial.
La sobrevida fue del 78%. La media de seguimiento es de 40,87
meses (r 0,6-168). Las causas de muerte fueron: Infeccion viral:
2 ptes, Sindrome Linfoproliferativo: 1 pte y hemorragia pulmonar:
1 pte. Todos fallecen antes de los 6 meses post TCHP (media de
67,2 dias: r51-126). Nuestro grupo con una media de seguimiento
mayor a los dos afios muestra un porcentaje de sobrevida en
coincidencia con la literatura. Si bien se trata de un grupo peque-
flo de pacientes no observamos asociacion significativa entre la
sobrevida, el compromiso pulmonar y malnutricion pre transplante.

181. (812) FAS LIGANDO SOLUBLE EN SINDROME LINFO-
PROLIFERATIVO AUTOINMUNE
Carabajal, P., Sardafions, J., Gaillard, M., Garcia, A., Di
Giovanni, D., Filardi, L., Bezrodnik, L.
Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez

El sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS) se caracteriza
por esplenomegalia, adenomegalias no malignas, autoinmunidad
y expansién de linfocitos T af Doble negativos >2% (DN). Es
causado por defectos en genes de la apoptosis linfocitaria. El
incremento del Fas ligando soluble (sFASL) es uno de los criterios
secundarios reconocidos que contribuyen al diagndstico de ALPS.
Objetivo:evaluar sFASL en pacientes pediatricos con sospecha
de ALPS junto a otros pardmetros inmunoldégicos caracteristicos.
Material y Métodos: 30 nifios, rango de edad: 2 a 19 afios, 15
muijeres, con manifestaciones clinicas presuntivas de ALPS (esple-
nomegalia, adenomegalias, citopenias autoinmunes). Se determiné
sFASL en suero de los pacientes por Enzimoinmunoensayo (R&D
Systems). Se procesaron sueros de 20 nifios considerados sanos
segun encuesta de salud que contempla criterios de exclusion
para la verificacion del rango de referencia (VR: 40-145 pg/ml).
Inmunofenotipo con LT op+ CD4- CD8- (DN) por citometria de
flujo. Resultados: La verificacién del intervalo de referencia arrojo
un 95% de los datos dentro del rango establecido como criterio de
aceptacion. De 30 ptes, 14 (46.6%) presentaron sFASL en valores
> 145 pg/ml. De estos, 3 tuvieron sFASL entre 576- >1000 pg/ml y
DN > 5%, correspondiendo a ALPS definitivos por mutaciones en
gen FAS; 6 ptes con sFASL entre 165- 463 pg/mly DN 2.4 a 5.8%,
correspondieron a ALPS probables. Los 5 ptes restantes tenian
sFASL entre 162- 363 pg/mly DN 2.4 2 3.6% en 3/5y < 2% en 2/5,
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con alguna caracteristica clinica. En 16 ptes, sFASL fue < 145 pg/
ml, 4/16 con DN >2%. Conclusiones: En nuestra poblacion sFASL
demostrd ser un biomarcador sensible para ALPS. En pacientes
con criterios aun incompletos para ALPS y sFASL elevado seria
aconsejable buscar el defecto molecular o funcional. El ensayo de
verificacién del intervalo de referencia fue aceptado, con lo cual el
intervalo propuesto es adecuado para nuestra poblacion.

182. (814) LINFOPENIA CD4 IDIOPATICA. TRATAMIENTO
CON INTERLEUQUINA 2 RECOMBINANTE
Comas, D., Seminario, G., Gaillard, M., Bezrodnik, L.
Hospital Gutiérrez

Linfocitopenia CD4 idiopatica (ICL) es un sindrome raro y hete-
rogéneo caracterizado por una inexplicable y persistente reduccion
en el recuento linfocitos CD3+ CD4+ (<300 cel. /uL 6 <20% del
total de células T (CD3+)) en ausencia de infeccién por HIV o cau-
sas conocidas de inmunodeficiencias primaria. Objetivo:Observar
el efecto inmunomodulador del tratamiento con Interleuquina 2
recombinante (rIL2) en un paciente con ICL. Caso clinico: Varén
heterosexual, 49 afos de edad, con infecciones oportunistas
(Histoplasmosis, Herpes Zoster y Papillomavirus). Serologias para
HIV I/l y HTLV negativas, CD3+CD4+: 120-180 cel. /mm?, so-
brexpresion de CD95, aumento del recuento de CD45R0+ CD95+
CD4+CD3+ y bajo numero de CD45RA+CD4+CD3+, respuesta
proliferativa alterada frente a mitogenos y antigenos especificos. El
paciente recibio tratamiento con rIL2 en dos ciclos con intervalos
de un afo: 1er ciclo: 18 meses de duracién (9 Ul, 0.4 Ul c/12
horas, 4 dias); 2do ciclo: 6 meses seguidos, reiniciando 6 meses
mas tarde, cada dos meses, igual dosis. Evaluacion por citometria
de flujo, del inmunofenotipo y proliferacion celular, usando un
citdmetro FACSCalibur. Andlisis de subpoblaciones celulares: T
(CD3+), T helpers (CD3+CD4+), T citdxicas (CD3+CD8+). Valora-
cién de la respuesta proliferativa mediante la incorporaciéon CFSE.
Dosaje de inmunoglobulinas por nefelometria cinética (Beckman—
Coulter). Despues del tratamiento con rIL2 mejoré el recuento de
CD45RA+CD4+CD3+ : 39% ( VN: 23+/-14%), CD45R0+ CD95+
CD4+CD3+: 57% (VN: VN: 61+/-12%). La respuesta al segundo
ciclo rIL2 ha aumentado y mantenido los recuentos de CD4: 26%,
545 cel./mm?3. Los dosajes de inmunoglobulinas séricas, arrojaron
valores ligeramente disminuidos: 1gG: 757 mg/dl, IgA: 50 mg/dl,
IgM: 102 mgr/dl. Conclusion: La rlL2 reduciria la expresién de
CD95 sobre las celulas CD3+CD4+, llevando asi a un aumento
en el numero absoluto de CD4. Después de 4 afos, el paciente
se encuentra en un buen estado de salud.

183. (822) ATAXIA TELANGIECTASIA: CARACTERiSTICAS
CLINICAS EINMUNOLOGICAS EN PACIENTES PEDIA-
TRICOS
Fortunati, D., Nievas, E., Rossi, J., Bernasconi, A., Roy,
A., Danielian, S., Oleastro, M.

Hospital Garrahan

Ataxia Telangiectasia (AT) es una enfermedad autosémica
recesiva causada por defectos en la proteina ATM. Se caracteriza
por ataxia cerebelosa, telangiectasias oculocutaneas, inmunodefi-
ciencia combinada y alta incidencia de neoplasias. Describiremos
las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de pacientes (p) pe-
diatricos con AT (segun criterios ESID) diagnosticados por nuestro
servicio entre 1987 y 2012.Resultados. Se identificaron 46 p (41
familias). La ataxia cerebelosa fue la primera manifestacion en 27
p. La edad media al diagndstico fue de 5,86 afos (r 1,83-13,58).
El 89 % presentd infecciones, siendo el 65,2 % en vias aéreas
inferiores. El aislamiento mas comun fue Pseudomona aeruginosa
en secreciones nasofaringeas. Se documenté: deficiencia de IgA:
16/46, perfil Hiper IgM: 13/46, panhipogamaglobulinemia: 4/46,
deficiencia de anticuerpos contra antigenos polisacaridos: 11/36,
contra proteicos: 4/40, linfopenia B: 33/44, linfopenia T: 37/46,
deficiente proliferacion in vitro ante mitégenos: 21/44 y ante an-
tigenos: 19/32. Rupturas cromosomicas inducidas por radiacion
fueron evidenciadas en 16 p evaluados. De los 7 p que desa-
rrollaron neoplasias (3 casos Linfoma de Hodgkin), 6 recibieron
quimioterapia adaptada y 3 de ellos remitieron. No se observaron
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complicaciones post vacunales con gérmenes vivos. Recibieron
GGEV supletoria 30 p y profilaxis antibiética 39 p. Fallecieron 11
p antes de los 18 afios (edad media 12,45 afos) principalmente
por insuficiencia respiratoria.Conclusiones: La edad al diagnéstico
fue extremadamente tardia.Tuvimos un alto porcentaje de rescate
de Pseudomona en secreciones a diferencia de otras series. Al
igual que otros reportes no observamos complicaciones post va-
cunales. Protocolos de quimioterapia modificados son viables en
estos pacientes. El suplemento con GGEV y la antibiéticoterapia
poco puede prevenir la enfermedad pulmonar crénica, principal
causa de muerte en nuestra serie.

REPRODUCCION 2
184. (165) ROL CRITICO DE LA PROSTAGLANDINAE2 (PGE2)
Y DE SU RECEPTOR TIPO 2 (EP2) EN LA EXPANSION
DE LAS CELULAS DEL CUMULUS (ECC) EN MONAS
RHESUS
Peluffo, M'2; Murphy, M?; Zelinski, M?; Lindenthal, B3; Stou-
ffer, R?*; Hennebold, J**
CEDIE-CONICET' Division of Reproductive Sciences, Ore-
gon National Primate Research Center (ONPRC), EE.UU.?
Global Drug Discovery, Bayer Schering Pharma AG, Ale-
mania® Department of Obstetrics and Gynecology, Oregon
Health & Science University (OHSU), EE.UU.*

Antes de la ovulacion el pico de LH desencadena la ECC, la
cual implica la pérdida de contacto entre las células del cumulus
(CC) y la formacién de una matriz extracelular rica en acido hia-
lurénico (AH), causando una expansion en el area del complejo
ovocito células del cumulus (COC). Este proceso es indispensable
para que el ovocito ovulado, pueda ser eventualmente penetrado
por el espermatozoide. El objetivo fue determinar el rol de la PGE2
en la ECC en monas Rhesus in vitro y comparar sus efectos res-
pecto al de las gonadotrofinas (G). Se obtuvieron COCs (n=3-6/
tratamiento; c/experimento/3-4) a partir de monas adultas some-
tidas a tratamientos de estimulacion y cultivados en medio TALP
conteniendo: a) 5% suero de mono (MS); b) MS+FSH+LH (100
ng/ml, c/u); ¢) MS+PGE2 (500 ng/ml). Se analizé la variacién en el
area de los COCs a distintos tiempos, observandose que el control
(-) (MS) no ocasioné ECC. Las G promovieron la ECC de manera
ambigua mientras que, la PGE2 indujo la ECC de modo sélido.
Luego se evalud la ECC de forma mas especifica desarrollando un
método inmunofluorescente para detectar AH en el COC y se agre-
garon 2 grupos adicionales: d) FSH y e) LH. En el grupo con MS, la
marca de AH fue minima o inexistente. Ninguno de los grupos con
G arrojé resultados uniformes y la marca de AH se observé sélo en
la periferia de los COCs. En cambio, PGE2 incremento los niveles
de AH en todo el COC en todos los ensayos. Asimismo, un grupo
f) conteniendo un antagonista especifico del EP2 (ZK888-15uM) en
presencia de PGE2 fue incluido para analizar si la sefalizacién de
PGE2 era a través de EP2 y el AMPc fue evaluado para validar su
inhibicion. Se observé que el ZK888 bloqueé tanto la sintesis del
AH como los niveles de AMPc (p< 0.05) inducidos por PGE2. Estos
resultados demuestran por primera vez en primates que mientras
las G impactan minimamente en la ECC, la PGE2 induce la ECC
y la estimulacién de AH a través del EP2, sugiriendo un rol critico
de la PGE2 en la ECC.

185. (289) PARTICIPACION DEL CALCIO Y EL CITOESQUE-
LETO DE ACTINA EN LA EXPOSICION TRANSITORIA DE
FOSFADITILSERINA EN OVOCITOS ACTIVADOS

Curia, C."; Stein, P.2; Schultz, R.?; Cuasnicu, P."; Cohen, D.!
Instituto de Biologia y Medicina Experimental’ Departamen-
to de Biologia, Universidad de Pensilvania, USA?

La exposicion de fosfatidilserina (PS) es un evento clave
para distintos procesos celulares. Recientemente demostramos
que PS también se expone transitoriamente en ovocitos de ra-
tén activados por fertilizacion o partenogénesis. En este trabajo
estudiamos el rol del citoesqueleto de actina y del calcio, ambos
involucrados en la activacion del ovocito, en la exposicién de
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PS. Para ello, los ovocitos fueron tratados con CCD (citocalasina
D, inhibidor de polimerizacion de actina) y activados con SrCl2.
evaluandose la exposicion de PS por incubacion con ANX5-FITC
y el estadio nuclear, con Hoechst. En paralelo se evalu¢ la exo-
citosis de granulos corticales (EGC) por marcacion del exudado
cortical con LCA-TRITC. Los ovocitos reiniciaron la meiosis sin
eliminar el 2do cuerpo polar y, al igual que aquellos incubados
sin CCD, presentaron marca para LCA y ANX5. La coincidencia
de ambas marcaciones sugeria que la movilizacién de PS podria
ocurrir como consecuencia de la EGC. Sin embargo, el hecho
de que ovocitos activados con ionéforo de Ca2+ no presentaran
exposiciéon de PS pero una EGC normal, permitié descartar esta
posibilidad. Para establecer el rol del Ca2+ en la exposicion de
PS, los ovocitos fueron incubados con BAPTA-AM (quelante
intracelular de Ca2+) y activados con SrCI2 no observandose
reinicio de meiosis ni marca de ANX5. Para determinar si la falta
PS expuesta se debid a la falta de Ca2+ o al arresto en MII, se
activaron ovocitos provenientes de ratones CaMKlIly-/-, los cuales
elevan Ca2+ sin reiniciar meiosis, detectandose marca de ANX5
similar a los controles. Consistentemente, ovocitos activados
con TPEN, quelante de Zn2+ que induce el reinicio de meiosis
sin elevar Ca2+, no presentaron marca para ANX5. En conjunto,
los resultados indican que la exposicién de PS en ovocitos no
depende de la estabilidad del citoesqueleto de actina y requiere
aumento de calcio intracelular, apoyando la potencial relevancia
de este fenémeno para la activacién del ovocito.

186. (310) LA EXPOSICION A DIETILSTILBESTROL DURANTE
EL DESARROLLO ALTERA LA DIFERENCIACION FUN-
CIONAL DEL UTERO DE LA RATA ADULTA
Bosquiazzo, V.; Vigezzi, L.; Muhoz-De-Toro; M.; Luque, E.
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodepen-
dientes. FBCB. UNL

Nuestro objetivo fue estudiar los efectos de la exposiciéon
prenatal y postnatal temprana al xenoestrégeno dietilstilbestrol
(DES) sobre la histomorfologia y la expresion de moléculas en
el utero de ratas adultas con terapia hormonal de reemplazo.
Ratas prefiadas fueron expuestas a través del agua de bebida
a 0.001% de etanol (control) o DES (5ug/Kg/dia) desde el dia 9
de gestacién hasta el destete. A Los 12 meses de edad las crias
hembras fueron divididas en dos grupos. Un grupo de animales fue
sacrificado y el otro grupo de hembras ovariectomizadas y tratadas
via sc con 17b-estradiol (E2) durante 3 meses. La histopatologia
uterina se estudio con hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica
de receptores estrogeno alfa (REa), beta (REb) y progesterona
(RP). A los 12 meses de edad el analisis histolégico mostré una
variedad de alteraciones glandulares en animales controles y
con DES: glandulas quisticas, hipertroficas, con atipias nucleares
(nucleos hipocrémicos) y metaplasias escamosas. En los animales
expuestos a DES la incidencia de glandulas hipertréficas y con
anomalias aument6 significativamente (p<0,05). En respuesta a
E2 se observaron ademas glandulas con glandulas hijas y con-
glomerados de glandulas en todos los grupos experimentales.
La incidencia de glandulas quisticas y con anomalias celulares
aumento en el grupo de DES+E2 sin alcanzar significancia esta-
distica. La proporcion de metaplasias escamosas aumento en los
animales DES+E2 comparado con los animales expuestos a DES
sin tratamiento con E2 (p<0,05). La expresion de receptores hor-
monales en el estroma uterino de animales DES+E2 mostré una
disminucion de la expresion del RP, sin observarse cambios en
la expresion del REa y REb, comparado con el grupo control+E2.
Los resultados sugieren que la exposicién perinatal a DES podria
reprogramar el desarrollo uterino modificando el microambiente
tisular y aumentando la susceptibilidad a lesiones uterinas durante
la adultez en respuesta al tratamiento con E2
187. (315) LA EXPOSICION NEONATAL A DIETILSTILBES-
TROL (DES) O BISFENOL A (BPA) ALTERA LA RES-
PUESTA OVARICA A UN ESTIMULO GONADOTROFICO
Rivera, O.'; Varayoud, J.2; Bosquiazzo, V.2; Osti, M.2,
Belmonte, N.'; Rodriguez, H.?; Dioguardi, G.'; Mufioz-De-
Toro, M.2; Luque, E.2
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Facultad de Ciencias Agrarias- Universidad Nacional de
Lomas de Zamora' Lab. de Endocrinologia y Tumores
Hormonodependientes, Fac. de Biog. y Cs.Biol-Univ. Nac.
del LitoralP

Previamente demostramos que la exposicién postnatal tempra-
na a Dietilstilbestrol (DES) y Bisfenol A (BPA) altera el desarrollo
del ovario de la oveja. Utilizando el mismo modelo, nos propusi-
mos determinar si estos xenoestrogenos modifican la respuesta
ovarica a un estimulo gonadotréfico exégeno. Se expusieron
corderas (via sc) desde el dia postnatal 1 (DPN1) hasta DPN14
a dosis bajas de: DES (5 pg/kg, n=9), BPA50 o BPAO,5 (50 pg/
kg, n=11; 0,5 pg/kg, n=9), vehiculo (C, n=12). Desde el DPN30 y
cada 12 horas, las corderas recibieron 6 dosis iguales i.m de 1,46
mg de HFE (Hormona Foliculo Estimulante). Se tomaron mues-
tras de sangre antes de la primera y de la ultima administracion
de HFE para determinar los niveles séricos de estradiol (E). El
DPNB35, por laparotomia exploratoria, se expusieron los ovarios
y se contaron los foliculos =2 mm. En cortes histolégicos de
estos ovarios se determind: a) el numero de foliculos atrésicos,
b) la expresion inmunohistoquimica de Ki-67 (como marcador de
proliferacion celular) y de receptores de estrégenos o (REa), B (REB),
andrégenos (RA). Los animales expuestos a ambas dosis de BPA
presentaron un menor ndmero de foliculos =2 mm (C=77,6+8,8 vs
DES=43,5+11,9; vs BPA50=27,5+£10,7, p<0.01; vs BPA0,5=28,2+9,3,
p<0.05) y menores niveles de E sérico (C=44,8+18,8 pg/ml vs
DES=22+12,9; vs BPA50=4,3+2,3; vs BPA0,5=9,3+2,6, p<0.05).
Los animales expuestos a ambos xenoestrogenos mostraron un
menor numero de foliculos atrésicos y menor expresion de RA en
las células de la teca y granulosa. Se demuestra que la exposicion
postnatal temprana a dosis “ambientalmente relevantes” de DES ¢
BPA disminuye el desarrollo folicular y la esteroidogénesis ovarica
en respuesta a un estimulo gonadotréfico exdgeno. Estos resultados
sugieren que la funcionalidad ovérica podria alterarse durante la vida
adulta afectando la reproduccion de la oveja.

188. (690) ANALJSIS DE LA DINAMICA FOLICULAR Y LOS
NIVELES SERICOS E INTRAFOLICULARES DE HORMO-
NAS ESTEROIDES EN UN MODELO DE PERSISTENCIA
FOLICULAR EN BOVINOS

Ortega, H.'; Diaz, P."; Stangaferro, M.%; Nareis, N.'; Bar-
beris, F.3; Matiller, V."; Rey, F.'?; Salvetti, N."?

Lab de Biologia Celular y Molecular Aplicada, Fac de
Ciencias Veterinarias, Univ Nac del Litoral’ CONICET?
Cdtedra de Teriogenologia, Fac de Ciencias Veterinarias,
Univ Nac del LitoraFP

La enfermedad quistica ovarica (COD) constituye una de las
causas mas comunes de infertilidad y subfertilidad en bovinos
lecheros y la persistencia folicular es una de las etapas iniciales
de su patogenia. Para estudiar este proceso desarrollamos un
modelo experimental de persistencia folicular basado en el uso
de dispositivos intravaginales de progesterona, aplicados el dia
16 del ciclo estral en animales con el ciclo estral sincronizado
(n=15), para conseguir concentraciones séricas subluteales de
esta hormona (1-2 ng/ml). También, se obtuvieron muestras de
animales controles en proestro (n=6) y de animales con COD
espontanea (n=20). Diariamente se efectuaron ecografias para
monitorear la dinamica folicular y extracciones de sangre para
determinaciones hormonales. En las muestras de suero y liquido
folicular se determinaron los niveles de estradiol (E2), progeste-
rona (P4), 17-hidroxiprogesterona (170HP), testosterona (T) y
cortisol (C), mediante kits comerciales de quimioluminiscencia.
Fue posible evidenciar el desarrollo de foliculos con hasta 15 dias
de persistencia en todos los animales tratados. A nivel sérico, la
P4 se mantuvo en niveles subluteales sin diferencias significativas
entre los grupos analizados. El E2, en el dia 15 de persistencia,
fue similar a los valores de proestro y de animales con COD
espontanea, pero significativamente menor a los niveles de los
dias 5 y 10 de persistencia (p<0,05). La T y la 170HP tuvieron
un incremento significativo en el dia 15 de persistencia (p<0,05).
No se observaron diferencias significativas en los niveles de C.
Los niveles intrafoliculares de P4 fueron menores y los de 170HP
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significativamente mayores en los foliculos persistentes (p<0,05).
En funcién de estos resultados, podemos concluir que este modelo
de induccion de foliculos persistentes presenta caracteristicas que
lo hacen util para el estudio de factores involucrados en los meca-
nismos etiopatogénicos de la enfermedad quistica ovarica bovina.
189. (726) POSIBLES MODELOS IN VITRO E IN VIVO PARA
EL ESTUDIO DE UNA PATOLOGIA CON ANGIOGENE-
SIS ALTERADA: SINDROME DE HIPERESTIMULACION
OVARICA (OHSS)

Scotti, L."; Abramovich, D.'; Haro Durand, L.'; Pascuali,
N."; Kopcow, L.3; Horton, M.%; De Zufiga, 1.3; Tesone, M."2;
Parborell, F.!

Instituto de Biologia y Medicina Experimental’ Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, UBA?> PREGNA Medicina
Reproductiva®

OHSS es una complicacién iatrogénica en tratamientos de
infertilidad. Se caracteriza por una angiogénesis alterada, una
alta permeabilidad vascular y niveles elevados de sustancias va-
soactivas como ser el VEGF en suero y fluido folicular (FF). Junto
al VEGF, participan otros sistemas como el de angiopoyetinas
(ANGPTSs) en el desarrollo de la vasculatura estable y funcional.
Previamente, demostramos un aumento en los niveles de ANGPT1
en FF de pacientes con OHSS comparado a pacientes normales.
En base a esto, se analiz6 el efecto que produce inhibir ANGPT1
en FF de pacientes normales y con OHSS sobre la migracion
celular, la expresién de claudina-5 y b-catenina en una linea de
células endoteliales (EA.hy926). Ademas, se evalud el efecto de
estos FF sobre un modelo de angiogénesis in vivo (membrana
corioalantoidea de embriéon de codorniz, CAM). La migraciéon en
presencia de FF de OHSS fue mayor comparada a FF controles
(p<0,001). El bloqueo de ANGPT1 en FF de OHSS disminuyd
este parametro (p<0,05). Se observé un aumento de claudina-5
(proteina endotelial de uniones estrechas) y una disminucién
de b-catenina endotelial en los cultivos incubados con FF de
OHSS (p<0,001). La inhibicion de ANGPT1 revirtié estos efectos
(p<0,01). Los FF de OHSS causan un aumento en las ramifica-
ciones y en el calibre vascular, analizado mediante el ensayo de
CAM. La inhibicion de ANGPT1 lo revirtié. Estos resultados se
correlacionan con la expresion de la integrina avpf3 en CAM. En
conclusién, se sugiere que la inhibicion de ANGPT1 en los FF
de pacientes con OHSS afecta la angiogénesis y disminuye la
permeabilidad vascular a través de proteinas claves de uniones
intercelulares endoteliales.

NEUROCIENCIAS 2
190. (197)LOS ESTR@GENOS MODULAN POSITIVAMENTE
LA MORFOLOGIA DE LAS NEURONAS PIRAMIDALES
DE LA REGION CA1 DEL HIPOCAMPO DE LAS RATAS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR)
Brocca, M.'; Pietranera, L.'?; Beauquis, J.3; Roig, P."; De
Nicola, A."?
Instituto de Biologia y Medicina Experimental’ Departamen-
to de Bioquimica Humana. Facultad de Medicina. UBA?
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. UBA?

Las SHR desarrollan una importante encefalopatia caracteri-
zada por atrofia del hipocampo, disminucién de la neurogénesis
y del nimero de neuronas en el giro dentado, disminucion de la
expresion de factores de crecimiento y astrogliosis. Anteriormente
comprobamos la reversibilidad de estas alteraciones bajo trata-
miento con estradiol. En el presente trabajo estudiamos los efectos
moduladores del estradiol sobre la morfologia de las neuronas
piramidales de la regién CA1 del hipocampo de ratas macho SHR
(PA:187.7+7.6) y sus respectivos controles normotensos Wistar-
Kyoto (WKY) (PA:125+5.0) de 20 semanas de edad, a las cuales
implantamos un pellet de 12mg de 17beta-estradiol benzoato en
colesterol o solamente colesterol durante dos semanas. Utilizamos
una version modificada de la técnica de Golgi y posterior analisis



RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

de Sholl, para determinar en las neuronas piramidales de la region
CAT1: 1) la longitud dendritica total apical y basal, y a diferentes
distancias del soma neuronal (de 20 a 300 pm); 2) la ramificacion
del arbol dendritico; 3) la densidad de espinas dendriticas totales
Los resultados muestran que si bien la reduccion observada de la
longitud dendritica apical y de la densidad de espinas dendriticas en
las SHR vs WKY no fue significativa, el tratamiento con estradiol en
las SHR indujo un aumento significativo de 1) la longitud dendritica
apical vs SHR (SHR+E,:1854+140,7 um; SHR:1145+139,4 um;
p<0.05) vy en la regién mas distal desde el centro del soma (220-
300um, p<0.05), 2) de la ramificacion apical vs SHR (p<0.05); y 3)
de la densidad de las espinas dendriticas totales vs SHR (SHR+E,:
2,27+0.10/um; SHR: 1,90+0.05/um, p<0.01). Estos datos eviden-
cian el papel neuroprotector de los estrégenos sobre las neuronas
hipocampales de la region CA1 de las SHR y sugieren que las
alteraciones morfolégicas observadas son eventos plasticos que
pueden revertirse bajo tratamiento con estradiol.

191. (206) EFECTO DE LA RETINOPATIA DIABETICA
EXPERIMENTAL SOBRE EL SISTEMA VISUAL NO
FORMADOR DE IMAGENES
Sande, P.'; Fernandez, D.'; De Zavala, N.'; Belforte, N.7;
Casiraghi, L.2; Golombek, D.?; Rosenstein, R.!

Lab. NROE, Dep. Bioquimica humana, Fac Medicina,
UBA' Laboratorio de Cronobiologia Departamento de
Ciencia y Tecnologia Universidad Nacional de Quilmes?

La retinopatia diabética es una de las principales causas de
ceguera. Las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles
(ipPRGCs) que expresan el fotopigmento melanopsina, estan in-
volucradas en respuestas visuales no formadoras de imagenes
como la sincronizacion de los ritmos circadianos vy el reflejo pu-
pilar. Se ha demostrado que la diabetes provoca una pérdida de
células ganglionares retinianas. En este trabajo, examinamos el
sistema visual no formador de imagenes en una etapa avanzada
de diabetes experimental en ratas Wistar macho inducida por
estreptozotocina (STZ). A las 15 semanas post-inyecciéon de STZ,
se observaron alteraciones significativas en el electrorretinograma
y los potenciales visuales evocados (P<0.01) y todos los animales
desarrollaron cataratas maduras. Asimismo, concomitantemente
con una disminucion significativa en el nimero de células ganglio-
nares Brn3a(+) (P<0.05 vs. control), no se observaron diferencias
en el numero de células que expresan melanopsina, en los niveles
de melanopsina y en las proyecciones de la retina a los nucleo
supraquiasmaticos (NSQ), y al nucleo pretectal olivar. El reflejo
pupilar aferente permanecié conservado luego de 10 semanas de
diabetes. Después de 15 semanas de diabetes, se observé una
disminucion significativa (P<0.01) en la expresion de c-Fos en los
NSQ inducida por luz. En los animales diabéticos se conservo el
ritmo diario de actividad locomotora, aunque se observé un au-
mento en el tiempo necesario para la resincronizacién luego de un
retraso de fase (4 h). En los animales diabéticos, la lensectomia
(remocion del cristalino) revirtié significativamente (P<0.01) la
reduccion en la expresion de c-Fos y en la resincronizacion del
ritmo de actividad locomotora. Estos resultados sugieren que el
sustrato neuronal de sistema visual no formador de imagenes se
preserva en etapas avanzadas de diabetes y que lensectomia
podria restaurar las alteraciones circadianas inducidas por dia-
betes experimental.

192. (207) EFECTO DE LA EXPOSICJ()N A UN AMBIENTE
ENRIQUECIDO SOBRE EL DANO RETINIANO INDU-
CIDO POR EXCITOTOXICIDAD

Dorfman, D.; Fernandez, D.; Rosenstein, R.

Laboratorio NROE, Departamento de Bioquimica Humana,
Fac. Medicina, UBA- CEFyBO/CONICET

La excitotoxicidad es un mecanismo central en el dafio de la
retina asociado a diversas enfermedades que constituyen causas
frecuentes de ceguera. Recientemente, hemos demostrado que
la exposicion de ratas adultas a un ambiente enriquecido (AE)
protege a la retina del dafio retiniano inducido por isquemia. Con-
siderando que la excitotoxicidad por glutamato juega un rol central
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en el dafno isquémico retiniano, el objetivo de este trabajo fue
analizar el efecto de la exposicion a un AE frente al dafio retinia-
no inducido por glutamato. Se inyecté una solucién de glutamato
en la camara vitrea de un ojo de ratas Wistar macho adultas y
vehiculo en el ojo contralateral. Luego, los animales se albergaron
en un ambiente estandar (AS) o AE por 7 dias. El AE consisti6 en
jaulas grandes (100 x 50 x 82 cm) conteniendo varias tolvas de
alimento, ruedas y objetos de diferentes formas, texturas y colores
que se reposicionaron 1 vez/dia. Luego de 7 dias de exposicion a
AE o AS se analiz6 la funcién (por electrorretinografia, ERG), la
histologia y la reactividad glial (inmunomarcacién de la proteina
gliofibrilar &acida (GFAP)) retinianas, asi como el transporte activo
desde la retina al coliculo superior (CS). En animales expuestos a
un AS, el glutamato indujo una caida significativa en la amplitud
de las ondas a y b del ERG (P<0,01 vs. vehiculo), y en el nimero
de células ganglionares retinianas (CGR) (p<0,01 vs. vehiculo), un
aumento en la inmunomarcacion para GFAP, y una disminucion en
la densidad de proyecciones retinianas al CS. La exposicién a AE
revirtio totalmente la disfuncion retiniana (p<0,01 vs. glutamato),
la disminucién en el nimero de CGR (p<0,01 vs. glutamato), el
aumento en los niveles de GFAP y protegié el transporte activo
entre la retina y el CS. Estos resultados sugieren que la exposi-
cién a un AE podria constituir una nueva estrategia terapéutica
para el tratamiento del dafio retiniano inducido por excitotoxicidad
glutamatérgica.

193. (277) MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA INHI-
BICION PRESINAPTICA INDUCIDA POR INOSINA
AL ACTIVAR RECEPTORES DE ADENOSINA A3 EN
SINAPSIS MOTORAS DE MAMIFERO

Cinalli, A. ; Guarracino, J. ; Losavio, A.

Laboratorio de Neurofisiologia, Instituto de Investigaciones
Meédicas Dr. Alfredo Lanari, IDIM-CONICET

Previamente encontramos que la inosina (IN, 100 uM), me-
tabolito de adenosina (AD), inhibe la secrecién espontanea y
evocada de ACh en sinapsis motoras de mamifero al activar
receptores (R) AD A,. Esta inhibicion estaria vinculada a canales
calcio voltaje dependiente (CCVDs) presinapticos. Nuestro objetivo
fue investigar cuales son los CCVDs involucrados y si ademas,
tal como ocurre con los RAD A,, un mecanismo relacionado a
la maquinaria de liberacién en un paso independiente al influjo
de Ca?* participa de la accion moduladora. La frecuencia de los
potenciales de placa miniatura (fMEPPs) fue registrada en dia-
fragmas de ratones CF1. La secrecion espontanea de ACh esta
relacionada a CCVDs tipo L y N y la evocada a los CCVD tipo P/Q,
bloqueados por nitrendipina (NIT), o-conotoxina GVIA (o-CgTx) y
w-agatoxina IVA (o-Aga), respectivamente. Encontramos que NIT
y no ®-CgTx ocluyé el efecto de IN (NIT 52.3+3.3% de los valores
controles, NIT+IN 53.8+4.8%, n=4; ®-CgTx 65.4+3.0, »-CgTx+IN
42.9+5.4%, P<0.05, n=4). El efecto sobre los CCVD tipo P/Q fue
estudiado en musculos expuestos a 12 mM K*. w-Aga previno
el efecto de IN (12-K* 395.5+13.5%, 12-K*+®»-Aga 110.5+9.5%,
12-K*+w-Aga+IN 108.1+1.7%, n=4). Luego analizamos la accién
de IN sobre la respuesta hiperténica (RH), la cual produce un
incremento de fMEPPs por un mecanismo independiente a la
entrada de Ca?* a la terminal nerviosa. IN no redujo el pico de la
RH (93.8+6.7% de la RH control, n=4). Para descartar que la AD
endogena generada durante la RH pudiese estar ocupando los
RAD A,, evaluamos el efecto de IN en presencia de ap-MeADP
(inhibe ecto-5’-nucleotidasa que actua en la conversion AMP a
AD). En este caso, IN disminuyé el pico de la RH (ap-MeADP
98.5+10.7%, af-MeADP+IN 67.4 + 8.9 %, P<0.05, n=7). Los
resultados sugieren que IN inhibe la secrecién espontanea y
evocada de ACh por un mecanismo multimodal que involucra a
los CCVD tipo L y P/Q y a la cascada del proceso de exocitosis
en un paso independiente al Ca?*.

194. (286) LA SENALIZACION AUTOCRINA POR EL DAMP
S$100B EN ASTROCITOS PROMUEVE LA GLIOSIS
REACTIVA IN VITRO E IN VIVO Y FAVORECE LA
SOBREVIDA GLIAL AL ESTRES OXIDATIVO
Villarreal, A.; Seoane, R.; Angelo, M.; Ramos, A.
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IBCN Prof Eduardo De Robertis, Facultad de Medicina,
UBA.

Las células de la astroglia responden a la injuria cerebral con
una respuesta genérica de gliosis reactiva, caracterizada por la
hipertrofia e hiperplasia celular y la generacion de un microam-
biente proinflamatorio. Se cree que la liberacion de moléculas tipo
DAMP (como S100B) por astrocitos reactivos en el foco de lesién,
promoveria la propagacion de la neuroinflamacién hacia regiones
mas distales. S100B en alta concentraciones produce muerte
neuronal, un efecto mediado por RAGE y NF-kB (Villarreal et al, J.
Neurochem 2011). En el presente trabajo nos propusimos estudiar
si S100B es capaz de inducir un fenotipo reactivo en astrocitos.
Para ello expusimos cultivos primarios de astrocitos corticales de
rata a distintas dosis de S100B y estudiamos los cambios en la
morfologia, en la proliferacion, en la sobrevida a estrés oxidativo
y en la activacion de NFkB. El tratamiento con S100B indujo la
extension de las prolongaciones gliales y el pasaje de la forma
poligonal hacia la forma filamentosa (stellation), asi como un au-
mento de la tasa de proliferacién evidenciado por incorporacién de
BrdU. Ambos efectos fueron parcialmente bloqueados utilizando un
anticuerpo neutralizante anti-RAGE. Por inmunoblot se demostré
que la exposicion a S100B induce un aumento en la expresion
de Vimentina y GFAP, asi como la activacion de NFkB en forma
dosis y tiempo dependiente. La previa exposicion a S100B previno
la muerte astroglial provocada por una posterior exposicion a H,0,
(200uM/2 hs), efecto que resulto dependiente de Erk y parcialmente
dependiente de Akt. Por ultimo, la infusién intracortical de S100B
(50uM) en cerebros de ratas naive recapitulo algunas caracteristicas
de la gliosis reactiva inducida por la injuria. Estos resultados mues-
tran que S100B es capaz de inducir en astrocitos varios marcadores
de la conversién hacia el fenotipo reactivo y aumenta su capacidad
de sobrevida al estrés oxidativo. Subsidios: PIP CONICET 1728,
UBACYT, PICT 2008-1590
195. (318) ESTUDIO DE DOS MODELOS DE DESMIELINI-
ZACION TEMPRANA Y SU POSIBLE CORRELACION
CON LA ESQUIZOFRENIA
Valeiras, B."; Rosato Siri, V.'; Codagnone, M.2; Reinés,
A.2; Pasquini, J.!

Departamento de Quimica Biolégica, IQUIFIB-CONICET,
FFyB UBA' Instituto de Investigaciones Farmacoldgicas
(ININFA), CONICET, Universidad de Buenos Aires?

La esquizofrenia, un trastorno psiquiatrico severo que afecta a un
0,5-1% de la poblacién mundial, ha sido histéricamente asociada a
alteraciones neuronales y de la materia gris. Sin embargo, estudios
recientes sugieren que la integridad de la materia blanca también se
encuentra afectada. Respecto a las causas de esta patologia en el
adulto, se cree que factores que afectan el desarrollo temprano del
cerebro podrian jugar un papel clave en la aparicion de este complejo
trastorno. Teniendo en cuenta esto, junto con la nueva informacién
sobre la materia blanca afectada, el objetivo del presente trabajo
fue determinar si una desmielinizacién temprana puede inducir el
desarrollo de un comportamiento esquizofrénico en el joven-adulto
y si el momento del dafo influye en dicho desarrollo. Para ello ge-
neramos dos grupos experimentales en rata alimentadas con 0,6%
cuprizona antes del destete desde el dia postnatal 7 (P7) al P21 o
luego del destete desde P21 a P35. Luego del tratamiento los ani-
males fueron devueltos a una dieta normal hasta P90, momento en
que se realizaron estudios comportamentales. En la caracterizacion
inmunohistoquimica pudo evidenciarse que ambos tratamientos
produjeron una pronunciada desmielinizacion en el cuerpo calloso
junto con una retraccién en las fibras corticales de mielina y una
marcada astrogliosis, luego de dos semanas de intoxicacién. La
subsiguiente dieta normal permitié una remielinizacién efectiva a
P90. Respecto a los ensayos comportamentales, ambos tratamientos
afectaron el comportamiento social con un efecto mayor en el grupo
de ratas tratado luego del destete y existiendo una prevalencia mayor
en machos. Estos resultados sugieren que una desmielinizacion
temprana, particularmente posterior al destete, es capaz de afectar
sustancialmente el comportamiento social de ratas joven-adultas,
pudiendo correlacionarse con comportamientos esquizofrénicos.
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196. (352) IMPLICANCIAS DEL SISTEMA UBIQUITINA-PRO-
TEASOMA EN LA RESPUESTA DEL RECEPTOR ET-A
Y EN LA REGULACION DE LA TIROSINA HIDROXILA-
SA EN BULBO OLFATORIO DE RATAS HIPERTENSAS
DOCA-SAL

Guil, M."; Soria, C."; Morales, V.'; Hope, S.'; Bianciotti, L.;
Gironacci, M.2; Vatta, M.!

IQUIMEFA-CONICET, FFyB, UBA' Departamento de Qui-
mica Bioldgica (IQUIFIB-CONICET)-UBA? Cétedra de Fi-
siopatologia (INIGEM-CONICET)-UBA?

Recientemente demostramos que el bloqueo agudo del recep-
tor ETA disminuye los niveles y actividad de tirosina hidroxilasa
(TH). En base a estos resultados se estudio el papel del sistema
Ubiquitina-Proteasoma en la posible degradacién de la TH produci-
da por el bloqueo central ETA en ratas DOCA-Sal. Para este obje-
tivo se bloqued el receptor ETA (BQ610) en presencia del inhibidor
del Proteasoma (MG132) en ratas normotensas e hipertensas
DOCA-Sal. El BQ610 y el MG132 se administraron via intrace-
rebroventricular (1ul/min). En ratas DOCA-Sal, la administracion
previa de MG132 produjo una reversion de la disminucion de la
PAM producida por el BQ610 (p<0,05 vs. DOCA-Sal+BQ610),
mientras que la administracion de MG 132 aumenté la FC (p<0,05
vs. DOCA-Sal). La determinacion de actividad de TH en el bulbo
olfatorio (BO) mostré que la administracion de BQ610 precedida
por MG132 en ratas hipertensas produce la reversion parcial del
aumento inducido por la sola administracion del antagonista ETA
(p<0,05 vs. DOCA-Sal y vs DOCA-Sal+BQ610). Los niveles de
TH totales determinados por Western Blot presentaron valores
similares a los hallados en BO de ratas DOCA-Sal al tratar los ani-
males con MG132 y BQ610 (p<0,01 vs. DOCA-Sal+BQ610). La TH
fosforilada en los sitios Serina 19, 31 y 40 mostraron incrementos
al tratar los animales hipertensos con MG132 (p<0,05 vs. DOCA-
Sal para PSer19 y 40) y reversiones parciales al inyectar MG132
junto con BQ610 (p<0,05 vs. DOCA-Sal+BQ610 y vs. DOCA-Sal).
Los niveles de TH marcada con Ubiquitina no presenta mayores
variaciones en animales controles o DOCA-Sal al ser expuestos
al inhibidor de Proteasoma. Al inyectar MG132 en los animales la
actividad de Proteasoma disminuy6 25% (p<0.05). Los resultados
muestran entonces que el sistema Ubiquitina-Proteasoma estaria
parcialmente implicado en respuesta a la inhibicién del receptor
ETA sobre la TH en ratas DOCA-Sal.

ENDOCRINOLOGIA 2
197. (799) EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO EN LA EXPRESION
DE RECEPTORES NUCLEARES Y SUS CO-REGULADO-
RES DURANTE LA LACTANCIA DE LA RATA
Campo Verde Arbocco, F., Hapon, M., Jahn, G.
Laboratorio de Reproduccion y Lactancia. IMBECU. CCt
Mendoza

La lactancia dirige la respuesta de las células mamarias hacia
la sintesis de leche. Entre las hormonas que regulan esta funcién
estan prolactina, hormonas ovaricas y tiroideas. El hipotiroidismo
(hipoT) altera la respuesta celular mamaria y la sintesis de leche.
Por esto, estudiamos si los efectos del hipoT en el curso de la
lactancia, estdn mediados por cambios en la expresion de recep-
tores (R) hormonales que regulan la funcidn mamaria o en los
co-reguladores de los receptores nucleares. Usamos ratas Wistar
hembras hechas hipoT por administracion de PTU (0,1 g/l) en el
agua de bebida, sacrificadas en los dias 2, 7 y 14 de lactancia (L2,
L7 y L14, n=6-8). Se disecaron las glandulas mamarias inguinales
y se obtuvieron ARN y proteinas. Se midié por PCR en tiempo
real el contenido de ARNm relativo al gen ribosomal S16, de los
R de estrogeno a y B (RE,a y B), de progesterona (RP4A+B y
B), de hormonas tiroideas ay b (RTa y ), NCor1, RXRay ciclina
D1 (CD1). Por Western Blot se determiné el contenido de RE,a,
de RPA y B, de TRa y b a nivel de proteinas. A lo largo de la
lactancia observamos aumentos en la expresion de ARNm de
TRb1, TRal y TRa2 (p<0.05) y caidas de NCor1, RXRa y CD1
(p<0.05) en L7 comparados con L2 y L14, mostrando una relacion
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inversa entre los TRs y sus correguladores. El hipoT no modificd
el nivel de ARNm de ERa, RP total, RPB, CD1, NCor1 y RXRa a
lo largo de la lactancia pero aumenté el ARNm de ERb en L7. A
nivel de proteina el grupo control mostré aumentos en L7 de la
expresion de TRa, b y RPB (p<0.01) y una caida de RPA (p<0.05)
comparados con L2 y L14. El hipoT no alterd los cambios de TR,
ERa y RPB, bloqueé la disminuciéon de TRB en L14 y amortigué
el aumento de RPA en L14. Estos resultados muestran un efecto
directo de las hormonas tiroideas en la regulacion de la expresion
de los receptores nucleares de hormonas ovaricas y tiroideas a
lo largo de la lactancia que pueden estar involucradas en las
alteraciones en la sintesis de leche.

198. (771) EFECTO DE HIPOTIROIDISMO EN LA VIiA DE
SENALIZACION DE PROLACTINA A LO LARGO DE
LA LACTANCIA DE LA RATA

Campo Verde Arbocco, F., Hapon, M., Jahn, G.
Laboratorio de Reproduccion y Lactancia. IMBECU. CCt
Mendoza

La lactancia es regulada por multiples mecanismos molecula-
res, entre los cuales prima la activacion de las vias de sefalizacion
de prolactina (PRL) y su regulacién por el ambiente hormonal. El
hipotiroidismo (hipoT) genera alteraciones funcionales en la glan-
dula mamaria reflejadas en disminuciones en la calidad de la leche
y en el reflejo de eyeccion lactea y alteraciones en el metabolismo
lipidico. Resultados previos mostraron que en el dia 2 (L2) y 14
de lactancia (L14) el hipoT altera la expresién de miembros de la
via de sefalizacién de PRL. Por esto, nos propusimos estudiar
el efecto del hipoT en la expresion de miembros de la via de
sefalizacion de PRL en el curso de la lactancia (L2, L7 y L14) en
ratas Wistar hembras hechas hipoT por administracion de PTU
(0,1 g/l) en el agua de bebida (n=8). Se disecaron las glandulas
mamarias inguinales para obtenciéon de ARN y proteinas. Se
midié por PCR en tiempo real el contenido de ARNm relativo al
gen ribosomal S16, del receptor de PRL (RPRL), y componentes
de su via de sefalizacién, Stat5a, Stat5b, SOCS-1y 3y CISy
sus genes blanco bcaseina (Csn2) y alactoalbumina (Lalba). Por
Western Blot se midié el contenido de proteina STAT5b. En L7 a
nivel de ARNm se vié una marcada disminucién de expresion del
RPRL, Stat5b y Csn2 y un aumento de SOCS-1 y 3 respecto a
L2 y L14, mostrando una relacién inversa entre los efectores de
la via y sus inhibidores. El hipoT no modificé el nivel de ARNm
de Stat5a, SOCS-1, CIS y Lalba a lo largo de la lactancia pero
genero una caida prematura (p<0.05) de la expresion del RPRL,
stat-5b y Socs-3 en L7 y aumenté la expresiéon de Csn2 en L7
(p<0.05). A nivel de proteina STAT5b cayo entre L7 y L14 en los
controles y el hipoT generd una caida prematura (p<0.05) en L7.
Estos resultados demuestran un marcado efecto del hipoT en L7
que afecta la expresién de algunos de los miembros de la via de
sefalizacién de prolactina y en consecuencia modifica la expresion
de genes blanco de esta via.

199. (184) EFECTOS DE LA DIABETES MELLITUS EN OS-
TEOGENESIS: MECANISMOS MEDIADOS POR AGES
Y ALENDRONATO

Chuguransky, S., Tolosa, M., Mccarthy, A., Cortizo, A.
Laboratorio de Investigacion en Osteopatias y Metabolismo
Mineral

La Diabetes mellitus se asocia con alteraciones 6seas y hemos
demostrado efectos inhibitorios de la osteogénesis en ratas diabe-
ticas, posiblemente mediados por productos de glicacién avanzada
(AGEs). Ciertos agentes anabodlicos podrian prevenir los efectos
deletéreos de los AGEs sobre la osteogénesis. Los bisfosfonatos
(BP) son analogos estables del PPi que ejercen efectos directos
sobre osteoclastos y osteoblastos. En este trabajo se estudio el
efecto de la Diabetes asi como el efecto directo de los AGEs y
el Alendronato (Ale) sobre la capacidad osteogénica de células
progenitoras de médula 6sea (CPMO). Las CPMO se obtuvieron
a partir del fémur de ratas Wistar controles (CPMO-C: sin trata-
miento alguno) o con diabetes leve (CPMO-D: Streptozotocina-
Nicotinamida), por lavado del canal diafisario. Las CPMO fueron
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plagueadas y cultivadas hasta confluencia, luego de lo cual se
las incub6 en un medio osteogénico (b-glicerofosfato y acido
ascorbico) por 15 dias. CPMO-C se cultivaron en presencia o
ausencia de AGEs y Alendronato (Ale). Se evalud la diferenciacién
celular a través de la actividad de Fosfatasa alcalina [FAL] y la
produccion de Colageno de tipo 1 [Col-1]. CPMO-D mostraron
una disminucion en la FAL (12% del control) y la produccién de
Col-1 (31% control). CPMO-C diferenciadas en presencia de 100
y 200 mg/ml AGEs, mostraron una menor capacidad osteogénica
que CPMO-C sin AGEs, evaluada por disminucion en FAL (70%
de control) y Col-1 (60% de control). Por otro lado, 107-10°M
Ale estimuld la FAL (200% control) y Col-1 (300% control). La
diferenciacion osteogénica de CPMO-C con 200 mg/ml AGEs y
10 M Ale, demostré que Ale es capaz de prevenir completamen-
te el efecto inhibitorio de AGEs: FAL (150% de control) y Col-1
(150% de control). En conclusién, la Diabetes ejerce efectos de-
letéreos sobre la osteogénesis. El Ale favorece la diferenciacion
osteoblastica de CPMO, y puede revertir totalmente los efectos
anti-osteogénicos de los AGEs.

200. (229) ES'[IMACION DE PARAMETROS DE UN MODELO
MATEMATICO DE LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA
GLUCOSA (G) -INSULINA (I) EN LA RATA CON DIA-
BETES MELLITUS TIPO | (DMTI)

Lombarte, M.", Acciarri, O., Biset, H.', Moreno, H.", Cam-
petelli, G.2, Basualdo, M.2, Rigalli, A."

Laboratorio de Biologia Osea-Facultad de Ciencias Médi-
cas-UNR'" GIAIP-CIFASIS-CONICET-UNR?

La DMTI afecta a millones de personas en el mundo. El
desarrollo de un pancreas artificial ha requerido del planteo de
modelos matematicos, que en su mayoria tienen un alto niumero
de parametros, de compleja estimacion. En trabajos anteriores de-
sarrollamos un nuevo modelo del sistema G-I para la rata normal,
la estimacion y optimizacion de sus parametros, simulaciones y
su validacion. La fortaleza de este modelo es la simplicidad para
la obtencion de los parametros en cada rata. El objetivo de este
trabajo fue desarrollar un modelo matematico para la rata con
DMTI y una estrategia para la estimacion de sus parametros.
Este modelo tiene 5 ecuaciones diferenciales que representan
las variaciones de G en plasma, | en plasma, D (glucosa en
aparato digestivo), U (glucosa en orina) e Y (insulina en espacio
subcutaneo); e incluye parametros asociadas al funcionamiento
hepatico (k,), intestinal (k, y k), tisular (k, y k;) y renal (k; y G )
de G, desaparicion plasmatica (k) e ingreso de | desde el espa-
cio subcutaneo al plasma (k,, k;). Los parametros se estimaron
a partir de datos de glucemia, insulinemia y glucosuria luego de
una ingesta de glucosa (0,3g/100g pc) y luego de una inyeccién
subcuténea de 1 Ul de insulina porcina corriente en ratas Sprague-
Dawley de 70 dias (n=4) con DMTI por estreptozotocina (60mg/kg
de pc). Se estimaron los parametros empleando una herramienta
computacional para el ajuste no lineal. A modo de ejemplo se
muestran los parametros para uno de los animales: k = 0.060,
k,= 0.025, k,= 0.0025, k,;=1.03, k,= 0.0026, | = 402, k= 0.02,
G,= 220, k,=0.016, k= 115, k,= 0.072 (se omiten las unidades
de los parametros). Con estos valores se realizaron simulaciones
empleando la herramienta simulink de MatLab, obteniéndose el
comportamiento esperado de las variables. El modelo planteado
reproduce el comportamiento de G e | en la rata con DMTI y la
metodologia planteada permite obtener todos los parametros
para cada animal.

201. (653) LA OVARIECTOMIA ALTERA LA EXPRESION Y
FUNCION DEL RECEPTOR RENAL D1 DE LA DOPAMINA
EN RATAS WISTAR ADULTAS

Di Ciano, L'; Azurmendi, P'; Oddo, E'; Levin, G?; Toledo,
J'; De Luca Sarobe, V'; Arrizurieta, E'; Ibarra, F'

Instituto de Investigaciones Médicas A Lanari, UBA. Lab
RiAon Experimental.” Hospital de Nifios R Gutiérrez, CE-
DIE-CONICET.?

En estudios anteriores mostramos que las ratas ovariectomi-
zadas (o0Vx) tienen un incremento de la expresion renal y estado
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de defosforilacidon de la bomba de Na+, K+-ATPasa (NKA) y que
desarrollan hipertensién ante una dieta hipersédica, excretando
menos sodio. Ademas, dichas ratas difieren en la fosforilacion
de NKA ante el bloqueo del receptor dopaminérgico D1 (D1R),
aun con niveles similares de dopamina (DA) urinaria. Por ello,
se evalud la expresion del D1R y la respuesta hidroelectrolitica
a la estimulacion exégena con DA infundida. Se utilizaron ratas
hembras de 150 dias de vida, intactas (IF) y oVx a los 60 dias de
vida. Se evalud la expresion renal del D1R por western blot en
homogenatos de corteza (C) y médula renal (M) y la respuesta
funcional del D1R mediante una infusién de DA (1 pg/kg PC/min)
y se determinaron presioén arterial media (PAM), volumen urinario
(V) y excrecion de sodio (UNa+V). La expresion renal del D1R
mostré dos bandas: una de 55 kD (inmadura) y otra de 75 kD
(glicosilada) tanto en C como M. La expresion de la banda de
55 kD estuvo disminuida en C y M de ratas oVx (72+5 y 67+9%)
respecto de las IF (100+8 y 100+8%, p<0.05, respectivamente),
sin diferencias en la banda de 75 kD. La infusién de DA en IF in-
crementd la UNa+V de 19.28+0.65 a 29.49+3.89 yEq/30min/100g
PC, p<0.05, sin cambios en el V. Esta respuesta a la infusion de
DA estuvo ausente en las ratas oVx. La infusion de DA no modificé
la PAM en ninguno de los grupos estudiados. Es conocido que la
DA mediante estimulacion del D1R fosforila la bomba de sodio.
La disminucién de D1R en oVx se asocia con el incremento en la
expresion y el estado de defosforilacién de NKA y con una res-
puesta natriurética disminuida a la infusién de DA. Estos hallazgos
sugieren que la ausencia de hormonas ovaricas podria desregular
la expresioén e interaccion del D1R y la NKA y por ende afectar
a la capacidad de excretar el sodio en respuesta a la dopamina.

INMUNOLOGIA INNATA E INFLAMACION 1
202. (26) MODULACION DE LA ACTIVACION DE CELULAS
DENDRITICAS POR UN LIGANDO DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES
Barcala Tabarrozzi, A.!, Castro, C.!, Berguer, P.2, Antunica
Noguerol, M.", Liberman, A.", De Bosscher, K.3, Haegeman,
G.3, Arzt, E.", Perone, M.!
Instituto de Investigacion en Biomedicina de Buenos Aires-
CONICET-Instituto Partner de la Sociedad Max Planck’
Laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Molecular,
1IBBA, Fundacion instituto Leloir? Department of Bioche-
mistry, VIB Department of Med Protein Research, Cytokine
Receptor Lab, Belgium?

El Compuesto A (CpdA), ligando del receptor de glucocorticoi-
des (GC), presenta actividad anti-inflamatoria e inmunomoduladora
sin activar genes dirigidos por elementos de respuesta a GC
responsables de los efectos endocrinos indeseables. El interés en
ligandos selectivos no esteroideos del receptor de GC radica en
su potencial terapéutico. Hemos demostrado que el CdpA afecta
la actividad de factores de transcripcion clave en linfocitos Th1 y
Th2 de distinta manera a lo descripto para los GC. En un modelo
de artritis reumatoidea, el CpdA aumenté el nimero de macréfagos
M2, atenuando la enfermedad. Sin embargo, el efecto del CpdA
en células dendriticas (DC) es desconocido. Los GC sintéticos,
como la dexametasona, modulan la diferenciacién y activacion
de las DC. Estudiamos el efecto del CpdA sobre la activacion
de DC derivadas de médula 6sea de ratones C57BL/6. Estas
fueron pretratadas con vehiculo o CpdA y estimuladas con LPS.
Analizamos la expresién en la membrana celular del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHCII), moléculas
coestimulatorias, secrecién de citoquinas, capacidad endocitica
y funcién presentadora de antigeno. EI CpdA inhibid la expresion
inducida por LPS de MHCII, CD80, CD86, CD40, CD273, CD274
y CD54 (p<0.05 vs veh), sin afectar la de CD45RB. Ademas,
redujo la secrecion de IL12p70, IL6 y TNFa (p<0.05 vs veh) y
atenuo la capacidad presentadora de las DC activadas con LPS
(p<0.05 vs veh). Por otra parte, el CpdA bloque¢ la capacidad
endocitica de las DC (p<0.05 vs veh). Estos resultados muestran
que el CpdA interfiere con la activacion de las DC desafiadas
con LPS, inhibiendo parcialmente su maduracién fenotipica y

MEDICINA - Volumen 72 - (Supl. II), 2012

modulando su respuesta. Los mecanismos de accion de los
efectos del CpdA sobre las DC descriptos estan en estudio. Estos
hallazgos sugieren que las DC podrian ser un blanco de accion
de la administracion in vivo de CpdA para desordenes inmunes
en los cuales juegan un rol clave.

203. (268) ELIFN-b PRODUCIDO POR CELULAS TUMORALES
ACTIVADAS VIATLR ESTA IMPLICADO EN EL MEJORA-
MIENTO DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL
Nufez, N.', Nocera, D.", Gatti, G.", Libert, C.2, Maccioni, M."
Facultad de Ciencias Quimicas - CIBICI Conicet- UNC'
Department of Molecular Biomedical Research, Ghent
University, Belgium?

La administracion de ligandos de receptores tipo Toll (TLR) es
una estrategia valiosa para promover la inmunidad contra el can-
cer. Recientemente, se encontraron TLRs en las células tumorales,
pero su funcionalidad aun es controversial. Cuando las células
de melanoma B16 fueron estimuladas in vitro con un ligando de
TLR4 (B16-LPS), antes de su inoculacion en ratones deficientes
en TLR4, se indujo tumores de menor tamafio que los inducidos
por células B16 no estimuladas. Ademas, los sobrenadantes de
cultivo de células B16-LPS mejoraron la maduracion de células
dendriticas (CDs) derivadas de médula ésea de ratones TLR4"s
@l induciendo la expresion de IL12 y moléculas co-estimulatorias.
Este efecto se vio afectado cuando un anticuerpo neutralizante
de IFNb fue agregado al medio. Cuando las células B16 fueron
estimuladas in vitro con poly A:U (B16-PAU) se indujo altos
niveles de IFNb comparado con las células B16 no estimuladas
(B16; 108,09+12,23 vs 37,63+2,63 pg/ml, p<0,05). No hubo una
modificacion en el balance de proliferacion/apoptosis en células
B16-PAU. Una inhibicién significativa del crecimiento tumoral fue
observada cuando los tumores fueron inducidos por células B16-
PAU en ratones TLR3 +/+ y TLR3 -/- (n=10, p<0,05) en compara-
cion con los inducidos por células B16, excluyendo los efectos del
remanente de poly A:U. Para analizar si el IFN tipo | producido por
B16-PAU podria estar jugando un rol in vivo, se inocularon células
B16 o B16-PAU en ratones carentes de la subunidad IFNAR1. La
inhibicién del crecimiento tumoral sélo se observé en ratones wt
portadores de tumores PAU-B16 (n=10 p<0,05). Nuestros resul-
tados indican que la sefalizacion via IFNAR1 es fundamental en
la inhibicién del crecimiento tumoral observado, sugiriendo que
los IFNs tipo | producido por células B16 estimuladas con poly
A:U podria modificar el entorno local en el sitio de inoculacién
de células tumorales, mejorando la funcionalidad de las CDs y la
respuesta inmune antitumoral.

204. (500) ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DIFERENCIAL
DE DOS CEPAS DE LACTOBACILLUS RHAMNOSUS:
EFECTO EN LA INMUNIDAD ANTIVIRAL DE INTESTINO
Vizoso Pinto, M."2, Villena, J.2%, Marranzino, G.2, Rodriguez,
V.2, Tomosada, Y.3, Alvarez, S.2, Kitazawa, H.2
INSIBIO-CONICET, Biomedical Dep., Faculty of Medicine,
National University of Tucuman, Argentina' Laboratory of
Clinical and Experimental Biochemistry, CERELA-CONI-
CET, Argentina? Food Immunology Group, Graduate School
of Agricultural Science, Tohoku University, Japan®

Lactobacillus rhamnosus CRL1505 (Lr5) y CRL1506 (Lr6) in-
crementan la resistencia contra patégenos intestinales bacterianos.
En este trabajo se evalud si Lr5 o Lr6 pueden modular beneficio-
samente la inmunidad antiviral en el tracto intestinal. Se realizaron
estudios in vitro empleando células presentadoras de antigeno
(CPA) de placas de Peyer (PP) y células epiteliales intestinales
(PIE) porcinas. Cultivos de PIE o CPA fueron estimulados con Lr5 o
Lr6 (108 céls) durante 2d y posteriormente desafiadas con poly(l:C)
(60 ng/ml), andlogo sintético de ARN doble catenario que induce
alteraciones intestinales similares a las provocadas por rotavirus.
Se estudid la expresion de diferentes citoquinas y marcadores de
activacion por RT-PCR y citometria de flujo. El desafio con poly(l:C)
incrementd los niveles de IFN-a, IFN-B, IL-6, TNF-o. y MCP-1 en
las células PIE. Tanto Lr5 como Lr6 aumentaron la expresién de
IFN-a, IFN-B e IL-6 en las células PIE, siendo Lré mas eficiente para
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estimular la produccién de interferones de tipo | en estas células
(P<0,05). Por otro lado, tres grupos de CPA fueron definidas por
citometria de flujo: células CD172a+CD11R1-, CD172a-CD11R1low
y CD172a+CD11R1high. El desafio con poly(l:C) incrementé los
niveles de MHCII, CD80/86, IL-12, IFN-y, IL-1B, IL-6 e IL-10 en las
CPA. Tanto Lr5 como Lr6 incrementaron la expresion de MHCII,
CD80/86, IL-1B, IL-6, IL-12 e IFN-y en las células CD172a-CD11R-
1low, asi como MHCII e IL-10 en las células CD172a+CD11R1-y
CD172a+CD11R1high. Lr5 fue mas eficiente que Lr6 para estimular
las CPA (P<0,05). Los resultados muestran que, si bien Lr5 y Lr6
son capaces de incrementar la respuesta de células epiteliales
y presentadoras de antigeno de intestino frente al desafio con
poly(I:C), cada una de ellas tiene una actividad inmunomoduladora
especifica. Estudios in vivo son necesarios para evaluar cual de los
microorganismos estudiados es mas eficiente para proteger contra
infecciones virales intestinales.

205. (570) CONDICIONAMIENTO DEL PERFIL DE MONOCITOS
MATERNOS LUEGO DE LA INTERACCION CON CELU-
LAS TROFOBLASTICAS: RECLUTAMIENTO DIFEREN-
CIAL FRENTE A ESTIMULOS PATOLOGICOS

Grasso, E., Fraccaroli, L., Hauk, V., Calo, G., Pérez Leiros,
C., Ramhorst, R.

Laboratorio de Inmunofarmacologia, dpto. de Quimica
Biolégica, FCEN-UBA

Los macroéfagos constituyen un 20% de las células inmunes
deciduales y coordinan las defensas contra patégenos, la repa-
racion de heridas y la induccion de tolerancia. Aqui estudiamos
cémo las células trofoblasticas condicionan (educan) el perfil de
activacion y la capacidad migratoria de monocitos maternos (MO).
Utilizamos un modelo in vitro de interaccion entre células trofoblas-
ticas (linea celular Swan71) y MO purificados a partir de sangre
periférica de mujeres fértiles por adherencia o perlas magnéticas
CD14 (en todos los casos >80% de pureza). Luego de 24hs de
cocultivo observamos un aumento en la produccion IL-10 intracito-
plasmatica en CD14+. Mas aun, los MO que interaccionaron con
células trofoblasticas aumentaron significativamente su capacidad
fagocitica de células Swan71 apoptdticas con respecto a los MO
no educados (p<0.05 M. Whitney). Seguidamente evaluamos la
capacidad migratoria de los MO educados o no hacia células
Swan71 en ensayos de transwells en presencia o0 ausencia de es-
timulos patoldgicos (LPS 10ug/ml; Poli:IC 10ug/ml). La educacién
de los MO disminuy6 la migracion aun con estimulos patolégicos.
Para profundizar en los mecanismos involucrados estudiamos la
expresion de los receptores de quimioquinas CCR1, CCR3 y CCR5
y las quimioquinas IL-8, RANTES y MCP1. La educacién indujo un
incremento significativo en la expresion de CCR1 y una tendencia
a disminuir las quimioquinas. Bajo estimulos patolégicos, el LPS
disminuyd la expresion de CCR1, CCR5, IL-8 y RANTES de forma
significativa (p<0.05 M Whitney), mientras que el poli:IC mostré
una disminucion significativa solo de IL-8. Por otra parte, evalua-
mos la expresion de MCP1, IL-8 y RANTES en células Swan71.
El didlogo indujo un aumento de IL-8 y MCP1 que fue revertido
por los estimulos patoldgicos. Concluimos que la interaccion con
células trofoblasticas induce un perfil tolerogénico en los MO y
modula la red de quimioquinas tanto en condiciones fisiolégicas
como patoldgicas.

ONCOLOGIA 3
206. (9) PH COMO CONTROL DE CALIDAD DE LA DESVITA-
LIZACION TISULAR
Denninghoff, V.'; Uceda, A.3; Ossani, G.%; Garcia, A.;
Avagnina, A."; Martins, V.2, Carraro, D.?; Soares, F.2; Cam-
pos, A.2
Centro de Educacion Médica e Investigaciones Clinicas
CEMIC? Hospital A C Camargo - Fundagdo Antonio Pruden-
te? Centro de Patologia Experimental y Aplicada (CPEA)?

Introduccién: El impacto de la devitalizacién en el proceso
de congelamiento es incierto. Si los cambios en la expresién
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génica derivadas de isquemia introdujesen suficiente variabilidad
en los datos de microarreglos, la sensibilidad y especificidad
clinica del ensayo podrian verse afectados negativamente. El
objetivo general del trabajo es evaluar el impacto que tiene el
tiempo de devitalizacion tisular de muestras bioldgicas, bajo un
estricto protocolo estandarizado con altos criterios de control
de calidad. Disefio del estudio: Cincuenta y seis ratones (Mus
musculus) C57BI/6 SPF del Bioterio del (CIPE) del Hospital A.C.
Camargo SP Brasil, fueron divididos en 5 grupos de acuerdo al
tiempo de criopreservacion del tejido (0, 15, 30, 45, 60 minutos).
El procedimiento de extraccion de érganos fue realizado bajo flujo
laminar bajo condiciones de asepsia quirurgica. Se extrajeron y
pesaron ambos pulmones, ambos rifiones, e higado (anterior y
posterior). Al completarse el tiempo de criopreservacion se midié
el pH por duplicado a temperatura ambiente con un Dual Channel
pH-lon-meter Accumet Excel XL25. Se estudio la histologia (HE).
Las diferencias globales entre los diferentes 6rganos y entre los
diferentes tiempos se analizaron con el test de Kruskal-Wallis; la
comparacion posterior de cada uno de los grupos se realizé con
el test de Mann Whitney con correccién de Bonferroni. Resulta-
dos: Se hallaron diferencias significativas para los valores del
pH entre los érganos para un mismo tiempo y entre los tiempos
para un mismo érgano. Se observé un aumento del pH para
los tres 6rganos con un méaximo a los 30 minutos. Los pH del
pulmoén fueron mayores. En la evaluacién de la histologia, no se
hallaron diferencias entre los tiempos en la histoarquitectura de
los 6rganos. CONCLUSION: La determinacion del pH podria ser
considerado un parametro para medir la desvitalizacion tisular,
entre tiempos y entre 6rganos. Estas variaciones del pH tisular
tejido y tiempo especificos podrian estar induciendo diferentes
cambios en la expresidn génica de los tejido-temporo-espaciales.
207. (193) MAGEB2 COLABORAEN LA REGULACION DE LA
PROLIFERACION CELULAR INDUCIDA POR C-MYC Y
E2F

Toledo, M."; Ladelfa, M."; Peche, L.?; Laiseca, J.'; Schnei-
der, C.2; Monte, M."

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Departamento
de Quimica Bioldgica, F.C.E.N., U.B.A." Laboratorio Nazio-
nale del Consorzio Interuniversitario per le Biotecnologie,
Area Science Park,Italia?

MageB2 es una proteina con expresion especifica tumoral,
miembro de la familia MAGE. Nuestro objetivo general es com-
prender qué ventajas pueden conferir estas proteinas a las células
tumorales. Nuestros estudios indican que la expresion de MageB2
aumenta la proliferacion celular e induce la actividad de los fac-
tores de transcripciéon E2F. Dependiendo del contexto celular,
E2F1 puede comportarse como un inductor de la proliferacién
celular o de la apoptosis. Aqui demostramos que la expresion de
MageB2 aumenta con el agregado de factores de crecimiento y
que protege de la apoptosis inducida por E2F1, sugiriendo que su
actividad sobre E2F1 lleva a un balance proliferativo. Esta misma
actividad fue demostrada para el oncogén c-myc, quien estimula
a los factores E2F para inducir proliferacion. Cuando analizamos
el efecto de la expresion de c-myc y MageB2 en la proliferacién
celular, observamos que MageB2 potencia el efecto proliferativo
de c-myc. Este resultado nos llevo a investigar si c-myc y MageB2
podian estar co-expresados mediante una regulacién directa.
Como se desconocen los factores de transcripcion que regulan la
expresion de los genes MAGE, nos focalizamos en el andlisis de
su region promotora. Encontramos en la region 5’ del gen MageB2
potenciales sitios para c-myc y E2F. Con el fin de estudiar si estos
sitios podrian ser funcionales, aislamos y clonamos la region de
interés. Estudios mediante genes reporteros corroboraron que
factores de crecimiento activan a este promotor. Mas importante
aun, c-myc se mostré como un potente inductor del promotor de
MageB2, mientras que E2F1 reprime su actividad. Los resultados
obtenidos sugieren que la expresién de MageB2 podria estar indu-
cida por el oncogén c-myc para potenciar su efecto proliferativo.
Siendo MageB2 un eficaz inhibidor de la apoptosis inducida por
E2F1, la represion de E2F1 sobre MageB2 podria ser necesaria
para la induccion de la apoptosis mediada por E2F1.
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208. (280) ANALISIS MORFOMETRICO E INMUNOHISTOQUI-
MICO DE MUESTRAS DE MELANOMA PARA LA OPTI-
MIZACION INDIVIDUAL DE LA TERAPIA POR CAPTURA
NEUTRONICA EN BORO (BNCT)

Carpano, M."; Dagrosa, A.'?; Brandizzi, D."%; Nievas, S.%
Olivera, M.'; Perona, M.'; Rodriguez, C.'; Cabrini, R.%;
Juvenal, G.'?; Pisarev, M.'23

Comision Nacional de Energia Atomica’ CONICET? Fa-
cultad de Medicina, UBA® Facultad de Odontologia, UBA*

Estudios clinicos publicados muestran para un mismo diag-
nostico histopatoldgico y una misma aplicaciéon de la terapia por
captura neutrénica en boro (BNCT), diferentes respuestas tumora-
les. En estudios previos con ratones atimicos xenotransplantados
con melanoma humano observamos un rango amplio de valores
tumorales de captacion de borofenilalanina (BPA) los cuales fue-
ron correlacionados con la temperatura tumoral medida para cada
animal. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la correlacion
entre la captacion de BPA y las caracteristicas morfométricas
e inmunohistoquimicas de muestras tumorales obtenidas en el
mismo modelo animal. Ratones NIH nude implantados (s.c) con
3.10¢ de células de la linea de melanoma humano (IIB-MEL- J)
fueron inyectados con BPA de forma ip en una dosis de 350 mg/
Kg (p.c). A las 2 h post administracion se evalué contenido de boro
en tumor y tejidos sanos (ICP-AES) y se fijaron muestras en formol
10% para estudios inmuno-histoldgicos. La captacion de BPA en
el tumor mostré una concentraciéon maxima promedio de boro de
21.47 + 5.4 ppm. El andlisis individual mostré una correlacion
entre el contenido de boro y la viabilidad tumoral. El caso de mayor
captacion de boro (25.91 ppm de B) mostrd una mayor area de
viabilidad tumoral (AVT) (60%). Ademas también se observé una
correlacioén directa con la cuantificacion densitométrica del Ki-67,
indicador de proliferacion que fue de 0.34 OD/pixel (densidad
Optica/pixel) para el caso tumoral de mayor contenido de boro.
Los mismos tumores también presentaron un mayor area de vasos
medida por CD 31 (indicador de vascularizacion) (p<0.05). Estos
resultados indicarian una correlacién directa entra la captacion de
boro, la viabilidad, el estado proliferativo y la vascularizacion de
los tumores. La obtencion de indicadores indirectos de contendido
de boro tumoral permitiran ajustar la dosis de neutrones a aplicar
para la optimizacién individual de la terapia.

209. (300) MODULACION DE ViAS DE SENALIZACION INVO-
LUCRADAS EN LA PROGRESION MALIGNA DE TUMO-
RES DE PULMON POR TRATAMIENTO CON EL PEPTIDO
SINTETICO CIGB-300

Cirigliano, S.'; Diaz Bessone, M."; Flumian, C."; Berardi,
D."; Bal De Kier Joffé, E.'; Farina, H.2;, Todaro, L."; Urtre-
ger, A

Instituto de Oncologia Angel H.Roffo! Universidad Nacional
de Quilmes, Laboratorio de Oncologia Molecular.?

La CK2 es una quinasa involucrada en crecimiento celular, su-
pervivencia y apoptosis. El CIGB-300 es un péptido sintético capaz
de unirse al dominio fosfoaceptor de sustratos de CK2 inhibiendo su
actividad. En este trabajo estudiamos el efecto del CIGB-300 sobre
vias de sefalizacién implicadas en progresion tumoral, ciclo celular
y apoptosis. Ademas, analizamos efectos bioldgicos asociados a
diseminacion metastasica, empleando como modelo lineas celulares
humanas (H125) y murinas (3LL) de cancer de pulmén. El CIGB-300
presenté una dosis letal 50 (DL50) de 119+2,4 uM en células H125
y 138,3+9,9 uM en células 3LL. Mediante un ensayo con Anexina
V-Fitc, observamos por florescencia que el tratamiento con CIGB-
300 induce apoptosis en niveles comparables a otros inductores
como Etopdsido (10 pM). Ademas, en forma concomitante con la
induccion de muerte celular, se observé por Western blot (WB) la
activacion de caspasas y la disminucion en la expresion de c-myc
y las ciclinas D1 y D2. Los componentes de las vias de sobrevida
de Wnt y NFxB se determinaron mediante WB luego del tratamiento
con CIGB-300. En la via Wnt, observamos una importante dismi-
nucion en los niveles de B-catenina nucleares mientras que en via
NF«B se observé una disminucion en los niveles nucleares de p65,
fenédmenos compatibles con la reduccién de la sobrevida. Mediante
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ensayos de “wound healing” pudimos determinar que el CIGB-300
induce una importante reduccion en el potencial migratorio en forma
dependiente de la dosis tanto para las células 3LL (18,86+2,2%
vs 32.99+2,7% para % y Y2 DL50 resp. p<0,05) como para H125
(31,73+20,08% vs 51,12+28,8% para % y %2 DL50 resp. p<0,05).
Nuestros resultados indicarian que el tratamiento con CIGB-300
induce apoptosis y modula negativamente vias de sefalizacion
implicadas en la progresion maligna ademas de afectar la migracion.
Esta droga podria constituir en el futro una nueva estrategia para
el tratamiento del cancer de pulmén.

210. (303) EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE ISOFOR-
MAS DE LA PROTEINA QUINASA C Y EL TRATAMIENTO
RETINOIDE SOBRE RESPUESTAS BIOLOGICAS ASO-
CIADAS AL CRECIMIENTO Y PROGRESION TUMORAL
DE CELULAS MAMARIAS MURINAS NMUMG

Diaz Bessone, M.; Berardi, D.; Cirigliano, S.; Flumian, C.;
Bal De Kier Joffé, E.; Todaro, L.; Urtreger, A.

Instituto de Oncologia Angel H Roffo

La via dependiente de la Proteina Quinasa C (PKC), se asocia
con procesos de proliferacion, apoptosis y transformacién maligna
mientras que, el sistema retinoideo esta ampliamente implicado en
diferenciacion. En trabajos previos desarrollamos un modelo de
células tumorales mamarias murinas que sobreexpresan PKCa. 6
PKC35. Con este modelo se demostré que PKCa confiere un feno-
tipo mas agresivo pero sensible al tratamiento retinoide (ATRA).
Sin embargo la sobreexpresion de PKC3 no alterd los parametros
antes mencionados. En este trabajo nos propusimos determinar
el efecto de la sobreexpresién de estas isoformas de PKC en
un contexto celular normal. Para ello se transfectaron células
NMuMG con las isoformas o y 6 de PKC y se analizé la capacidad
proliferativa, motilidad y produccion de enzimas proteoliticas. La
sobreexpresion de estas isoformas de PKC no indujo alteraciones
morfoldgicas, ni causé variaciones en la capacidad proliferativa de
las células NMuMG (tiempo de duplicacion poblacional: 14,8+0,8
hs). No se observaron diferencias en el potencial migratorio, entre
los transfectantes y las células control (% de cubrimiento de la
herida: 37,8+1,6). El tratamiento con ATRA no afect6 los parame-
tros antes mencionados. La sobreexpresion de PKCa incremento
la actividad de metaloproteasas (MMPs) secretadas respecto a
las células control (122,3+31,6 vs. 9,8+5,4 UA/mg prot, p<0,05).
Ademas, en las tres lineas celulares el tratamiento con ATRA
indujo un aumento en la actividad de MMP9 mientras que redujo
la de MMP2. A partir de estos resultados y los previos, concluimos
que el tratamiento con retinoides beneficiaria a pacientes con
tumores mamarios agresivos de altos niveles de PKCa e inocuo
en un contexto celular normal. Si bien la sobreexpresion de PKCa
en células NMuMG incrementa los niveles MMPs, esto podria
vincularse con un fendmeno de regresién tumoral, similar a lo
observado durante la involucion mamaria post-lactancia, aunque
resta evaluar su efecto bioldgico.

211. (307) LA HISTAMINA INDUCE LA ACTIVACION DEL
PROGRAMA DE TRANSICION EPITELIAL MESENQUIMA-
TICA EN LINEAS CELULARES DE ADENOCARCINOMA
PANCREATICO
Mohamad, N.'; Porretti, J."; Badenas, M."; Esnaola, M.";
Rivera, E."; Cricco, G.'; Martin, G."?
Facultad de Farmacia y Bioquimica’ CONICET?

La transicion epitelial-mesenquimatica (TEM) es un proceso
biolégico que permite a las células epiteliales adquirir caracteris-
ticas mesenquimaticas. Su inapropiada activacién contribuye a
la invasién y metastasis, confiriendo a las células de carcinomas
epiteliales cambios en la adhesion, activacion de la motilidad y la
capacidad para degradar la matriz extracelular. En trabajos previos
sobre las lineas celulares de adenocarcinoma pancreatico Panc-
1 y BxPC3 demostramos que la histamina, una amina biégena
que puede actuar como factor de crecimiento en diversos tejidos
tumorales, modula la proliferacion celular en forma dosis depen-
diente aumentandola a concentraciones <10 pM. El objetivo de
este trabajo fue estudiar el efecto de la histamina sobre la TEM.
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En las células tratadas con histamina en concentraciones < 10
UM se observé un aumento de la actividad de métaloproteasa-2
(PANC-1) y métaloproteasa-9 (BxPC3) evaluadas por zimogra-
fia, p<0.01 vs control en ambos casos. También incrementd la
migracion celular, evaluada mediante camaras de migracion, en
ambas lineas celulares (p<0.01 vs control en ambos casos). Con
respecto a la expresion de marcadores de TEM evaluados por in-
munocitoquimica, la histamina aumento la expresion de alfa actina
de musculo liso, vimentina y caderina-N (marcadores mesenqui-
maticos). Estos resultados se confirmaron mediante inmunoblot
(p<0.05 vs control en todos los casos). Asimismo la expresién de
caderina-E, proteina clave en la identidad epitelial celular, dismi-
nuy6 en membrana celular y aumenté en citoplasma. En resumen
la histamina es capaz no sélo de regular la proliferacion celular en
lineas celulares de adenocarcinoma pancreatico, sino de inducir
algunos eventos relacionados con la activacion del programa de
TEM que favorecen la progresidon maligna. Estos resultados abren
la perspectiva para la investigacion de antagonistas especificos
de los receptores a histamina como moduladores de la progresion
tumoral en el adenocarinoma pancreatico.
212. (346) ANALISIS DE LA EXPRESION DE RHBDD2 EN EL
CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABEZA Y CUELLO
(CECC)
Rabassa, M.; Lacunza, E.; Croce, M.; Abba, M.

Centro de Investigaciones Inmunoldgicas Basicas y Aplicadas,
Facultad de Ciencias Médicas, UNLP

La expresiéon del gen RHBDD2 se asocia con un pronostico
desfavorable en cancer de mama y colon. El objetivo de este
estudio fue analizar su expresion en el CECC. Se estudiaron
201 muestras; 14 normales, 15 hiperplasias, 10 displasias, 131
tumores primarios (100 hombres, 31 mujeres; rango de 29 a 82
afos; localizados en cavidad oral, cavidad nasal, laringe y faringe),
14 metastasis y 17 recurrencias. Se realizé inmunohistoquimica
estandar con recuperacion antigénica. Se empleé un indice de
reactividad (IR) = intensidad + porcentaje de reactividad; ademas
se considero el patrén de reaccion. Resultados: 13/14 (93%) de
las muestras normales y 100% de las hiperplasias y displasias
fueron positivas. En estas muestras se observé una intensa tincion
citoplasmatica en la capa basal y en algunas se observé tincion
de membrana plasmatica en las capas superficiales del epitelio.
Las displasias mostraron tincién nuclear (5/10; 50%). Los tumores
primarios fueron positivos en 91/131 (70%) muestras, las recu-
rrencias en 11/17 (65%) y las metastasis 10/14 (71%). Se hallé
una diferencia significativa en la expresiéon de RHBDD2 entre los
tumores primarios vs. las muestras normales(p=0,040), hiperpla-
sias (p=0,001) y displasias (p=0,001). En los tumores primarios
la tincion fue de intensidad variable, localizada en el citoplasma
perinuclear. No se hall6 relaciéon de la expresién de RHBDD2
con el sexo o edad. Los tumores de la faringe mostraron un alto
porcentaje de positividad (82%) y un IR bajo; los provenientes de
la cavidad oral y laringe mostraron un mayor IR que la media. Se
observé una disminucion del IR en tumores avanzados (p=0,021)
y en tumores indiferenciados (p=0,007). No se encontr6 relacion
entre la supervivencia de los pacientes y la expresion de RHBDD2.
En conclusién se constaté una disminucion significativa en la
expresion de RHBDD2 en el CECC respecto de los controles y
lesiones preneoplasicas, la cual fue marcada en tumores avan-
zados e indiferenciados.

213. (375) EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DEL CITOCROMO
P450 (CYP) CON ACTIVIDAD DE 20-HIDROXILASA (20HO)
Y EPOXIGENASA (EPO) EN FEOCROMOCITOMA (FEO)
HUMANO Y MURINO

Colombero, C.; Fernandez, M.; Barontini, M.; Pennisi, P.;
Nowicki, S.

Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas CEDIE-CO-
NICET

Las isoformas del CYP 20HO y EPO metabolizan al acido ara-
quidonico a sus derivados 20-hidroxilados y epdxidos que tienen
efectos angiogénicos y tumorigénicos, entre otras acciones biol6-
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gicas. Se ha reportado una mayor expresion de 20HO y EPO en
varios tipos de tumores y la disminucién de la progresién tumoral
luego de su inhibicion. El objetivo de este trabajo fue estudiar la
expresion de las isoformas CYP4A11 y CYP4F2 (20HO), y CYP
2J2 (EPO) en FEO. Se analizaron mediante PCR y Western blot
células MPC3 (Mouse Pheochromocytoma Cells), tumores muri-
nos generados por la inyeccion s.c. de estas células, y muestras
de FEO humano de distinto origen genético: esporadicos (ESP),
von Hippel Lindau (VHL), neoplasia enddcrina multiple (MEN
2A) o paraganglioma tipo 4 (PGL4) provenientes de resecciones
quirdargicas. No se encontré expresion de ninguna isoforma en las
células MPCS3, en cambio en los tumores murinos se identificaron
las isoformas CYP4A12 (analogo murino del 20HO), CYPs 2C29,
2C38 y 2C44 (anélogos de EPO). En FEOs humanos, el patron de
expresion de las isoformas fue distinto segun el origen genético
del tumor: el CYP2J2 se detect6 en todos los tumores ESP (n=4),
PGL4 (n=4) y MEN2A (n=3) pero sélo en 1 de 5 VHL. El nivel de
expresion del CYP (CYP/tubulina) fue mayor para el CYP4A11
en PGL4 vs. ESP (0,94+0,06 vs. 0,25+0,14; p<0,05; n=4), el
CYPA4F2 fue mayor en MEN2A vs. VHL (1,99+0,28 vs. 1,19+0,18;
p<0,05; n=3-4). Esta es la primera evidencia de la expresion de
CYP (20HO y EPO) en FEO. El hecho que tanto los FEOs muri-
nos como humanos expresen estas isoformas, aunque con una
expresion diferencial segun el tipo de tumor, indica que estas vias
de sefalizacién son activas en estos tumores. La importancia de
los productos de estos CYPs en la progresion del FEO requiere
futuros estudios.

214. (392) EFECTO DE AGONISTAS/ANTAGONISTAS ADRE-
NERGICOS EN LA MIGRACION IN VITRO DE LINEAS
TUMORALES DE MAMA HUMANA

Rivero, E.; Gargiulo, L.; Pérez Pifeiro, C.; Bruzzone, A.;
Luthy, I.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental

Hemos demostrado la expresion de receptores a,-adrenérgicos

en lineas tumorales y no tumorales de mama asociados a un
aumento de la proliferacion celular y del crecimiento tumoral.
La estimulacion de los receptores B,-adrenérgicos, conocidos
hace tiempo en la glandula mamaria normal y en lineas tumo-
rales de mama humana, entre ellas, las lineas MDA-MB-231 y
MCF-7, provoca la disminucion de estos parametros. El agonista
B-adrenérgico isoproterenol (Iso) y el agonista B,-adrenérgico
salbutamol (Salb, actualmente utilizado para el tratamiento del
asma), al igual que el antagonista o,-adrenérgico rauwolscina,
han demostrado ser muy efectivos en este aspecto. Sin embargo,
para pensar en su utilizaciéon como terapia adyuvante en cancer
de mama deben realizarse mas estudios sobre importantes as-
pectos de la progresién tumoral como la migracion, invasion y
la capacidad metastasica. Nuestro objetivo fue evaluar el efecto
de compuestos adrenérgicos en la migracion celular in vitro en
las lineas mencionadas por las técnicas de herida en monocapa
y migracion en transwell. En la linea tumoral altamente inva-
siva MDA-MB-231, los agonistas f,-adrenérgico salbutamol y
B-adrenérgico isoproterenol, provocaron una disminucion de la
migracion celular (Salb 0.1 pM: 67+/-9 vs. 100+/-14, p<0.01 por
ensayo de herida; Iso 1 uM, 52+/-19 vs. 100+/-8, por transwell).
Este efecto fue revertido por el antagonista § propanolol (1 uM,
93+/-28 vs. Salb 0.1 uM, p<0.05). Salb no produjo efecto en la
migracion de las células MCF-7 a la misma concentracion; la
disminucion provocada por Iso no fue significativa (52+/-6 vs.
100+/-18). No se observé un efecto significativo del antagonista
a, rauwolscina. En conclusion, aunque debe evaluarse el efecto
sobre la capacidad metastasica in vivo, el agonista p,-adrenérgico
salbutamol caus6 una disminucién significativa de la migracion
celular en la linea invasiva MDA-MB-231, resultando promisorio
para una posible utilizacién como terapia adyuvante.
215. (409) EL TRATAMIENTO DE CELl}LAS DE CANCER DE
MAMA HUMANO MCF-7 CON EL PEPTIDO DESMOPRESI-
NA INDUCE CAMBIOS EN LA LOCALIZACION CELULAR
DE CADHERINA EPITELIAL Y OTROS MIEMBROS DEL
COMPLEJO ADHERENTE
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Besso, M."; Rosso, M."; Lapyckyj, L."; Garona, J.2; Ripoll,
G.?%; Vazquez-Levin, M."

Instituto de Biologia y Medicina Experimental’ Laboratorio
de Oncologia Molecular (UNQ)?

Introduccién: Cadherina Epitelial (CadE) es una glicoproteina
de membrana clave en la adhesion intercelular, responsable del
balance homeostatico entre la sobrevida celular regulada por ad-
hesion y la muerte celular programada inducida por disrupcién de
la adhesion. Se ha reportado que la administracién peri-operatoria
de Desmopresina (DDAVP) inhibe la accion de células metasta-
sicas residuales, actuando a través del receptor de vasopresina
de tipo 2 (V2R). Sin embargo, el efecto del tratamiento con
DDAVP sobre la expresién y localizacion de CadE y proteinas
del complejo adherente hasta el presente no ha sido reportado.
Objetivo:Evaluar el efecto del tratamiento con DDAVP sobre la
expresion y localizacién de CadE y otros miembros del complejo
adherente en una linea celular de cancer de mama humano. Me-
todologia: Se utilizé la linea celular MCF-7 que expresa CadE y
V2R. Las células fueron tratadas con DDAVP (100 y 1000 nM) o
con vehiculo (control) y procesadas para evaluar la expresion del
ARNm y proteina de CadE y de otros componentes del complejo
adherente. Resultados: Se verifico la expresion de CadE y V2R
(transcripto y proteina) en células MCF-7 previo al tratamiento.
Las células tratadas con DDAVP presentaron, respecto del control:
1) aumento de sefial perinuclear de V2R, 2) disminucion (~20%)
en los niveles de ARNm de CadE, 3) niveles similares de la
forma completa de CadE (120 kDa), 4) re-localizacién celular de
CadE, con sefial mayoritariamente citoplasmatica, 5) localizacion
intracelular de B-catenina y 6) alteraciones en el citoesqueleto
de actina. Conclusion: El tratamiento de células MCF-7 con
DDAVP altera la localizacién de CadE y proteinas asociadas. La
disrupcién del complejo adherente podria afectar la adhesion de
las células tumorales diseminadas, inhibiendo su implantacion en
el érgano blanco.

216. (426) ESTUDIO DE LA 8-OXO-DEOXIGUANINA (8-OXO-
DG) COMO MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO EN LOS
ACIDOS NUCLEICOS Y SU UTILIZACION PARA MEJO-
RAR EL DIAGNOSTICO DEL CANCER DE PROSTATA
Leonardi, D."; Vallecorsa, P.% Morales Bayo, S.%; De Siervi,
A."; Meiss, R.2; Vazquez, E.'; Cotignola, J.!

Depto de Quimica Bioldgica, FCEN, UBA - IQUIBICEN CO-
NICET' Departamento de Patologia. Instituto de Estudios
Oncoldgicos. Academia Nacional de Medicina.? Servicio de
Urologia. Hospital Municipal de Vicente Lopez “Prof. Dr.
Bernardo A. Houssay”.®

El diagndstico presuntivo del cancer de prostata (CaP) se realiza
mediante la cuantificacion de los niveles séricos del Antigeno Pros-
tatico Especifico (PSA), aunque su utilidad es discutida debido a su
baja especificidad, ya que también se observa un aumento del PSA
en la hiperplasia prostatica benigna (HPB) y las prostatitis. El objetivo
del trabajo es buscar una nueva herramienta que permita diferenciar
al CaP de las otras patologias prostaticas para mejorar el diagndsti-
co. Se reclutaron dos grupos de pacientes del Hospital Municipal de
Vicente Lopez bajo un protocolo aprobado por el comité de ética: 1)
grupo control con HPB y PSA normal (<4 ng/ml); y 2) grupo con CaP
confirmado y PSA elevado (=4 ng/ml). Se obtuvo sangre periférica,
se separd el plasma y se cuantificé la 8-oxo-dG (marcador de estrés
oxidativo) mediante la técnica de ELISA. Ademas, se realizaron
técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) para 8-oxo-dG en muestras de
biopsias de HPB y CaP. Se observé que los individuos con HPB
presentaban valores significativamente mas elevados de 8-oxo-dG
plasmatica comparado a los pacientes con CaP (promedio: 8820 +
511,5 pg/ml vs 5661 + 396,2 pg/ml, respectivamente; p<0,01). Las
biopsias de HPB no mostraron marcacién por IHQ. Sin embargo, las
biopsias con diagnéstico de CaP presentaron inmunorreactividad po-
sitiva localizada en las células no tumorales presentes en la muestra.
Es ampliamente reconocido que los sistemas de reparacion del dafo
oxidativo funcionan de manera deficiente en muchos tumores, por lo
tanto las células acumulan dafio oxidativo favoreciendo ain mas la
progresion del cancer. La acumulacion de la 8-oxo-dG detectada por
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IHQ en el tejido de pacientes con CaP, podria explicar los menores
niveles plasmaticos en estos pacientes comparado con los individuos
con HPB. Los resultados preliminares presentados establecen una
herramienta facilmente aplicable en el diagndstico del CaP, sin em-
bargo se requiere un mayor nimero de pacientes para corroborarlos.
217. (446),CORRELACI(?N ENTRE LA RADIOSENSIBILIDAD
INTRINSECA DE CELULAS DE MELANOMA HUMANO Y
LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

Notcovich, C.'"; Delgado Gonzalez, D.'; Salguero, N.;
Bracalente, C.2; Molinari, B.'?; Duran, H.'2?

Comision Nacional de Energia Atdmica-Centro Atémico
Constituyentes’ CONICET? UNSAM?

Uno de los efectos provocados por la radiacion en el tra-
tamiento de tumores con radioterapia es la muerte celular por
apoptosis. Sin embargo, las células de melanoma presentan una
elevada resistencia a este tipo de tratamiento. A fin de conocer
el comportamiento frente a la apoptosis inducida por radiacion,
este trabajo se plante6 como objetivo caracterizar la respuesta
radiobiolégica de células de melanoma humano y estudiar si existe
correlacion entre la radiosensibilidad intrinseca de las células y la
apoptosis. Se estudiaron las lineas celulares de melanoma huma-
no MELJ, A375 y SB2 irradiadas con una fuente gamma ('¥’Cs).
Su radiosensibilidad se evalué mediante el andlisis del parametro
a y el factor de sobrevida a 2 Gy (SF2) obtenidos de curvas de
sobrevida ajustadas al modelo lineal cuadratico. La linea celular
MELJ resulté la mas radiorresistente (o= 0,150+0,034 SF2= 0,71),
siendo mas sensibles las lineas A375 (2=0,45+0,028 SF2=0,29) y
SB2 (0=0,41+0,004 SF2=0,21). El proceso de apoptosis se evalud
a0, 2, 6, 24 y 48 horas post-irradiacion a 2 y 4Gy, a través de
tincién de nucleos con Hoescht y Western Blot de PARP-1. En
las tres lineas celulares se identificaron nucleos con morfologia
apoptdtica, siendo A375 y SB2 las que presentan un porcentaje
mayor que la linea MELJ (p<0,01%). En el mismo sentido, el
western blot de PARP-1 mostré para MELJ una baja presencia de
la forma clivada (indicador de apoptosis) en relacién a las lineas
A375 y SB2. Los resultados obtenidos permiten concluir que la
linea celular MELJ, la mas radiorresistente del modelo en estudio,
es la que presenta menor apoptosis inducida por radiacién, demos-
trandose una correlacion entre la radiosensibilidad intrinseca de
células de melanoma humano y la apoptosis. La comprension de
mecanismos de radiorresistencia de melanoma resulta de suma
importancia en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos que
permitan la sensibilizacion al tratamiento por radioterapia.

CARDIOVASCULAR 1
218. (38) LA 3- METILADENINA, INHIBIDOR DE LA AUTOFA-
GIA, DISMINUYE LA RESPUESTA CONTRACTIL AL CAL-
CIO E INCREMENTA EL DETERIORO MITOCONDRIAL
DE AURICULAS AISLADAS DE RATA SOMETIDAS A
ISQUEMIA SIMULADA-REPERFUSION
Hermann, R.; Rusiecki, T.; Marina Prendes, M.; Torresin,
M.; Savino, E.; Varela, A.
Cdtedra de Fisiologia, FFYB, UBA, IQUIMEFA-CONICET

Trabajos anteriores mostraron que en la auricula izquierda ais-
lada de rata sometida a 75 min isquemia (Is) — 75 min reperfusion
simuladas (Rs), la 3-metiladenina (MA) genera un mayor desa-
rrollo de contractura durante la Is, aparicién de arritmias severas
en la Rs y una menor respuesta inotrépica ante la estimulacion
B-adrenérgica al finalizar la Is-Rs. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la respuesta contractil de la auricula frente a dosis
crecientes de Ca?*, luego de ser sometida a Is-Rs en ausencia y
en presencia de MA (5 mM). Se evalu6 también la gravedad del
dafio mitocondrial al finalizar la Rs. Se empleé auricula izquierda
aislada de rata (Sprague-Dawley) estimulada a 60/min, e incu-
bada isométricamente en Krebs-Ringer-CO,H" (glucosa 10 mM,
0, 95%-CO, 5%, pH 7,4). Luego de 60 min de estabilizacion, se
inici¢ la Is reemplazando el O, por N, y la glucosa por 2-desoxi-
glucosa 10 mM, pH 6,8-7,0. Se registré la fuerza sistélica pico
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(FS), la fuerza diastdlica final (FD), el indice fuerza-tiempo (IFT)
y las velocidades de contraccion (+dF/dt) y de relajacion (-dF/dt),
(n=6). La respuesta contractil al Ca?* (% con respecto al control
pre-isquémico) se evalué empleando concentraciones crecientes
de Ca? (0-10,2 mM) y representando la magnitud del efecto en
funcién de la [Ca**]. Se observé una reduccién en la maxima res-
puesta contractil al Ca?* cuando la Is-Rs se realizé en presencia de
MA vs en su ausencia: FS: 36,67+1,36 vs 99,50+9,19 %; p<0,01.
IFT: 22,25+2,74 vs 70,00+18,25%; p<0,05. +dF/dt: 49,25+8,99
vs 100,14+8,37%; p<0,05. -dF/dt: 33,20+5,74 vs 98,50+22,29%;
p<0,05. No se modifico la FD. Por otra parte, las micrografias elec-
trénicas (20000X), obtenidas al finalizar la Rs mostraron edema
con separacion de crestas y aclaramiento de la matriz mitocon-
drial mas severo en presencia de la MA que en su ausencia. Los
resultados indican que el inhibidor de la autofagia ejerce efectos
nocivos en la auricula aislada de rata sometida Is-Rs.

219. (66) CAPACIDAD DE RETENCION DE CALCIO DE MITO-
CONDRIAS DE RATAS NORMOTENSAS E HIPERTENSAS
ESPONTANEAS

Ciocci Pardo, A.; Mosca, S.

Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de La Plata

Previos trabajos muestran que el aumento del calcio mito-
condrial es uno de los factores responsables de la formacion y/¢
apertura del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
(PPTM). Nuestro objetivo fue determinar en mitocondrias aisladas
de ratas macho normotensas Wistar Kyoto (WKY) e hipertensas
espontaneas (SHR) de 5 meses de edad la capacidad de retencién
de calcio (CRC) y establecer la posible relacion con los niveles de
presién arterial (PA). Para ello utilizamos el indicador fluorescente
Calcium green que nos permitio evaluar la respuesta de muestras
de la suspension mitocondrial al agregado de pulsos sucesivos
de 10 uM de Ca?*. Cuando la mitocondria no puede retener mas
el Ca*, el PPTM se abre y la concentracidon de este i6n aumenta
en el medio de incubacion. Los parametros medidos fueron: el
numero de pulsos, la CRC (nmoles Ca?/mg proteina), el tiempo
total (seg) y el tiempo empleado por cada pulso (seg) obtenidos
antes del aumento del Ca?* extramitocondrial. La presién arterial
fue de 125 + 1 y de 246 + 9 mmHg para WKY y SHR, respecti-
vamente. El numero de pulsos, la CRC y el tiempo total fueron
significativamente mayores mientras que el tiempo de cada pulso
fue menor para WKY comparados con SHR. Estos valores fueron:
183 £+ 1vs. 4.5+ 0.4, 520 + 40 vs. 180 + 14 nmoles/mg prot, 566
+25vs. 337 + 49 segy 44 + 4 vs. 77 = 12 seg. Entre PAy CRC
se establecié una correlacion negativa con alta significacion esta-
distica (r = 0.988; p < 0.0001). Estos resultados muestran que la
CRC es mayor en WKY que en SHR y que esta diferencia estaria
estrechamente asociada a los niveles de PA. Por otra parte, estos
datos sugieren que las velocidades de entrada y salida de Ca?
de la mitocondria serian menores en las SHR.

220. (496) INHIBICION DEL EFECTO PROTECTOR DE LA
TRX-1 SOBRE EL TAMANO DE INFARTO EN RATONES
EN EDAD MEDIA DE LA VIDA

Pérez, V."; D’Annunzio, V.'; Carreras, C.%; Poderoso, J.?;
Sadoshima, J.3; Gelpi, R."

Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular - Dpto. de Pa-
tologia - Facultad de Medicina - UBA' Laboratorio de
Metabolismo del Oxigeno, Hospital Universitario, UBA?
Cardiovascular Research Institute - Department of Cell Biol
and Mol Medicine - UMDNJ-New Jersey?

La tioredoxina-1 (TRX-1) tiene un efecto protector frente a la
injuria por isquemia/reperfusion, sin embargo no se ha estudiado
que ocurre en la edad media de la vida, donde los mecanismos
pro-oxidantes pueden alterar la funcion de las proteinas; y por
otro lado los mecanismos involucrados en la proteccion por TRX-1
no estan del todo dilucidados. El objetivo principal fue evaluar el
tamafo de infarto en ratones transgénicos (TG) TRX-1 jévenes
(3 meses) y de edad media (12 meses), comparandolos con sus
respectivos no transgénicos (NTG). Un segundo objetivo fue eva-

115

luar la actividad, expresion y nitraciéon de TRX-1 en ratones TG, y
estudiar si Akt estd involucrada en la proteccion. Para ello se utili-
zaron ratones TG con sobreexpresion cardiaca de TRX-1 jovenes
(TG-J n=6) y de edad media (TG-EM: n=7) con sus respectivos
controles NTG (NTG-J: n=5 y NTG-EM: n=6), los mismos fueron
sometidos a 30 min de isquemia y 120 min de reperfusion (técnica
de Langendorff). Se midi6 el tamafo de infarto (trifenil tetrazolio) y
la expresion de Akt y fosfo-Akt (western blot). Ademas se estudio
la actividad de TRX-1 (ensayo de reduccion de la insulina) y se
evalud la nitracion cardiaca y expresiéon de TRX-1(western blot).
El tamafio de infarto en los TG-J fue menor que en los NTG-J
(NTG-J: 42.8+6.1% vs TG-J: 27.6+3.5%, p<0.05), sin cambios
en los ratones de edad media (NTG-EM: 49.1+6.3 vs TG-EM:
52.6+5.2%, ns). La falta de proteccién en los ratones TG-EM se
acompafd por una disminucion de la actividad del 57.9+0.6% de
TRX-1 con un incremento en la nitracion del 11.1+0.2% en los
TG-EM. La proteccion en los ratones TG-J involucré un aumento
en la fosforilacion de Akt durante la reperfusion (TG-J: 42.2+2.4%;
NTG-J: 31.9+1.7%, p<0.05). Nuestros datos sugieren que los ra-
tones TG-J presentan un menor tamafo de infarto a través de la
activacion de fosfo-Akt, mientras que en los ratones TG-EM ésta
proteccion no se evidencia debido a una inactivacion de TRX-1
por incremento de la nitracion.

221. (134) PREVALENCIA DE POLIMORFISMOS GENETICOS
Y ESTADO ANTIOXIDANTE COMO APORTE AL ESTUDIO
DE LA MIOCARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA
Darrigo, M."; Lioi, S."; Gerrard, G."; Diviani, R."; Ceruti,
M."; Beloscar, J.?
FBIOYF UNR'" CARRERA DE CARDIOLOGIA FCM UNR?

Si bien la patogenia de la Miocardiopatia Chagasica (MCC) aun
es polémica, la aparente accion crénica del parasito y la inflama-
cion conducirian a alteraciones en el estado antioxidante celular,
el cual podria contribuir a la progresion de la enfermedad. Dada
la evolucion maligna de la Enfermedad de Chagas, la carencia
de suficientes conocimientos biolégicos y clinicos que permitan
anticipar quienes de los afectados tienen riesgo agravado, nuestro
propdsito es brindar un aporte al estudio del paciente chagasico
asintomatico, que permitiria acceder al conocimiento de su preva-
lencia, predisposicion hacia el deterioro cardiaco y agotamiento de
la capacidad antioxidante. En este estudio se intenta establecer el
rol de polimorfismos genéticos de superéxido dismutasa depen-
diente de Mn (SODMnAI9Val) y de catalasa (CATC272T), enzimas
involucradas en el estrés oxidativo, como probables factores de
riesgo de MCC. Se analizaron 4 grupos de individuos: sanos (S n:
53), chagasicos sin MCC (EC sin MCC n: 25), (MCC n: 33) y con
cardiopatia no chagasica (CnoC n: 45). La caracterizaciéon mole-
cular se realiz6 por PCR-RFLP y las actividades enzimaticas por
técnicas espectrofotométricas. Se realizé el ensayo de hipétesis
de una proporcién bajo teoria normal y se aplicé Kruskal Wallis.
Las FG para CAT (IC 95%): S (CC 0.64, CT 0.36); EC sin MCC
(CC 0.84, CT 0.16); MCC (CC 0.70, CT 0.30), CnoC (CC 0.64,
CT 0.36) y para SODMn (IC 95%): S (AlaAla 0.54, AlaVal 0.33,
ValVal 0.13); EC sin MCC (AlaAla 0.36, AlaVal 0.46, ValVal 0.18);
MCC (AlaAla 0.35, AlaVal 0.30, Va/Val 0.35), CnoC (AlaAla 0.85,
AlaVal 0.15, Va/Val 0.0) . En relacion al estudio de la FG de SOD-
Mn entre chagasicos y S se observaron diferencias (p<0.01). Las
actividades de catalasa, SOD y GPx mostraron diferencias (p<
0.01). La informacién obtenida podria contribuir a ampliar nuestro
conocimiento de la fisiopatogenia de la Enfermedad de Chagas
y a mejorar el diagndstico y prondstico de sus complicaciones.
222. (137) AUMENTO DE LA EXPRESION DE TRH EN LA
HIPERTROFIA VENTRICULAR IZQUIERDA (HVI) DEL
RATON OBESO E HIPERLEPTINEMICO AGOUTI
Peres Diaz, L.; Landa, M.; Pirola, C.; Garcia, S.

Lab. Cardiologia Molecular, Inst. Inv. Med. A Lanari, UBA:
IDIM-CONICET

Hemos demostrado que el aumento de TRH local induce HVI
en la rata. También que su inhibicién prolongada previene el
desarrollo de HIV en el modelo de la SHR adulta, a pesar de la
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franca hipertension presente. Por otro lado, hemos demostrado a
nivel del SNC la leptina aumenta la presién arterial (PA) mediante
la induccion de la expresion de la TRH. Asi, resultd interesante
estudiar el modelo del ratén agouti, que posee una resistencia
central a la leptina, presentando obesidad con hiperleptinemia.
Basados en que se han descripto receptores de leptina en el cora-
zén, hipotetizamos que la hiperleptinemia podria estar induciendo
la expresion de TRH y conllevar a un fenotipo de HVI. Utilizamos
machos Agouti comparados con controles C57 de 12 semanas,
n=10. Al caracterizar la cepa confirmamos el aumento de peso
(gr) (AG:45+3 vs C57: 30+4, p<0.01). Observamos un indice de
hipertrofia cardiaca aumentado en los ratones obesos (p corazén/
longitud de la tibia) (AG: 0.085+5 vs C57:0.066+4, p<0.01) asi
como un significativo aumento de la PA sistdlica (pletismografia,
mmHg) (AG:90 + 5 vs C57: 75+5). Cuantificamos la expresion
(mRNA, real t -RT-PCR) del precursor de TRH y de diferentes
marcadores de dafio BNP y BMHC (hipertrofia), colageno tipo Ill
(fibrosis) en estos grupos y observamos (ANOVA, Tukey test)
un aumento de 3 veces en la expresion de TRH en el VI de los
ratones obesos (p<0.02) que correlacioné con aumentos signifi-
cativos de cada unos de los marcadores analizados en la cepa
agouti (p< 0.05) (BNP: 220%; Col Il : 190%; BMHC AG:170% ).
Nuestros resultados muestran que el ratéon agouti presenta una
hipertrofia ventricular con aumento de la expresién de la TRH
cardiaca resultando un buen modelo para estudiar si la induccion
de la TRH cardiaca por leptina participa de la hipertrofia cardiaca
inducida por obesidad y abre la posibilidad de que la hiperlepti-
nemia del paciente obeso induzca HVI por este mecanismo en
forma relativamente independiente de la PA.

223. (146) MODUI,.ACI()N,DE LA CONTRACTILIDAD CARDIA-
CA POR EL OXIDO NITRICO (NO) ENDOGENO. EFECTOS
DE LA HIPOXIA HIPOBARICA DE CORTA DURACION
La Padula, P. ; Bonazzola, P. ; Costa, L.

Instituto de Investigaciones Cardioldgicas, Facultad de
Medicina, UBA

En estudios previos mostramos cardioproteccion y aumento en
la produccién de NO en la hipoxia hipobarica crénica (J Appl Phy-
siol, 2008). En este trabajo se evalué la capacidad del NO endégeno
del miocardio para modular la contractilidad en condiciones basales
y durante la estimulacién B-adrenérgica, la respuesta al Ca®* y a
la hipoxia/reoxigenacion (H/R) en musculos papilares aislados de
ventriculo izquierdo de ratas sometidas a 58.7 kPa en una camara
de hipopresion durante 48 h (HH) y en sus controles a 101.3 kPa
(C). Ambos musculos papilares de cada rata se estudiaron pa-
ralelamente, uno suplementado con el sustrato de la NO sintasa
(NOS) L-arginina (arg) 2 mM, para obtener la maxima produccién
fisioldgica de NO, y el otro en presencia de inhibidor (inh) de la
NOS (L-NNA y L-NAME, 2 mM), para bloquear la generacién de
NO. Se determind secuencialmente, en condiciones isométricas,
la tensién desarrollada basal (TDb), luego de la adicién de arg o
inh, en respuesta a concentraciones crecientes de isoproterenol
(iso, 10° a 10* M), de Ca?* (1.3 a 2.8 mM), y durante un periodo
de H/R de 60/30 min. La TDb (g/mm?) fue C: 1.5+ 0.3y HH: 1.5
0.3. Los resultados significativos (p<0.05) se expresan como media
+ SE, arg vs. inh, en % de TDb. Tanto arg como inh modificaron la
TD transitoriamente, normalizandose a los 8 min. El efecto maximo
fue C: 126 + 6 vs. 76 + 5y HH: 124 + 3 vs. 82 + 3. La respuesta
maxima al iso fue C: 196 + 27 vs. 118 £+ 10 y HH: 172 + 23 vs. 176
+ 28 (NS). La concentraciéon maxima de Ca? aumento la TD aproxi-
madamente 10% mientras que 60 min de H la disminuy6 un 90%
en todos los grupos experimentales. La capacidad de recuperacion
de la TDb al cabo de la R fue C: 98 + 8 vs 53 + 9 y HH: 41 + 9 vs
40 + 9 (NS). En conclusion, el NO modulé la contractilidad basal
en ambos grupos de manera similar, mientras que sélo en C la
respuesta B-adrenérgica y la tolerancia a la H/R fueron moduladas
por el NO, cuya produccion seria activada por el iso. PIP 1688/09
224. (153) EFECTO DEL TRATAMIENTO DE PROANTOCIA-
NIDINAS EXTRAIDAS DE LIGARIA CUNEIFOLIA (LC) A
DISTINTOS TIEMPOS DE ADMINISTRACION EN RATAS
WISTAR CON DIETA HIPERCOLESTEROLEMICAS
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SOBRE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL PLAS-
MATICO Y LA VISCOSIDAD SANGUINEA

Dominighini, A."; Gonzalvez, J."; Crosetti, D."; Ronco, M.%;
Urli, L."; Frances, D.2; Monti, Juan?, Wagner, Marcelo?;
Carnovale, Cristina?; Luquita, Alejandra’

Cat. Biofisica. Fac. Cs. Médicas.UNR' Catedra de Fisio-
logia, Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas,
UNR, CONICET? Catedra de Farmacobotanica, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, UBA®

La infusién de Lc o “muérdago criollo” en medicina popular se
utiliza para dar mayor fluidez a la sangre disminuyendo el exceso de
colesterol (Co) plasmatico. Hemos demostrado que ratas tratadas
con extracto crudo de Lc por via intraperitoneal (i.p.), disminuyen
el Co plasmatico y aumentan la viscosidad sanguinea (VS). Del
extracto crudo se purificé Proantocianidina (PLc).Objetivo:analizar
el efecto del tratamiento de PLc a distintos tiempos, sobre la
concentracion de Co plasmatico y la viscosidad sanguinea (VS).
Métodos: Ratas Wistar macho adultas de 70 dias de edad, tratadas
de acuerdo a normas internacionales, fueron alimentadas durante
28 dias con dieta estandar adicionada con Co (97% de pureza)
0,89/100g de dieta y aceite de maiz 28% (peso/peso de dieta).
Se utilizaron ratas como Controles (C) (n=12) inyectadas i.p. con
solucion fisioldgica y Tratadas (T) inyectadas i.p. con PLc 3 mg
/100g peso corporal, cada 24 horas durante 3(n=6) y 7(n=6) dias.
Al cuarto y octavo dia, respectivamente, las ratas se anestesiaron
con pentobarbital sédico (50 mg/kg peso corporal, i.p.), obtenién-
dose sangre por puncién cardiaca. Se determinaron Co (método
enzimatico de esterasa-oxidasa), CoHDL, y CoLDL en plasma. Con
viscosimetro rotacional Wells- Brookfield LVT- a 230 s, a 37 °C se
determinaron VS (sangre) y VP (plasma). VS relativa estandarizada
a un hematocrito (VSrs) del 45%, se calculé6 como= (VS/VP) 45/
Hto. Resultados: (media + ES). Co plasmatico (mg %) : C : 121,80 +
2,21, T,: 71,56 + 3,64*, T.: 67,66 + 1,17*; Co HDL: C : 31,83 + 0,94,
T,:22,10 + 2,37*, T,: 28,04 + 1,89"; CoLDL : C:26,38 + 0,90,T,:13,59
+ 1,08* ,T,:18,00 + 0,29* ; VSrs: C:5,58+0,19,T,: 6,26+0,39™ ,T:
4,65+0,15 * (*p<0,05 y ns: no significativo, vs. C). Conclusion: El
tratamiento con PLc (administrados durante 3 y 7 dias) produce
un descenso de Co plasmatico, Co HDL y CoLDL incrementando
la fluidez sanguinea después de 7 dias de tratamiento en ratas
alimentadas con dieta hipercolesterolémica.

225. (160) CORRELACION ENTRE HIPERHOMOCISTEINEMIA
Y EL POLIMORFISMO 677CT DE LA METILENTETRAHI-
DROFOLATO REDUCTASA CON LA ESTIMACION FRA-
MINGHAM DE RIESGO DE ENFERMEDAD VASCULAR
(ATP llI-FRS)

Gariglio, L."; Riviere, S.2; Morales, A.?; Potenzoni, M.";
Porcile, R."; Fridman, 0.

Hospital Universitario. Universidad Abierta Interamericana’
Centro de Altos Estudios en Ciencias Humanas y de la Sa-
lud. Universidad Abierta Interamericana.? Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas.®

El Framingham Risk Score (ATP IlI-FRS) es una herramienta
predictiva de riesgo bajo, moderado y alto de enfermedad vascular
(coronaria, cerebrovascular y arterial periférica; CAD), basado en
sexo, edad, colesterol total, C-HDL, tratamiento antihipertensivo,
tabaquismo, diabetes e historia de enfermedad vascular (HEV).
Otros biomarcadores como la homocisteinemia (tHcy) son factores
independientes de riesgo de CAD. Se compararon los niveles
de tHcy y la presencia del polimorfismo 677CT de la enzima
metiléntetrahidrofolato reductasa (MTHFR), de la via de remeti-
lacion de la homocisteina, con el ATP IlI-FRS en una poblacion
de la Ciudad de Buenos Aires. Métodos. Estudio transversal.
Consentimiento informado y cuestionario. Criterios de exclusién:
menores de 18 afos e ingesta de vitaminas. Polimorfismo C677T
por PCR-RFLP. tHcy en ayunas por quimioluminiscencia. Esta-
distica: test-t Student, ANOVA y andlisis de regresion logistica.
Resultados. Poblacion compuesta por 233 sujetos (varones y
mujeres) entre 18 y 79 afios. En sujetos de riesgo bajo, moderado
y alto, las edades promedio fueron respectivamente 40,8+14,6;
62,3+11,9 y 58,9+9,3 afos, colesterol total 199,7+43,3; 228,5+50,9
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y 256,8+57,9 mg/dl, HDL-C 56,3+14,2; 52,7+12,8 y 40,3+7,3 mg/
dl, hipertensos 20,5%; 67,6% y 70,6%, fumadores 34,3%; 32,4%
y 76,5%, diabéticos 3,6%; 5,4% y 47,1%, HEV 47,6%; 63,9% y
58,8%. La tHcy correlacioné positivamente con riesgo de CAD,
siendo los valores en los de bajo riesgo 7,32+2,03 ymoles/L, en
los de moderado 10,65+3,94 y en los de alto 9,1+3,08 (p<0,001
moderado y alto vs bajo); Tercer y cuarto cuartiles de tHcy mos-
traron significativamente (p<0.05) mayores OR de riesgo de CAD
comparados con el primer cuartil. La presencia del polimorfismo
677CT de la MTHFR no correlacioné con los niveles de riesgo de
CAD. Conclusiones. El riesgo de CAD evaluado por el ATP Ill-
FRS correlacion¢ positivamente con la hiperhomocisteinemia pero
no con la presencia del alelo T del polimorfismo 677CT MTHFR
226. (297) EL AUMENTO DE LEPTINA EN EL INFARTO AGUDO
DE MIOCARDIO SE ASOCIA CON MARCADORES DE
PLACA VULNERABLE

Fernandez Machulsky, N.'; Miksztowicz, V.'; Fabre, B.%
Garcia Escudero, A.%; Blanco, R.3; Rodriguez, A.%; Ga-
gliardi, J.%; Berg, G."

Laboratorio de Lipidos y Lipoproteinas-Facultad de Far-
macia y Bioquimica-UBA' Laboratorio de Endocrinologia.
Depto. Bioquimica Clinica-INFIBIOC. Facultad de Farmacia
y Bioquimica-? Seccion Hemodinamia, Division Cardiologia,
Hospital Argerich®

La leptina es una hormona producida, principalmente, por el
tejido adiposo, con multiples funciones metabdlicas. Recientemente
se la asocia al desarrollo de enfermedad cardiovascular e infarto
agudo de miocardio (IAM) con aumento de la actividad del sistema
nervioso simpatico. La vulnerabilidad de la placa aterosclerética se
asocia a un incremento en los glucocorticoides conjuntamente con
metaloproteasas (MMPs), sin embargo, se desconoce el efecto de la
leptina sobre estos marcadores. Objetivo:evaluar el comportamiento
de leptina, cortisol y MMPs en pacientes hospitalizados con IAM tra-
tados con angioplastia primaria (n=49, 57+12 afos), en la internacion
y tres meses posteriores, y en pacientes coronarios estables (con-
troles) (n=12, 64+10 afios). Se midieron peso, talla, tensién arterial
y circunferencia de cintura. En suero se determind leptina y cortisol
y en plasma actividad de MMP-2. Resultados: en el momento del
IAM en comparacion con 3 meses se observd aumento de leptina
(p=0,006), cortisol (p=0,001) y MMP-2 (p=0,001), asi como al com-
parar con controles (p=0,04; p=0,001 y p=0,001) respectivamente.
No se observaron diferencias entre controles vs 3 meses en ninguno
de los parametros. Leptina correlacioné con indice de masa corporal
(r=0,48; p=0,01), cortisol (r=0,24; p=0,03) y MMP-2 (r=0,30; p=0.03).
Los valores de MMP-2 resultaron significativamente mayores en los
pacientes con |IAM de localizacion anterior o combinado respecto
de los pacientes con IAM de cara inferior o lateral (1,0349 + 0,18
vs 0,9230 + 0,12; p=0,045). Conclusiones: El incremento de leptina,
con conocida accion sobre la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias,
causaria la desregulacion del eje hipotalamo hipéfiso adrenal con au-
mento de secrecion de cortisol. El mecanismo inflamatorio asociado
conduciria a un aumento en la actividad de MMPs, y a través de este
a mayor vulnerabilidad de la placa aterosclerética y probablemente
a un mayor tamano de infarto.

227. (21)LAMMP-2 ES RESPONSABLE DE LA DEGRADACION
DE LA DISTROFINA DURANTE LA ISQUEMIA MIOCAR-
DICA AGUDA

Siachoque, N.'; Rodriguez, M.; Buchholz, B."; Miksztowicz,
V.2, Berg, G.%; Donato, M."; Gelpi, R.!

Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, F. Medicina.
UBA' Instituto de Lipidos y Lipoproteinas, FFYB - UBA?

Objetivo:determinar si la distrofina es blanco de la calpaina
o de la MMP-2, y si su degradacion ocurre durante un episodio
de isquemia aguda. Materiales y métodos: corazones aislados
de conejos neozelandeses fueron perfundidos segun la técnica
modificada de Langendorff y sometidos a 30 minutos de isque-
mia global. En un segundo grupo, antes de la isquemia global
se administré doxiciclina (inhibidor de MMP; 50uM). Ademas, en
corazones no sometidos a isquemia (normoéxicos) se administré
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SIN-1 (Estimulador de la produccion de ONOO-; 100 mM) y se
realizé un seguimiento por 30 min. Se consideré como control un
grupo de corazones que fueron perfundidos en normoxia durante
30 min. Se evalué la peroxidacion lipidica a través de la técnica
de TBARS, se analizo la expresion de distrofina y espectrina por
Western blot y la actividad de MMP-2 por zimografia. Resultados:
Se observo una degradacion de la distrofina durante la isquemia,
de un 79% respecto a el valor del grupo control (p<0.05); sin
cambios en los niveles de espectrina. Dado que la espectrina es
un sustrato especifico de la calpaina, este resultado descarta la
participacién de la calpaina en la degradacion de distrofina. Por
otro lado, durante la isquemia hubo un aumento de la actividad
de la MMP-2 de un 71% respecto a el valor del grupo control
(p<0.05). La administracién de doxiciclina (inhibidor de MMP),
administrado antes de la isquemia, previno la degradacion de la
distrofina. La administracién de SIN-1 a corazones normoéxicos
aumento la concentracion de TBARS un 33% (p<0.05), la activi-
dad de la MMP-2 un 36 % (p<0.05) y redujo significativamente
los niveles de distrofina a un 61% respecto del control (p<0.05).
Conclusién: Los resultados demuestran que la distrofina es sustra-
to de la MMP-2 en el contexto de la injuria isquémica, sugiriendo
un posible mecanismo por el cual las MMPs median la lesién
miocardica isquémica.

228. (298) METABOLISMO OXIDATIVO EN PUL’M()N LUEGO
DE LA EXPOSICION AGUDA A NANOPARTICULAS CAR-
GADAS CON METALES

Magnani, N."; Marchini, T."; Mebert, A.2; Desimone, M.%
Diaz, L.2; Alvarez, S.'; Evelson, P.!

IBIMOL-CONICET, Quimica General e Inorgdnica, FFyB,
UBA' IQUIMEFA-CONICET, Quimica Analitica Instrumen-
tal, FFyB, UBA?

El material particulado (MP) proveniente de la contaminacién
ambiental presenta, adsorbido en su superficie, un alto contenido
de metales de transiciéon capaces de generar aumentos en la
produccion de especies oxidantes y dafio oxidativo en el pulmon.
El objetivo del trabajo fue analizar el efecto de los metales de
transicion presentes en el MP sobre el metabolismo oxidativo
en pulmén de ratén. Para ello, se construyeron nanoparticulas
cargadas con Cr y Ni, por el método de Stéber. Se determind
su didmetro mediante la técnica de dispersion de luz (diametro
promedio: 0,1-1,0 ym) y su contenido por absorcién atémica y
electroforesis capilar (20 mg metal/g MP). La exposicién al MP
se realizdé por instilacién intranasal (0,01; 0,05; 0,1; 1 mg de
metal/kg peso). Las determinaciones se realizaron 1 h luego de
la exposicion. Se realizaron medidas de consumo de O, tisular
por una técnica polarogréafica y de dafio oxidativo a lipidos a
través del contenido de TBARS en homogeneizados. Luego de
la exposicién al MP con Cr se observé un aumento significativo
para la concentracién de 0,05 mg/kg tanto en el consumo de O,
total (control: 291 + 19 ng-at O/min. g tej; p < 0,05) como en el
consumo no mitocondrial (en presencia de KCN) (control: 84 + 9
ng-at O/min. g tej; p < 0,05). La exposicién al MP con Ni mostré
aumentos significativos en todas las concentraciones evaluadas
(control: 312 + 15 ng-at O/min. g tej; p < 0,05), pero sélo las
concentraciones 0,1 y 1 mg/kg mostraron aumentos significativos
luego de la inhibicién por KCN (control: 97 + 15 ng-at O/min. g
tej; p < 0,05). Se observé un aumento significativo en el conteni-
do de TBARS para las concentraciones mas altas de Cr (0,1 y 1
mg/kg), mientras que todas las concentraciones de Ni evaluadas
presentaron aumentos significativos (control: 198 + 10 pmol/mg
prot; p < 0,05). La exposicién al MP con Cr 6 Ni muestra efectos
diferenciales sobre el metabolismo oxidativo pulmonar, desenca-
denando procesos inflamatorios y produciendo dafo oxidativo.

GASTROENTEROLOGIIA,, METABOLISMO Y
NUTRICION 2
229. (344) CONSUMO DE OXIGENO MITOCONDRIAL Y
DANO OXIDATIVO EN DISTINTAS AREAS DEL CE-
REBRO DE RATA POR SOBRECARGA DE COBRE
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Saporito Magrifia, C."; Musacco Sebio, R.'; Semprine, J.;
Repetto, M."2

Quimica General e Inorganica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA' Instituto de Bioquimica y Medicina Mo-
lecular (IBIMOL-UBA-CONICET)?

La sobrecarga crénica del Cu en el cerebro produce neuro-
toxicidad, dafio oxidativo y aumento del consumo de oxigeno
(O,) mitocondrial en estado activo y en estado de reposo. El
objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos del Cu sobre la
actividad mitocondrial en distintas areas del cerebro de rata para
caracterizar los cambios bioquimicos involucrados en la genera-
cion de dafio oxidativo. Ratas Sprague Dawley machos (150 g)
recibieron Cu(ll) en el agua de bebida (0,5 g/L) durante 21 dias.
Se determiné la quimioluminiscencia espontanea de 6rgano (Ql)
y el consumo de oxigeno (CO) en corteza, hipocampo y cuerpo
estriado de cerebro y en mitocondrias aisladas de cada area.
Se estimé el control respiratorio (CR). En corteza se observé un
aumento significativo del 125% de QI respecto al control (C: 16
+ 2 cps/g érgano, p < 0.001); del 13% del CO en estado activo
(Il (C: 76 + 3 nmol O,/min mg prot, p < 0.01) y del 19% CO en
estado de reposo (IV) (C: 13,5 + 0,5 nmol O,/min mg prot) (p <
0.01) con malato-glutamato como sustrato; en hipocampo, se
observé disminucién significativo del 20% (p < 0.05) en presencia
de cianuro (CN") (C: 173 + 12 nmol O,/min g, p < 0.001), y del
36% sin CN(C: 1215 + 18 nmol O,/min g, p < 0.001), y en cuerpo
estriado solamente disminucién del 32% con CN-(C: 175 + 16 nmol
O,/min g, p < 0.001), sin cambios a nivel mitocondrial. En ninguna
de las tres areas se observaron cambios en el CR respecto al
control. La sobrecarga de Cu en hipocampo genera disminucién
del CO en el tejido, sin cambios a nivel mitocondrial, indicando
que el transporte de electrones a nivel de la cadena respiratoria
no se ve afectado; el cambio podria deberse a alteraciones meta-
bélicas. En corteza, el incremento de CO mitocondrial indica que
en condiciones fisiologicas, con suministro de sustrato y ADP, el
transporte de electrones puede funcionar a una mayor capacidad.
Sin embargo, la funcionalidad respiratoria no se ve afectada ya
que no se registraron cambios en el CR.

230. (345) DANO OXIDATIVO IN VIVO POR SOBRECARGA
CRONICA DE COBALTO Y NIQUEL EN HIGADO Y
CEREBRO

Ferrarotti, N.'?; Semprine, J.'; Musacco Sebio, R.'; Saporito
Magrifa, C."; Repetto, M.

Quimica General e Inorganica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA' Microbiologia Clinica, Inmunologia y
Virologia Clinica, Bioquimica Clinica, Hospital de Clinicas.?
Instituto de Bioquimica y Medicina Molecular (IBIMOL-
UBA-CONICET)?

La exposicién crénica a metales de transicion altera la ho-
meostasis celular mediante la oxidacion de biomoléculas y genera
dafio oxidativo (DO). El objetivo de este trabajo fue comparar los
fendmenos oxidativos inducidos por exposicién crénica a cobalto
(Co) y niquel (Ni) en higado (H) y cerebro (Ce). Se administré a
tres grupos de ratas Sprague Dawley (250 g): agua (controles,C),
CoClI2 y NiSO4 (0,1 g/L en agua de bebida) durante 42 dias (d).
Se evaluaron marcadores de DO en H y Ce respecto al control (C):
Quimioluminiscencia de érgano in vivo (Ql), oxidacién de lipidos
(TBARS); oxidacion de proteinas (carbonilos), metabolitos del
oxido nitrico (NO2-) y actividad de NADPH oxidasa. H: se obser-
vé: incremento del 30% de carbonilos (C: 326+1 nmol/g, p<0.05)
por Co, y del 67% en Ql (C:169+11cps/cm2,p<0.01 ), 27% de
TBARS (C:52+4 nmol/g, p<0.001) a los 14 d y 48% de NO2- (C:0
,9+0,1 pmol/g, p<0.05) a los 7 d por Ni. La actividad de NADPH
oxidasa incrementd 185% por Co y 28% por Ni a los 42 d (C:47+1
nmol/min x g, p<0,001). Ce: incrementd: QI 5 veces por Co y Ni
(C:162+8 cps/cm2, p<0.01) a los 14 d, TBARS 5 veces (C:11+2
nmol/g, p<0.001) por Co a los 7 d y 8,5 veces por Ni (p<0.05) a
los 14 d, carbonilos 78% (C:374+33 nmol/g) a los 42 d por Co y
44% por Ni a los 7 d (p<0.01), NO2- un 23% (p<0.01) por Ni a
los 7 d, y NADPH oxidasa 18 veces por Co a los 14 d, y por Ni,
3veces alos 7dy30alos 42 d (C:11+x1 nmol/min,g, p<0,001).
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Ql in vivo refleja el DO por exposicién crénica a Coy Nien Hy
Ce generado por la oxidacién de biomoléculas mediante procesos
diferentes. En H, el Co genera DO por procesos que involucran
la oxidacion de proteinas, y el Ni, mediados por la oxidacién de
lipidos y metabolismo del NO. En ambos casos, seguidos por la
activacion de NADPH oxidasa. En Ce, la oxidacion de lipidos son
procesos tempranos que generan DO por exposicion a Co y Ni,
mientras que la oxidacién de proteinas es un proceso posterior,
precedido por la activacion de NADPH oxidasa.

231. (399) RELACION ENTRE PRESION ARTERIAL, CAL-
CIURIA Y BAJA MASA OSEA

Vicco, M.'2%; Parodi, G.%; Ferini, F.3; Luz, R.%; Gaydou, A.3;
Musacchio, H.%

Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica - Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del
Litoral - CONICET' Facultad de Ciencias Médicas - Area
de Clinica Médica® Hospital J. B. Iturraspe®

Introduccion. Se ha postulado la existencia de una relacién

entre hipertension arterial y osteoporosis. La hipertension arterial
aumentaria persistentemente la calciuria, lo que produciria una
disminucion de la masa 6sea. El objetivo de este estudio fue
evaluar la relaciones entre masa 6sea, presion arterial y calciuria.
Materiales y métodos. Se realizé un estudio descriptivo transversal
mediante un muestreo no probabilistico de conveniencia, aprobado
por el comité de Bioética de la Universidad Nacional del Litoral.
Se compararon mujeres hipertensas y normotensas, evaluando
edad, presion arterial y relacion calcio/creatinina urinaria; se efec-
tuaron densitometrias édseas por DXA de columna lumbar, cadera
y cuerpo entero, determinando la DMO y la CMO. Se efectud
andlisis bivariado estudiando asociacién y correlacion entre las
variables de interés. Resultados. Se estudiaron 135 mujeres, 64
(47%) hipertensas. Tenian osteoporosis 13 hipertensas (20,3%)
y 13 normotensas (18,3%), p=NS. No se encontraron diferencias
significativas en la calciuria (164 = 104 vs. 127 + 99 mg/l, p =
NS), cociente calciuria/creatininuria (0,16 + 0,09 vs. 0,14 + 0,12,
p = NS) y los valores de densidad y cantidad mineral 6seas. No
se evidencio correlacién entre presion arterial y calciuria (r=0,05;
p=0,65). Los grupos de estudio fueron heterogéneos con respecto
a edad e indice de masa corporal; los resultados no se modificaron
cuando se ajusto el andlisis para estas variables. Conclusién. No
se encontré asociacion entre presion arterial, calciuria y masa
6sea. Nuestros datos no apoyan la hipétesis de una asociacién
entre hipertension arterial y osteoporosis a partir de la calciuria.
232. (403) ALTERACIONES METAB()LICAS EN HIJOS DE
PADRES CON HIPERTENSION ARTERIAL
Vicco, M.'?%; Rodeles, L.3; Ferini, F.%; Cesar, L.%; Baretta,
M.3; Musacchio, H.%
Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica - Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del
Litoral - CONICET' Facultad de Ciencias Médicas - Area
de Clinica Médica® Hospital J. B. Iturraspe®

Antecedentes y Objetivos: El antecedente familiar de hiper-
tensioén arterial en jovenes sanos se ha asociado a hiperinsuli-
nemia, la cual a su vez podria producir aumento en el cortisol
sérico, confluyendo ambos mecanismos en dafio endotelial renal
que se traduciria en la presencia de microalbuminuria. El obje-
tivo del reciente trabajo consistié en valorar el nivel de insulina,
cortisol sérico y la presencia de microalbuminuria en jévenes
sanos, hijos de padres con hipertensién arterial esencial. Mate-
rial y Métodos: se realizé un trabajo transeccional-correlacional
causal en la ciudad Argentina de Santa Fe, incluyendo 145
jévenes sanos mayores de 18 afos edad, divididos en 2 grupos
segun antecedente de primer grado de hipertensién arterial
esencial. Se valoraron las concentraciones séricas en ayunas de
insulina, cortisol, y los niveles de microalbuminuria en primera
orina matutina. Resultados: La mediana de edad fue de 20 afios,
siendo el 58% mujeres. El grupo de estudio incluyd el 48%. El
4,8% presento insulino-resistencia, 13,8% microalbuminuria y el
52% (n=76) hipercortisolinemia, no encontrandose diferencias
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significativas de los niveles séricos de insulina y cortisol, ni de
microalbuminuria entre los grupos, asi como tampoco correla-
cion entre éstas variables. Conclusion: En el presente trabajo
no se encontré asociacion entre el antecedente de 1° grado de
hipertension arterial y alteraciones de la homoestasis de insu-
lina o cortisol asi como tampoco traduccion de dafio endotelial
traducido en la presencia de microalbuminuria.

233. (475)EFECTO DE UNA LECHE FERMENTADA PBOBIO-
TICA FRENTE A LA REEXPOSICION DEL ANTIGENO
EN UN MODELO DE ALERGIA

Velez, E."; Palomar, M."; Meson, O.?; Bibas Bonet, M.?;
Perdigon, G.'?; Maldonado, C."?

Centro de Referencia para Lactobacilos, CERELA - CONI-
CET' Cat. de Inmunologia, Inst. de Microbiologia, Fac. de
Bqca. Qca. y Fcia. — Universidad Nacional de Tucuman?

En trabajos previos vimos que la administracion oral de una
leche fermentada probidtica (LFP) disminuye el nivel de IgE sérica
en un modelo de alergia en ratones con ovoalbumina (OVA). El
objetivo de este trabajo es determinar si la LFP mantiene bajos
los niveles de IgE posterior a un reestimulo con OVA. Ratones
BALB/c se dividieron en 5 grupos: Control-Normal (CN); Basal
(B-5dias-LFP); Control-Sensibilizado (CS); Tratamiento Previo
(P-5d-LFP+OVA+H20) y Continuo (C-5d-LFP+OVA+LFP-hasta
finalizar el ensayo). Los ratones fueron sensibilizados con OVA al
1% seguido de aerosoles de OVA durante 15 dias; el reestimulo
se realiz6 15 dias después de la ultima exposicion. Se tomaron
las muestras a los 7 y 15 dias post-sensibilizacién (dPS) y 2 dias
post-reestimulo (dPR). Por ELISA se determiné en suero IgE e
IgG especificas, 19G1 e IgG2a. En lavado broncoalveolar (BAL):
IgE e IgG especificas y en sobrenadante de tejido pulmonar: IgE
especifica, IL10 e IFNy. La LFP disminuyo el nivel de IgE a-OVA
en suero en Py C a los 7 y 15dPS; no hubo diferencias para
2dPR. En BAL IgE disminuy6 solo a los 7 dPS. LFP aument6 los
niveles de IgG sérica total a-OVA en todos los tiempos para C,
siendo la IgG2a la de mayor proporcion en todas las muestras.
En pulmén la IL10 y el IFNy aumentaron a los 7dPS en el grupo
continuo pero solo los niveles de IFNy se mantuvieron elevados
hasta los 2dPR. Los resultados indicarian que la LFP favoreceria
el balance inmune hacia una respuesta Th1, ante un reestimulo
antigénico en ratones sensibilizados, induciendo aumento de IL10
que regularia la produccién de IgE a-OVA en el grupo continuo
a los 7dPS. Los niveles de INFg mantendrian el balance Th1 en
el tiempo con ligera disminucién de IgE a-OVA (2dPR) y aumento
de IgG1a. La LFP fue mas efectiva en la disminucion de IgE en
etapas tempranas que frente a un reestimulo antigénico
234. (494) EFECTO DE LACTOBACILLUS CASEI CRL 431
Y DE UNA LECHE FERMENTADA SOBRE LA RES-
PUESTA INMUNE INTESTINAL Y SISTEMICA EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDAD EN RATON
Novotny Nufez, I.'; Maldonado Galdeano, C.'?; De Moreno
De Leblanc, A."; Perdigon, G."?

Centro de Referencia para Lactobacilos CERELA-CONI-
CET' Cat. de Inmunologia, Inst. de Microbiologia, Fac. de
Biogca. Qca. y Fcia.- Universidad Nacional de Tucuman?®

La obesidad es un estado inflamatorio crénico, con acumula-
cion excesiva de grasa o hipertrofia del tejido adiposo. Nuestro
objetivo fue evaluar el efecto de L. casei CRL431 (Lc) y de su
leche fermentada (LF) en un modelo experimental de obesidad.
Los ratones recibieron dieta convencional (G1) o dieta alta en
grasas (G2); y se les administré leche (L), LF, Lc o agua (A)
durante 3 meses. Las muestras se tomaron mensualmente. Se
estudid histologia de higado e intestino delgado (ID), n° de células
IgA+ en ID, actividad fagocitica (AF) de macréfagos de bazo (MB)
y peritoneo (MP). Para evaluar inmunidad sistémica, se inmunizé
con ovoalbumina (OVA) y se determind IgG especifica anti-OVA
en suero por ELISA y la traslocacién de Salmonella a érganos en
un modelo de infeccién. Los datos mostrados corresponden al 2°
mes, donde incrementaron los marcadores séricos de obesidad.
En higado, se observo steatosis en G2L y G2A, revertida en los
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grupos G2LF y G2Lc. En ID se observaron vellosidades mas
cortas en G2A que en G1. G2LF y G2Lc lograron revertir dichas
alteraciones. G2A disminuyo el n° de células IgA+ en ID compa-
rado a G1 y sélo LF aumenté estos valores. La administracion
de LF o Lc incrementd la AF de MB y MP previa a la inmuniza-
cion; solo Lc mantuvo este efecto en MB post-inoculacién. G2A
disminuyd AF de MP post-inoculacién, revertida por las 3 dietas.
En la respuesta sistémica, la administraciéon de los suplementos
dietarios no la modificd, comparada a los respectivos controles. En
el modelo de infeccidn, la traslocaciéon de Salmonella a 6rganos
no mostré diferencias en ninguno de los grupos estudiados. La
administracién de Lc o LF a ratones obesos mejor¢ las alteracio-
nes histoldgicas en higado e intestino, estimuld la produccion de
IgA en ID y la AF de macréfagos de bazo y peritoneo (pardmetros
alterados por la obesidad). No fue efectiva en el aumento de la
respuesta anti-OVA ni en la proteccién frente a Salmonella, aun
cuando la inmunidad intestinal se vio mejorada.

235. (506) BALANCE OXIDATIVO EN SANGRE Y TEJIDO
CEREBRAL EN UN MODELO DE GLAUCOMA EXPE-
RIMENTAL

Reides, C.'; Lasagni Vitar, R."; Lerner, F.'; Musi Tanuri,
C.'; Ferreira, S."; Llesuy, S.?

Cdtedra de Quimica General e Inorganica. Facultad de
Farmacia y Bioquimica. UBA' IBIMOL, UBA-CONICET.?

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa que cursa
con un aumento de la presion intraocular. El objetivo fue evaluar el
balance oxidativo en sangre y homogeneizados de tejido cerebral
en un modelo de glaucoma experimental. Para llevar a cabo dicho
objetivo se determinaron los siguientes parametros a los 14 dias
de la operacion: quimioluminiscencia espontanea de cerebro (QL)
en corteza visual izquierda (CVI) y derecha (CVD); b-sustancias
reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS) en plasma; c-contenido
de glutation total (GSH) en glébulos rojos, CVD y CVI; d- supe-
roxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) en glébulos rojos; e-
nitritos (CN) en plasma. Ratas Wistar (3 meses) fueron operadas
bajo microscopio por cauterizaciéon de dos venas epiesclerales
del ojo izquierdo (GG) (n=5) mientras el grupo control (GC) (n=5)
fue sometido al mismo protocolo quirurgico sin cauterizacion. Los
resultados para la QL fueron 2792 + 145 cpm/mg proteina para
CVI/GG y 2800 + 210 cpm/mg proteina para CVD/GG (CVI/GC:
1878+210 cpm/ mg proteina *p<0,01;, CVD/GC 1617+171 cpm/mg
proteina *p<0,01). Los TBARS en plasma para GG fueron 45+4
pmoles/ mg proteina (GC: 33+3 pmoles/ mg proteina *p<0,05).
El GSH para glébulos rojos fue en GG 0,38+0,04 pmol/mL (GC:
0,61+0,05 pymol/mL *p< 0,07); en tanto en CVI/GG fue 1,40+0,15
ymol/g érgano (GC: 2,88+0,21 pmol/g érgano *p< 0,001) y en
CVD/GG fue 2,57+0,12 pmol/g 6rgano (GC: 3,15+0,20 pmol/g
érgano *p< 0,05). La actividad de SOD en glébulos rojos fue para
GG 1,44+0,08 U/mg proteina (GC: 0,92+0,10 U/mg proteina *p<
0,005) y la de CAT 1,45+0,15 pmol/mg proteina (GC: 1,90+0,11
pmol/mg proteina *p< 0,05). No se observaron cambios signifi-
cativos en la CN en plasma. Estos resultados sugieren que las
especies prooxidantes se encuentran aumentadas y los antioxi-
dantes no enzimaticos disminuidos en el glaucoma tanto en la
sangre como en el tejido cerebral. El aumento de la actividad
de SOD sugiere una respuesta adaptativa al aumento de dafo
en sangre.

236. (540) RESPUESTA DEL PERFIL LIPIDICO-LIPOPROTEI-
CO Y DE LA MASA OSEA AL AGREGADO DE FITOS-
TEROLES AL ACEITE DE GIRASOL ALTO OLEICO,
EN LA HIPERCOLESTEROLEMIA NUTRICIONAL
Alsina, E.; Martinez Reinoso, J.; Mancuso, A.; Bryck, G.;
Rodriguez, P.; Macri, E.; Friedman, S.

Facultad de Odontologia, UBA

Nuestros estudios previos demostraron que en la hipercoleste-
rolemia nutricional (HCN), una dieta rica en aceite de girasol alto
oleico (AGAO) impactaba negativamente en el perfil lipidico-lipo-
proteico y en la masa 6sea, comparada con aceite de oliva(AO).
Dado que AGAO es de bajo costo, amplia disponibilidad, difusion
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y consumo en los hogares, se plante6 agregarle fitosteroles (F),
componente ya presente en AO, como una nueva estrategia nutri-
cional. Objetivo:Evaluar en ratas con HCN, el efecto del consumo
de AGAO con F, sobre los lipidos séricos y masa 6sea. Métodos:
Ratas Wistar macho al destete para inducir HCN, recibieron por
3 semanas (T3) una dieta aterogénica rica en grasa saturada
(GS) y col. A T3 se midid la colesterolemia total (col-t, mg/dL)
y se dividieron en 3 grupos. Por 5 semanas (T8), se reemplazé
la GS por AGAO o AGAO-F (1% de fitosteroles naturales) o AO.
Las dietas se administraron ad libitum y se registré6 zoometria y
consumo (kcal/100g peso corporal/dia). A T8, se evaluaron: indice
hepatosomatico (IHS) y col-t, col-noHDL y TG séricos (mg/dL);
la densidad (DMO,g/cm?) y contenido mineral éseos (CMO,qg)
de esqueleto total (DPX). Resultados: (media+DE.Anova.SNK):
AGAO y AGAO-F presentaron menor peso (AGAO:268,46+33,59=
AGAO-F:257,61+14,29<A0:301,08+15,04; p<0.05); sin DS en
consumo, longitud corporal e IHS(p>0.05). AGAO mostro6 los
mayores niveles de col-total (AGAO:312,67+60,06>A0 :163,83
+30,02=AGAO-F180,54+13,44) y col-noHDL (p<0.01). AGAO-F
mostré hipertrigliceridemia (AGA-F:113,92+13,14>A0:54,60+18,1
3=AGAO:58,67+14,76;p<0.01).El CMO(AGAO:21,4+0,36 <AGAO-
F:3,52+0,61=A0:3,92+0,34)yDMO(AGA0:0,25+0,0<AGAO-
F:0,26+0,0=A0:0,26+0,0; p<0.01). Conclusion:El enriquecimiento
de AGAO con fitosteroles naturales permitié un mejor manejo de la
HCN vy evité la pérdida de masa 6sea. Nuevos estudios dilucidaran
la presencia de hipertrigliceridemia. UBACyT 20020100100613.

237. (545) EFECTO DEL PROBIOTICO LACTOBACILLUS
CASEI CRL 431 SOBRE PARAMETROS INMUNES EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE ESTRES MULTIFAC-
TORIAL EN RATON

Palomar, M."; Velez, E."; Novotny Nufez, |.'; Perdigon, G.'%;
Maldonado Galdeano, C.'?

Centro de Referencia para Lactobacilos' Cat. de Inmu-
nologia, Inst. de microbiologia, Fac. Bgca. Qca y Fcia-
Universidad Nacional de Tucuman?

El estrés tiene impacto sobre el sistema inmunoldgico pudiendo
afectar érganos inmunes como timo, el curso de enfermedades
sistémicas, como asi también del sistema comun de mucosas.
Los probidticos estimulan la respuesta inmune protegiendo al
organismo frente a la agresién de patdégenos e influyen en la
produccion de citoquinas y de anticuerpos. En un modelo experi-
mental multifactorial de estrés en ratones BALB/c evaluamos las
modificaciones en timo y parametros inmunes y el efecto del pro-
biético Lactobacillus casei (Lc) en la recuperacion de los mismos
y niveles de corticosterona en suero. Los ratones durante 11 dias
fueron privados de alimento durante 12h/dia (8:00pm-8:00am) y
de movimiento durante 3h diurnas, para ello, fueron colocados
en tubos de PVC de 75 cm?®. El resto del dia tuvieron agua y ali-
mento ad-libitum. Los ratones se dividieron en 3 grupos: control
normal (C), control estrés (E) y ratones estresados alimentados
con Lc los dias que duré la experiencia (E+Lc). Las muestras se
tomaron al dia 12. Se extrajeron macréfagos peritoneales (MP) y
macrofagos de bazo (MB) y se determind capacidad fagocitica.
En timo se determinaron las distintas poblaciones celulares por
citometria. El estrés disminuyé la capacidad fagocitica de MP y
MB, también tuvo efectos en el timo reduciendo celularidad y
las poblaciones de linfocitos T CD8+ y CD3+ CD4+ CD8+. La
administracién de la bacteria probiotica aumento la capacidad
fagocitica de MP y MB vy la celularidad total en timo y a nivel de
la poblacién de linfocitos T CD8+. Sin embargo no tuvo efecto
sobre la poblacién de CD3+CD8-CD4+ y CD3+CD4+CD8+. La
administracién continua de la cepa probidtica durante la experien-
cia recupero los parametros inmunes afectados en los animales
sometidos a condiciones de estrés. El mecanismo inducido en
timo y macréfagos no esta relacionado con la disminucion de los
niveles de corticosterona en suero, ya que estos permanecieron
altos aun con la administracion del probidtico.

238. (591) LOS ACIDOS GRASOS N3 Y LA PERDIDA OSEA
ALVEOLAR INDUCIDA POR PERIODONTITIS EXPERI-
MENTAL

MEDICINA - Volumen 72 - (Supl. II), 2012

Stranges, A."; Antona, M.'; Costa, O.; Alsina, E."; Suarez,
C.'; Zago, V.2, Ramos, C.'; Friedman, S.'; Macri, E."
Facultad de Odontologia UBA' Laboratorio Lipidos y Lipo-
proteinas. Facultad Farmacia y Bioquimica. UBA?

La periodontitis (P) provoca inflamacion, resorcién 6sea alveolar
y pérdida dentaria. En estudios previos encontramos que la hiper-
colesterolemia (HC) induce pérdida ésea en mandibula de rata. Los
acidos grasos n3 (AGn3) mostraron propiedades anti-inflamatorias
y reguladoras de la lipidemia. Pocos estudios evaluaron sus efec-
tos en P. Objetivo:investigar en ratas si los AGn3 decrecen la
resorcion 6sea alveolar inducida por P experimental. METODOS:
en ratas Wistar adultas HC se indujo P con ligadura (L) unilateral
del primer molar de hemimandibula (+L). El contralateral, se us6
como control (-L). Se dividieron en 3 grupos: HC (HC+L; HC-L), n3
profilaxis (P) (n3P+L; n3P-L) y n3 tratamiento (T) (n3T+L; n3T-L).
A t=0 (n3P) y a t=3 semanas (n3T) se reemplazé grasa saturada
por aceite de pescado. A t=7 semanas se sactrificaron por puncién
cardiaca. En suero se midi6 perfil lipidico-lipoproteico(mg/dL) y las
hemimandibulas fueron tefiidas con azul de metileno (1g%). La
pérdida 6sea alveolar (POA) se determind por fotografias digitales
(vestibular y lingual) y software segun: a) método de distancia: me-
dia de 6 mediciones lineales (mm), b) método del area (mm?): de
superficie radicular expuesta. Radiograficamente(RVG Kodak 5100)
se midid hueso de soporte periodontal (HSP:%). ANOVA+SNK
(p<0.05). Resultados: a) HC presentd hipercolesterolemia (157+24
vs 70+6mg/dL(n3P)= 69,3+12mg/dL (n3T);p<0,001).b) Segun dis-
tancia y area, POA fue mayor en molares ligados, con efecto
sinérgico en HC+L y menor en n3, sin DS en molares no tratados;
[distancia(mm):HC+L (1,6+0,1) > n3P+L (1,4+0,7)= n3T+L (1,4+0,6
(p<0.001) y area lingual(mm?): HC+L (5,2+0,4) > n3P+L (4,6+0,3)
= n3T+L (4,2+0,4(p<0.001)]. ¢) HSP (%) menor resorcién ésea
en n3, n3P-L (45,7+2,6)=n3T-L (44,0+2,9) > HC-L(38,7+3,4) >
n3P+L(34,6+3,1) > n3T+L(29,9+2,3)=HC+L(28,7+3,6)(p<0.001).
CONCLUSION: los AGn3 podrian ser beneficiosos para modular
la respuesta inflamatoria y evitar la pérdida dentaria en P. UBACyT
20020100100613.

239. (603) ACCION DEL VANADATO SOBRE LA EXPRESION
DE LA DELTA AMINOLEVULINATO SINTETASA EN
CELULAS HEPATICAS C3A

Rodriguez, L."; Oliveri, L.'; Codesido, M.'; Espelt, V.2
Casas, A."; Batlle, A."; Gerez, E.’

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Potrfirias’

Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas (IQUIFIB)?

La porfiria aguda intermitente (PAIl) se caracteriza por una
disminucion en la actividad de la PBG-deaminasa asociada a
un marcado incremento en la expresion de la d-aminolevulinato
sintetasa (ALAS). Se ha demostrado en roedores y embriones de
pollo que la insulina inhibe o previene la induccién de la enzima
ALA-S. En trabajos previos hemos demostrado in vivo que el
vanadato, agente insulinomimético, tiene un efecto negativo sobre
la transcripcién del ALA-S lo cual permite considerar al vanadato
como potencial agente terapéutico para el tratamiento de la PAI.
Sin embargo, los resultados obtenidos con el animal entero pueden
ser de dificil interpretacion al intentar dilucidar los complejos meca-
nismos regulatorios de feedback que involucran multiples efectores.
Por ello, con el objeto de complementar los resultados obtenidos
con vanadato in vivo se evaluaron los efectos de dicha droga en
cultivos de la linea establecida de hepatoma humano C3A. Las
células se crecieron en medio DMEM bajo en glucosa (5mM) y sin
suero durante diferentes tiempos. Las células tratadas con vanadato
se crecieron durante 18 hs sin suero y luego se le administro el
vanadato 1, 2, 3 uM durante 1, 3y 6 hs. Las células control se las
traté con el vehiculo correspondiente. El tratamiento con vanadato
provoco una caida del 56% en los niveles de proteina del ALA-S
mitocondrial y citoplasmatica, y esta caida fue acompafnada con un
aumento de 3,6 veces en la fosforilacion de Akt (ser 473) y una
caida del 63% en los niveles nucleares del factor de transcripcion
FOXO. Ademas se observé una disminucion de 27% en la fosfori-
lacién (ser 133) del factor de transcipcién CREB. Estos resultados
estan en concordancia con nuestros datos obtenidos in vivo lo cual
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nos permite concluir que el modelo utilizado resulta adecuado para
seguir investigando los mecanismos de accién del vanadato y su
posible utilizacion en el tratamiento de la PAI.

240. (604) EFECTODELOS ANESTESIQOS ISOFLURANO Y
SEVOFLURANO SOBRE LA BIOSINTESIS DEL HEMO
EN UN MODELO GENETICO MURINO DE PORFIRIA
AGUDA INTERMITENTE

Ruspini, S.'; Zuccoli, J."; Lavandera, J.2; Batlle, A."; Bu-
zaleh, A."®

CIPYP, CONICET, Hospital de Clinica, UBA" Catedra de
Bromatologia y Nutricion, Facultad de Bioquimica y Cien-
cias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe?
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, UBA?®

Las porfirias son enfermedades metabdlicas producidas por
alteraciones en la biosintesis del hemo. La Porfiria Aguda Inter-
mitente (PAI) se caracteriza por disminucién de la Porfobilindgeno
Deaminasa (PBG-D) y ataques agudos con sindrome neuroab-
dominal; los farmacos y en particular algunos anestésicos son
sus principales desencadenantes. El objetivo fue estudiar en un
modelo genético de PAI el efecto de los anestésicos volatiles
sobre la sintesis de hemo. Ratones knockout deficientes en la
enzima PBG-D (Pbgd-/-, PAI) (descenso al 30% de la actividad
normal) y ratones heterocigotas para dicha mutaciéon (Pbgd+/-,
T1) (actividad disminuida 55%), machos y hembras, recibieron
Isoflurano (2 ml/kg, i.p.) y Sevoflurano (1,5 ml/kg, i.p.) y se sacri-
ficaron luego de 20 minutos. Se midi¢ actividad y expresion de
5-Aminolevdlico sintetasa (ALA-S) y actividad de PBG-D en higa-
do, cerebro, rindn y sangre. El Isoflurano aumentd la actividad de
ALA-S en higado (40%; p<0,05) y rifidn (46%; p<0,05) de ratones
PAI machos. Este anestésico en los ratones T1 machos indujo
160% (p<0,01) el ALA-S hepatica. El Sevoflurano en ratones PAI
hembras aumenté el ALA-S en rifion (100%; p<0,05) y cerebro
(163%; p<0,01); en el grupo T1 hembras, este efecto se observd
en higado (248%; p<0,01) y cerebro (550%; p<0,01). Al evaluar
los efectos sobre la PBG-D, el Isoflurano redujo 25% (p<0,05) la
actividad hepatica del grupo T1 machos; mientras que en ratones
PAI machos, dicha actividad disminuyé 40% (p<0,05) en higado
y 18% (p<0,05) en cerebro. Al estudiar la accién del Sevoflurano
en ratones hembras T1, la actividad disminuyé 55% (p<0,05) en
higado y 80% (p<0,05) en rifidn. En conclusidn, el Isoflurano alterd
bioquimicamente aun mas la actividad de PBG-D disminuida por
la mutacion. El efecto del Sevoflurano sobre esta enzima sélo se
produjo en ratones T1 hembras. En ratones PAI las alteraciones
se observaron en machos, a diferencia de la PAI humana que se
desencadena principalmente en mujeres.

241. (626) EFECTO DE LACTOBACILLUS RHAMNOSUS
CRL1505 SOBRE LA RECUPERACION DE CELULAS T
EN UN MODELO DE INFECCION NEUMOCOCCICA EN
RATONES DESNUTRIDOS
Barbieri, N.'; Herrera, M."; Salva, S.?; Villena, J."; Alvarez,
S.13
CERELA-CONICET" INQUINOA-CONICET? Instituto de
Bioquimica Aplicada Universidad Nacional de Tucuman®

La administracién nasal de Lactobacillus rhamnosus
CRL1505 (Lr), durante un proceso de re-nutricion de ratones
desnutridos, favorece la recuperacion de células T, afectadas
por la desnutricién. En este trabajo se evalud el efecto sobre
células T y el perfil de citoquinas, luego de una infeccién por
Streptococcus pneumoniae (Sp). Ratones desnutridos durante
21d con una dieta hipoproteica (D), se separaron en 2 grupos
y fueron tratados con: dieta balanceada (B) durante 7d o B 7d
suplementada con Lr (108 cél/d/ratén) por via nasal los 2 uUltimos
d (B+Lr). EI d8, estos grupos, controles bien nutridos (N) y D
fueron desafiados con Sp. El d10 post-infeccién (pi) se evalud
en timo, bazo y pulmén las células T por citometria de flujo
(CD3, CD4, CD8); y en el d5 pi se determiné en fluido bronco-
alveolar (FBA) y suero: IL-2, INF-y, IL-4, IL-10 por ELISA. Los
ratones D presentaron un reducido nro de las céls T en timo,
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bazo y pulmdn luego de la infeccién. En timo de ratones renu-
tridos se observé aumento del nro de céls CD3+CD4+, siendo
los valores del grupo B+Lr superiores a los del grupo B (N=25,
4+5;D=6,1+2;B=43,6+9;B+Lr=56,31+7 10°cél/timo). En bazo, se
incrementaron las céls CD3+CD4+ y CD3+CD8+, pero sélo en
el grupo con Lr se normalizé el nro de céls CD3+CD4+. En pul-
mén, la infeccién redujo el nro de céls CD3+CD4+ y CD3+CD8+
en ambos grupos, pero B+Lr presento valores superiores a los
del grupo B. Se evalué estimulacion de células Th mediante
el perfil de citoquinas inducidas luego del desafio. En FBA,
ratones tratados con Lr presentaron mayores niveles de IL-10
e IL-4 que el N y niveles similares de IL-2 (IL-4: N=32,6+6;D=
20,0+4;B=34,3+6;B+Lr=46,9+6 pg/ml). En suero, IL-10, INF-y e
IL-2 en renutridos fueron menores que en el N. El grupo B+Lr
indujo aumento de IL-4 superior al N. La administracion nasal
de Lr promueve la recuperaciéon de la poblacién CD3-CD4 a
nivel sistémico y respiratorio y favorece un perfil de citoquinas
de tipo Th2, frente a una infeccion por Sp.

242. (741) OX[DO NITRICO SINTASA Y HEMO OXIGENASA
EN ENCEFALO DE RATONES TRATADOS CON ANES-
TESICOS VOLATILES Y OTROS AGENTES PORFIRI-
NOGENICOS: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE
LA EXPRESION PROTEICA

Buzaleh, A.?; Meiss, R.%; Lavandera, J.*; Vallecorsa, P.3;
Ruspini, S.; Batlle, A."

CIPYP, CONICET, Hospital de Clinicas, UBA' Departamen-
to de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, UBA? Departamento de Patologia, Instituto de
Estudios Oncoldgicos, Academia Nacional de Medicina®
Cdtedra de Bromatologia y Nutricion, Facultad de Bio-
quimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del
Litoral, Santa Fe*

La Oxido Nitrico Sintetasa (NOS) es una hemoproteina que
sintetiza 6xido nitrico que participa en funciones fisiolégicas en
neuronas, glia y vasculatura, ademas de estar involucrado en
enfermedades neurodegenerativas. Existen 4 isoformas: en-
dothelial (eNOS), neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y mitocon-
drial (mtNOS), La Hemo oxigenasa (HO) es la primera enzima
involucrada en la degradacién del hemo; existen 3 isoformas;
HO-1, HO-2 y HO-3; es inducible por numerosos estimulos y en
respuesta al estrés oxidativo. Las porfirias son enfermedades
metabdlicas debidas a alteraciones en la sintesis del hemo; los
farmacos y en particular los anestésicos son los principales des-
encadenantes. Previamente hemos observado alteraciones en la
actividad y expresion de las enzimas HO-1 y NOS frente a las
drogas porfirinogénicas. El objetivo de este trabajo fue investigar
el efecto de los anestésicos Enflurano, Isoflurano, y de otros
agentes porfirinogénicos: alilisopropilacetamida (AIA), veronal,
etanol, sobre la expresion proteica de HO-1 y de isoformas de
la NOS en diferentes células cerebrales de raton. Se utilizé la
técnica de inmunohistoquimica usando anticuerpos especificos
y el sistema streptavidina-biotina-peroxidasa con DAB para el
revelado. En los ratones controles se detecté expresién positiva
de n-NOS, i-NOS y HO-1 en neuronas; e-NOS Unicamente se
observo en el endotelio de los vasos. En neuronas, la expresion
proteica de nNOS aumenté en respuesta a todos los xenobidticos
ensayados; mientras que una marca mas intensa para iNOS se vio
unicamente luego de la anestesia, veronal y etanol. La expresion
de HO-1 también se indujo en las neuronas de todos los grupos
estudiados. Ademas se detect6 induccion de la expresion en el
plexo coroideo y en células de la glia en la mayoria de los grupos.
En conclusién una buena correlacién entre la expresiéon de HO-1
e iNOS se observo en las neuronas. En las células de la glia se
produjo la mayor expresion de la isoforma iNOS.

INMUNOLOGIA TUMORAL 1
243. (18) LA INMUNOSUPRESION ASOCIADA AL CRECI-
MIENTO DEL TUMOR MC-C NO ES DEBIDA A CAM-
BIOS INTRINSECOS DE LA CELULA TUMORAL
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La teoria de la inmunoedicion de tumores esta definida por
tres eventos claves: eliminacion, equilibrio y escape. La fase de
eliminacion tumoral se corresponde con el concepto original de
inmunovigilancia. Las células tumorales que no son eliminadas
proceden hacia una fase de equilibrio entre el tumor y el sistema
inmune. Finalmente, o bien el sistema inmune contribuye a la
seleccién de variantes tumorales que creceran incontroladamente
eludiendo el reconocimiento inmune (inmunoedicién) o bien el
tumor inhibe los mecanismos inductores y/o efectores de la res-
puesta inmune antitumoral (inmunomodulacion). Para comenzar
a distinguir entre ambas alternativas analizamos la expresion de
MHC | durante el crecimiento del fibrosarcoma inmunogénico
MC-C y estudiamos la citotoxicidad in vitro e in vivo de espleno-
citos inmunes (de ratones portadores de tumore