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DISCURSO DEL PRESIDENTE DE LA SOCIEDAD
RAUL MARINELLI

En nombre de la Comision Directiva de la Sociedad Argentina de Fisiologia (SAFIS)
les doy la bienvenida a su reunién anual 2011 que en esta ocasién se llevara a cabo
junto a la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC) y la Asociacion
Argentina de Ciencia y Tecnologia de Animales de Laboratorio (AACYTAL).

Quisiera destacar que consideramos a SAFIS y SAIC sociedades hermanadas por los
muchos socios en comun y por la interparticipacion en sus distintas Comisiones Directivas.
Mi especial agradecimiento a su muy estimada presidente la Dra. Ana Franchi.

En el ano 1950, poco tiempo después de recibir el premio Nobel, el Dr. Bernardo Houssay
fundé la Sociedad Argentina de Ciencias Fisiologicas, que participé en la organizacién del
Congreso Internacional de Ciencias Fisioldégicas en Buenos Aires en 1959 y de muchas
otras reuniones en distintas ciudades de nuestro pais y fue ademas, motor de la Asociacion
Latinoamericana de Ciencias Fisiolégicas (ALACF). En el afio 2003, después de una década
sin realizar reuniones y por iniciativa del Dr. Mario Parisi, se reorganiza con el nombre de
Sociedad Argentina de Fisiologia (SAFIS). Desde entonces, la SAFIS ha realizado y
participado de sucesivos congresos en el ambito nacional e internacional, ademas de
organizar el primer Encuentro Nacional de Docentes de Fisiologia y editar la revista online
Physiological Mini-Reviews. La SAFIS es una sociedad participativa y federal de la cual
tengo el honor de ser su cuarto presidente en ejercicio por dos afos, después de las
presidencias de los acreditados doctores Mario Parisi, Valeria Rettori y Alicia Mattiazzi. La
SAFIS es una sociedad aun joven y en crecimiento. El numero de miembros alcanzo6 los 350
entre activos y adherentes, lo que representa un incremento superior al 50% desde el afio
de su re-fundaciéon. También el niumero de trabajos presentados crece con los afos. Esto
refleja principalmente la continua formacion de recursos humanos; de jovenes profesionales
que cada afno descubren y encausan su vocacion por la investigacion cientifica en el area de
las Ciencias Fisioldgicas.

Para esta reunién, organizamos dos Conferencias y dos Simposios con distinguidos
disertantes del pais y del extranjero, los Dres. Nicholas LaRusso y Raul Urrutia (Mayo Clinic
College of Medicine, EE.UU.); Juan lovanna (INSERM U624, Stress Cellulaire, Francia),
Giuseppe Calamita (Universidad degli Studi di Bari, Italia), Cecilia Bouzat (Instituto de
Investigaciones Bioquimicas, UNS, Bahia Blanca), Claudia Capurro (Fac. de Medicina,
UBA), Gabriela Amodeo (Fac. de Ciencias Exactas y Naturales, UBA) y Claudio Gonzalez
(Hospital Universitario Cemic, Buenos Aires). Con el propdsito de estimular la participacion y
continua formacién de jovenes investigadores, ofrecemos dos premios, el premio SAFIS a la
mejor contribucién en Ciencias Fisiologicas y el premio Camilién de Hurtado a la mejor
contribuciéon en Fisiologia Cardiovascular. MEDICINA - Volumen 71 - (Supl. IlI), 2011 26
Para organizar el Congreso contamos con el apoyo econémico del CONICET y de la
ANPCYyT, instituciones a las cuales agradezco, pero sin dejar de reclamar necesarios
incrementos de sus presupuestos. Quiero extender mi agradecimiento a la Dra. Maria Inés
Vaccaro por la organizacién de uno de los Simposios, a los Jurados de los premios, a los
coordinadores de sesiones y a mis colegas integrantes miembros de la Comision Directiva
con los cuales seguiremos trabajando un afio mas en la organizacion del préximo Congreso,
SAFIS 2012, en la ciudad de Rosario.

Les agradezco su atencion y espero disfruten del Congreso
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RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

Los siguientes son los Abstracts del Congreso SAIC-SAFIS 2011. Los mismos se encuentran
publicados en la Revista Medicina Vol 71 (Supl. IIl), 2011.

RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES
PREMIO LEON CHERNY

001. (129) DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENCEFALOMIOPATIAS MITOCONDRIALES: EVALUACION DE UNA
PLATAFORMA DE PIROSECUENCIACION MASIVA
Kauffman M.s; Gonzalez Moron D.z; Consalvo D.s; Westergaard G.s+; Vazquez M.s; Mancini E.s; Taratuto A.7; Rey R.s; Kochen S.o
Consultorio de Neurogenética. Centro Universitario de Neurologia “José Maria Ramos Mejia” y Divisién Neurologia Hospital JM
Ramos Mejia. Facultad de Medicina. UBA. IBCN “Eduardo De Robertis”. Facultad de Medicina. UBA-CONICET:; Consultorio de
Neurogenética. Centro Universitario de Neurologia “José Maria Ramos Mejia” y Division Neurologia Hospital JM Ramos Mejia.
Facultad de Medicina. UBA.:;; IBCN “Eduardo De Robertis”. Facultad de Medicina. UBA-CONICETs; INDEAR: s 6; FLENI7;
Consultorio de Neurogenética. Centro Universitario de Neurologia “José Maria Ramos Mejia” y Division Neurologia Hospital JM
Ramos Mejia. Facultad de Medicina. UBA.s; IBCN “Eduardo De Robertis”. Facultad de Medicina. UBA-CONICETs
marcelokauffman@gmail.com

Introduccion y Objetivos: Los trastornos mitocondriales son un grupo frecuente de trastornos neurogenéticos de dificil diagndstico en
la practica asistencial en el que los avances de la genética han impactado su caracterizacion, clasificacion y diagnostico. Estos avances
incluyen nuevas metodologias de secuenciacion gendmica que permiten obtener vastos volimenes de informaciéon a un menor costo.
Nuestro objetivo fue evaluar la utilidad de una plataforma genémica en el diagnéstico molecular de las Encefalomiopatias mitocondriales
(EM). Materiales y Métodos: Se analiz6 la secuencia completa del genoma mitocondrial (ADNmt) de 2 pacientes con EM mediante la
utilizacién de Long range PCR y pirosecuenciaciéon masiva en sistema GS-FLX 454. Procesamiento bioinformatico que incluy6
herramientas gsMapper, Tablet, SIFT, MITOMAP y PHYLOTREE. Resultados: Se obtuvieron 227.469 fragmentos de aproximadamente
330 bases cada uno, equivalentes a 75.000.000 de nucleétidos, que permitieron identificar 2 mutaciones patogénicas diagndsticas en el
ADNmt: 3243A>G y 8344A>G. Se reconocieron 9 variantes heteroplasmicas fisioldgicas en ambos ADNmt. Se identificaron 74
polimorfismos que permitieron caracterizar los haplogrupos a alta resoluciéon de ambos ADNmt. Se validaron técnicamente los hallazgos
mediante secuenciacion por electroforesis capilar. Conclusiones: A través del presente estudio pudimos mostrar la utilidad cierta de esta
plataforma gendmica en el diagndstico preciso de los trastornos mitocondriales y vislumbrar la posibilidad de un diagnéstico molecular y
exhaustivo de la patologia neurogenética en nuestro pais con recursos humanos y tecnoldgicos locales.

002.(148) LA UNION DE GALECTINA-1 A LA INTEGRINA allBB3 PROMUEVE LA ACTIVACION PLAQUETARIA Y
MODULA LA HEMOSTASIA PRIMARIA IN VIVO
Romaniuk A.s; Croci D.2; Lapponi M.s; Tribulatti M.«; Negrotto S.s; Campetella O.s; Rabinovich G.7; Schattner M.s
Laboratorio de Trombosis I, Academia Nacional de Medicina1 3 5 8; Laboratorio de Inmunopatologia, Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IBYME), CONICET2 7; Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas, Universidad Nacional de San
Martin, CONICET4 6
albertinar@gmail.com

La comprension de los mecanismos no-canénicos de activacion plaquetaria representa un desafio para la identificacion de nuevos
blancos terapéuticos en los desérdenes hemorragicos, trombdéticos y el cancer. Recientemente reportamos que Galectina-1 (Gal-1),
proteina que se une a residuos B-galactésidos, promueve la activacion plaquetaria. En este trabajo, investigamos los mecanismos
moleculares involucrados en este proceso y la relevancia fisioldgica de Gal-1 endégena en la hemostasia. Mediante estudios de
espectrometria de masa y utilizando plaquetas de pacientes con tromboastenia de Glanzmann se identifico a la integrina allb3 como el
receptor funcional de Gal-1 en plaquetas. La union de Gal-1 a allbB3 gatillo la fosforilacion de la subunidad B3 de la integrina, la
activacion de Syk, PLCy2, PI3K, MAPKs, la movilizacion de Ca2+ intracelular y la generacion de tromboxano. Ademas de la forma
soluble, la Gal-1 inmovilizada promovio la activacion plaquetaria a través de la sefializacién de Src, PI3K, PLC y PKC. Los ratones
deficientes en Gal-1 (Lgals1-/-) presentaron tiempos de sangria prolongados comparado con los ratones WT, no asociados a un
recuento anormal de plaquetas. Si bien las plaquetas Lgals1-/- respondieron de manera normal a la estimulacién con ADP, PAR-4 o
acido araquidonico, se observo una disminucién en la liberacion de ATP ante la estimulacion con colageno. La disminucion tanto en la
adhesién al fibrinégeno como en la retraccion del coagulo de las plaquetas Lgals1-/- , no asociada a un defecto en la expresién de la
integrina allbB3, indicdé que la Gal-1 seria un mediador de la sefalizacién ‘outside-in’ a través de esta integrina. Este estudio
proporciona evidencias de un mecanismo no-canénico de activacion plaquetaria y regulaciéon de la hemostasia in vivo basado en la
interaccion galectina-integrina.
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003. (2;34) EL RECEP]’OR DE ESTROGENOS ALFA COMO MEDIADOR DEL EFECTO PROLIFERATIVO DE PROGES-
TAGENOS EN CANCER DE MAMA
Giulianelli S.1; Vaqué J..; Wargon V.s; Soldati R.4; Vanzulli S.s; Martins R.s; Zeitlin E.7; Helguero L.s; Lamb C.s; Molinolo A.1o;
Gutkind S.11; Lanari C.12
IBYME348912; OPCB-NIH, USA:1:; Academia Nacional de Medicinas; Policlinica Bancarios
sebastian.giulianelli@gmail.com

En carcinomas mamarios murinos C4-HD y en células humanas T47D hemos observado que el acetato de medroxiprogesterona
(MPA) induce la activacion del receptor de estrégenos alfa (REa) y su asociacion nuclear con el receptor de progesterona (RP). El
bloqueo del REa inhibe la proliferacion celular mediada por el progestageno. Postulamos que dicha interaccién a nivel genémico seria
fundamental para desarrollar respuestas proliferativas mediadas por MPA. Nuestro objetivo fue estudiar in vivo la accion del
antiestrogeno puro ICI 182.780 (ICl) sobre el crecimiento de tumores C4-HD estimulados con MPA, los mecanismos moleculares
involucrados en la interaccién de ambos receptores en células humanas y evaluar dicha interaccién en 15 muestras de cancer de mama
humano. ICI (5mg/semana) indujo la regresiéon completa de tumores C4-HD creciendo con MPA. A las 48 hs de tratamiento,
observamos una disminucion en marcadores de proliferacion: indice mitético, Ki67, Ciclina D1 (CCND1) y MYC (p<0.001). Ademas, se
observo un aumento de apoptosis (p<0.001) asociado a una disminucién en BCL/XL y aumento en BAX y AIF. Se estudio la interaccion
entre REa y RP en promotores de dos genes regulados por MPA, CCND1 y MYC, en células T47D. MPA (10nM) indujo la expresion
temprana de CCND1 y MYC (PCR cuantitativa; p<0.001). El bloqueo del REa por ICI o siRNA, inhibié la transcripcién de ambos genes
por MPA (p<0.001). En ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) se corroboré la unién de RP y REa a los mismos sitios
en los promotores de CCND1 y MYC inducido por MPA. El tratamiento con ICI no afecté la uniéon de RP a ambas secuencias
regulatorias pero si inhibié la unién del REa. Confirmamos la colocalizacion nuclear entre REa y RP por microscopia confocal en 4
muestras de cancer de mama humano. Los resultados demuestran que la presencia del REq, interactuando con el RP, en promotores
de CCND1 y MYC es fundamental para la transcripcién génica y la proliferacion celular inducida por MPA.

004. (378) LA FOSFORILACION DE ZEB1 MEDIADA POR MEK/ERK REGULA SU FUNCION Y LOCALIZACION SUBCE-
LULAR
Lorenzatti G.1; Cavallo N.z; Darling D.s; Cabanillas A.«
CIBICI-CONICET, Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdobar 24;
Oral Health and Systemic Disease, University of Louisville, KY, USAs
glorenzatti@fcq.unc.edu.ar

ZEB1 interviene en diferenciacién mesodérmica y EMT en céancer. Es regulado a distintos niveles y la expresion de isoformas
fosforiladas podria representar un mecanismo novel. Nuestro objetivo fue identificar los sitios de fosforilacion en ZEB1 y su rol
fisiolégico. ZEB1 hipoPO4 se une y reprime mas a genes blanco (EMSAs y genes reporteros). Identificamos fosfositios en dominio ZD2
por mutagénesis sitio-dirigida (S/T por A). ZD2 nativa (wt) y el set de mutantes mZD2-2A/B/C redujeron igualmente la actividad
luciferasa de promotores (E-cadherina, ZEB1); el set mZD2-1A/B indujo mayor represién ya que se comportarian como mejores
“represores” (respecto a wtZD2) al poseer fosfositios silenciados e inducir una unién mas fuerte a los promotores y mayor efecto
transcripcional. EMSAs concordaron con estos resultados. Sefiales involucradas: la inhibicion de PKC (CalC) (revertida por PMA/IONO),
PI3K (LY294002) y MEK/ERK (PD98059) aumenté la unién de ZEB1 a promotores. En transfecciones PMA/IONO e IGF-1 revirtieron el
efecto represor de wtZD2 y de mZD2-2, pero no el de mZD2-1. PD98059 aumentd la represién del promotor de E-cadherina inducida
por wtZD2 y mZD2-2; consistentemente, mZD2-1 no respondieron a este inhibidor sugiriendo que MEK/ERK activadas por IGF-1
regularian el rol biolégico de ZEB1. Inmunoprecipitacion con anti-fosfo-(Thr)MAPK revelé que ZEB1 es fosforilado por MAPK en T867
del set mzD2-1 (PD98059 disminuyé esta sefial). El uso de clones GFP-ZEB1 y microspia confocal mostré que la fosforilacion por
MEK/ERK inducida por IGF-1 cambié ZEB1 del nucleo al citosol, mientras que PMA/IONO dio una sefal citosolica débil. En sintesis,
ZEB1 es regulada por fosforilacion via IGF-1/MEK-ERK (modifica localizaciéon nuclear) y de otras vias como PKC. TGFb regula la
actividad transcripcional de ZEB1 oponiéndose a IGF-1. Estos resultados sugeririan que ZEB1 seria el sitio de convergencia de sefiales
de signo opuesto para la regulacion fina del programa EMT para la invasiéon tumoral.

005. (505) EFECTO PROLIFERATIVO DE LA TRANSFERRINA SOBRE CELULAS PROGENITORAS NEURALES Y
SOBRE LA LINEA CELULAR DE OLIGODENDROCITOS N20.1
Silvestroff L.1; Franco P.z; Pasquini J.3
IQUIFIB; UBA; CONICET 23
Isilver81@yahoo.com.ar

La transferrina (Tf) es la principal glicoproteina transportadora de hierro en plasma. En el sistema nervioso central (SNC), la Tf tiene
efectos distintivos promoviendo la maduracion de células del linaje oligodendroglial. Estudios previos demostraron que la Tf tiene un
efecto dual sobre las células progenitoras neurales (CPNs) de ratas adultas derivadas de la zona subventricular (ZSV); promoviendo su
proliferacion y acelerando la maduracion de precursores oligodendrogliales. Decidimos evaluar los efectos proliferativos de la
transferrina sobre cultivos primarios de la ZSV de ratas neonatales. Nuestra hipétesis supone que en estos cultivos la Tf aumenta
proporcion de precursores oligodendrogiales proliferantes durante estadios inmaduros. Utilizamos cultivos primarios de la ZSV de ratas
de dos a cuatro dias de edad para expandir las CPNs bajo la forma de agregados celulares esféricos llamados neuroesferas (NE). El
tratamiento con apoTf produjo un aumento significativo en el tamafio de las NE respecto de cultivos control, que se correlacion6 con un
incremento en la tasa proliferativa de las células que conforman las NE. Este efecto proliferante de la Tf fue confirmado utilizando una
linea celular de oligodendrocitos inmaduros N20.1. El agregado de apoTf al medio de cultivo, asi como la sobreexpresion de Tf
produjeron un aumento en la proliferacion de esta linea celular. Demostramos que tanto los cultivos primarios como la linea celular
N20.1 expresan receptores funcionales para Tf, que son capaces de incorporar la Tf del medio de cultivo. En este trabajo demostramos
que la Tf tiene un efecto proliferante en cultivos primarios de CPN de la ZSV de ratas neonatales y sobre la linea celular oligodendroglial
N20.1.
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006. (579) LA REGENERACION AXONAL MEDIADA POR LA INTERACCION ENTRE LA INMUNOFILINA FKBP52 Y EL
FARMACO INMUNOSUPRESOR FK506 RECAPITULA LOS PROCESOS DE LA NEURODIFERENCIACION PRI-
MIGENIA
Quinta H.1; Galigniana M..

Fundacién Instituto Leloir; Departamento de Quimica Biologica, FCEN, UBA:
hquinta@leloir.org.ar

El macrélido FK506 se une a proteinas intracelulares llamadas inmunofilinas (IMMs). Algunas IMMs como FKBP52 forman com-
plejos con las chaperonas de receptores esteroidales. FKBP52 es muy abundante en el sistema nervioso, pero su funcién es
desconocida. Previamente reportamos que FK506 induce la diferenciaciéon de células estirpe neuronal. Aqui investigamos si FKBP52 es
responsable del efecto neurotréfico. FK506 diferencid tanto a células N2a (neuroblastoma) como a células hipocampales embrionarias.
El fenotipo neuronal se acompafé de la induccion de Blll-tubulina, Map2 y Tau1, asi como de las chaperonas Hsp90, Hsp70, p23 y
FKBP52. Curiosamente, Hsp90, p23 y FKBP52 forman un anillo perinuclear que se redistribuyo al citoplasma y los terminales axonales
con FK506. Las areas perinucleares que ocupaban adquirieron alta actividad transcripcional. Al sobreexpresar FKBP52, las neuritas
fueron ~50% mas largas que en células control, y su knock-down inhibi6 la diferenciacién y la formacion de estructuras perinucleares.
Para evaluar la neurorregeneracion, se seccionaron mecanicamente los axones. Las chaperonas se concentraron en areas
perinucleares tal como se ve las células indiferenciadas, y con FK506 regeneraron sus axones (positivos para sinpasina-1), sugiriendo
que estas neuronas recapitularon el fenémeno de diferenciacién durante la neurorregeneraciéon. En linea con ello, observamos
transdiferenciacion de células gliales (GFAP+) en neuronas (blll-tubulina+), hipétesis basada en que ambos tipos celulares comparten
un precursor comun (nestina+). La sobreexpresién de FKBP52 en astrocitos los transformé en células radiales sin necesidad de agregar
FK506, mientras que FK506 aceleré el proceso. El knock-down de FKBP52 inhibié la transdiferenciacion mediada por FK506.
Proponemos que FKBP52 modula la expresion génica durante la neurodiferenciacion y la neurorregeneracion, siendo su ligando FK506
un candidato terapéutico para casos de dafios nerviosos.

PREMIO MONTUORI - GADOR

007. (89) FUNCIONES REDUNDANTES Y ANTAGONICAS DE GALECTINA-1, -3 AND -8 EN LA INDUCCION DE LA
RESPUESTA CELULART.
Tribulatti M.1; Figini M.2; Carabelli J.3; Cattaneo V.4; Campetella O.s
Instituto de Investigaciones Biotecnoldégicasizs4s
virginiatribu@gmail.com

Las Galectinas (Gals) conforman una familia de lectinas de mamiferos, las cuales han emergido como reguladores claves de la
respuesta inmune. Hemos demostrado previamente que galectina-8 (Gal-8), del subgrupo tandem-repeat, ejerce dos efectos definidos
sobre células T CD4 naive: por un lado induce coestimulacion antigeno-especifica y por otro, proliferacion antigeno-independiente.
Notablemente, estas sefiales estimuladoras sobre células T naive no han sido descriptas para ninguna otra galectina hasta el momento.
Por lo tanto, en el presente trabajo nos propusimos investigar si Gal-1 y Gal-3, dos miembros prominentes de la familia de Gals,
comparten los efectos estimuladores ejercidos por Gal-8 sobre células T naive. Encontramos que Gal-1 coestimulé la respuesta T
antigeno-especifica de forma similar a Gal-8, en el modelo murino transgénico DO11.10 TCROVA. Observamos que las actividades de
Lck, PKC, PI3K, p38, ERK y CD45 PTPasa estaban involucradas en la sefializacion intracelular inducida tanto por Gal-1 como Gal-8. En
contraste, Gal-3 no coestimulé la respuesta T antigeno-especifica y, mas adn, antagonizé las sefiales de Gal-1 y Gal-8. En cuanto a la
proliferacion antigeno-independiente, observamos que tanto Gal-1 como Gal-3 fueron incapaces de inducir este efecto, sin embargo,
cuando fusionamos covalentemente dos moléculas de Gal-1, la proteina quimérica resultante promovié efectivamente la proliferacion.
Este resultado indica que Gal-1 podria inducir la proliferacion y a su vez, remarca el requisito de la estructura de tandem-repeat.
Notablemente, una dosis Unica de Gal-1 o Gal-8 recombinante administrada junto con una dosis subdptima de antigeno a ratones
DO11.10, coestimuld respuestas débiles in vivo. En conjunto, estos resultados apoyan la participacion de las Gals en el inicio de la
respuesta inmune y permiten postular a estas lectinas como potenciadores de respuestas antigénicas subdptimas, representando asi
potenciales adyuvantes para vacunas.

008. (162) ESTRATEGIAS INMUNOL()GICAS EN CANCER: RESTAURACION DEL FENOTIPO Y FUNCIONALIDAD DE
LAS CELULAS NK EN EL CANCER DE MAMA
Roberti M.1; Rocca Y.2; Amat M.s; Pampena M.s; Loza J.s; Cold F.s; Fabiano V.7; Loza C.s; Nervo A.g; Arriaga J.1o; Bianchini M.11;
Bravo A.12; Barrio M.1s; Chacon R.14; Mordoh J.1s; Levy E.16
Centro de Investigaciones Oncoldgicas - Fundacion Cancer FUCA12410111316; Instituto Médico Especializado Alexander Flemings s
s78914; HIGA San Martinsz; IBBA CONICET - Fundacion Instituto Leloiris
paularoberti@conicet.gov.ar

Pese a los avances en el tratamiento del cancer de mama (CM), aun existen muchos pacientes que no se encuentran beneficiados
con terapias especificas y efectivas. Tal es el caso de aquellos que presentan cancer de mama triple negativo (CMTN). Este fenotipo
representa el 15% de los tumores de CM, se caracteriza por expresar EGFR, y esta asociado a mayor progresion y mal pronostico pese
a su tratamiento con quimioterapia convencional. El sistema inmune (SI) juega un rol importante en el control del cancer. Dentro de la
inmunidad innata, las células natural killer (NK) son reconocidas por ejercer funciones antitumorales. En este estudio realizamos la
caracterizacion fenotipica y funcional de NK en pacientes con CM. Mediante un agrupamiento jerarquico no supervisado de receptores
(Rc) activadores e inhibitorios estudiados por citometria de flujo, se revel6 un fenotipo alterado en los NK del sitio tumoral (p<0,05) y no
en los del estroma mamario no neoplasico o en sagre periférica. Identificamos factores inmunosupresores secretados por células
tumorales, tanto en lineas in vitro, como en las muestras de los pacientes ex vivo, tales como el TGF-R. Los NK de sangre periférica de
pacientes tuvieron la misma capacidad litica mediada por anticuerpo que los donantes sanos (p>0,05). En cocultivos in vitro con células
tumorales, pudimos modular los Rc de NK de donantes sanos y emular a los del tumor. Estos NK presentaron menor capacidad
efectora -menor respuesta de degranulaciéon- frente a diversos blancos tumorales (p<0,05). Sin embargo, fue posible revertir esta
disfuncion y generar una respuesta efectora con el uso del anticuerpo Cetuximab (anti-EGFR) y citoquinas estimulatorias IL-2 e IL-15
frente a células de CMTN (p<0,01). Estos resultados abren la posibilidad de ensayar una combinacién de Cetuximab con moduladores
de la respuesta inmune como un abordaje terapéutico atractivo para aumentar la eficacia clinica del Cetuximab en CMTN.
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09. (300) AXONOPATIA DISTAL TEMPRANA DE LA VIA VISUAL EN LA DIABETES EXPERIMENTAL: EFECTO
TERAPEUTICO DE LA INDUCCION DE TOLERANCIA ISQUEMICA
Fernandez D.s; Pasquini L.2; Dorfman D.s; Aldana Marcos H.s; Rosenstein R.s
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La retinopatia diabética (RD) es una de las principales causas de ceguera. Uno de los mecanismos etiopatogénicos clave de la
enfermedad es la isquemia. Actualmente no se dispone de estrategias terapéuticas eficaces para evitar la progresion de la RD. Se ha
demostrado la efectividad de la induccion de tolerancia isquémica para reducir el dafio isquémico retiniano agudo. El primer objetivo de
este trabajo fue evaluar las alteraciones morfolégicas de la via visual diabética y el segundo objetivo fue evaluar el efecto de la
induccion de tolerancia isquémica como estrategia frente a las alteraciones morfolégicas de la via visual diabética. La diabetes
experimental se indujo en ratas Wistar macho adultas mediante una unica inyeccién de estreptozotocina (60 mg/kg). El grupo control
fue inyectado con vehiculo. Se evalud la via retino-colicular y las alteraciones morfolégicas en la region proximal y distal del nervio
6ptico (NO). En un grupo de animales, luego de tres dias de confirmada la hiperglucemia (>350mg/dl), se inici6 la aplicacién de pulsos
semanales de isquemia (por aumento de la presion intraocular a 120 mmHg por 5 min) en un ojo, y un tratamiento simulado en el ojo
contralateral.Luego de 6 semanas de induccién de diabetes, se observé un déficit marcado en el transporte anterégrado (evaluado a
través de la inyeccion intravitrea de toxina colérica) y alteraciones axo-gliales (aumento en la reactividad glial, disminucién significativa
en el numero de axones (p<0.01) y alteraciones en la compactacion de la mielina de las fibras de mayor calibre) exclusivamente en la
porcion distal del NO. La aplicacion de pulsos semanales de isquemia retiniana previno estas alteraciones. Estos resultados
demuestran que las alteraciones axo-gliales observadas en la porcion distal del NO podrian constituir el primer cambio estructural en la
via visual diabética. Ademas, la induccion de tolerancia isquémica podria ser una estrategia terapéutica para la RD.
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010. (47) MODULACION DE SISTEMAS DE BIOTRANSFORMACION Y EXCRECION DE DROGAS POR BENZNIDAZOL
(BZL) EN CELULAS HEPG2. ROL DEL RECEPTOR NUCLEAR DE PREGNANOS X (PXR)
Rigalli J.1; Perdomo V.2; Luquita M.s; Villanueva S.s; Mottino A.s; Ruiz M.s; Catania V.7
Instituto de Fisiologia Experimentalizsaser
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En la depuracion hepéatica de farmacos intervienen sistemas enzimaticos de biotransformacion (CYP450, UGT, GST) y proteinas de
excrecion (P-gp, MRP2) regulados coordinadamente, siendo PXR un mediador clave. La modificacion de la funcion de estos sistemas
por el antichagasico BZL podria afectar la biodisponibilidad y accion terapéutica de drogas coadministradas, incluso la del propio BZL,
transportado parcialmente por P-gp. El objetivo fue evaluar el efecto de BZL sobre la expresion y actividad de enzimas de
biotransformacién y transportadores apicales y la mediaciéon de PXR en la linea celular humana HepG2, que retiene propiedades de los
hepatocitos. Las células fueron expuestas a BZL (2; 20 y 200uM, 48h). Se determiné el contenido proteico de CYP3A, UGT1A, GST
(alfa, mu y pi), P-gp y MRP2 por inmunocuantificacion. Se observé inducciéon a 200uM en P-gp (+60%), MRP2 (+75%) y GSTpi (+75%)
(p<0,05; n=3). Se detecté ademas un aumento significativo en la actividad de GST, P-gp y MRP2 por conjugacion, acumulacién y eflujo
de un sustrato modelo respectivamente (p<0,05; n=3). La induccion tiene correlato en el ARNm (por Real Time PCR, p<0,05, n=5-7)
para P-gp (+232%), MRP2 (+137%) y GSTpi (+78%) sugiriendo un mecanismo transcripcional. Para evaluar el rol de PXR, se
disminuyd su expresion mediante un ARN de interferencia (células PXR-), modelo en el cual se logra una disminucién del 75% en la
expresion del receptor nuclear respecto a su expresion en células transfectadas con un siRNA control no silenciante (células PXR+). Se
observo prevencion de la induccion de GSTpi, P-gp y MRP2 por BZL en las células PXR-, confirmandose la mediacion de este receptor
nuclear y asociandose por primera vez al BZL como activador del mismo. Los resultados indican que el tratamiento con BZL podria
desencadenar interacciones droga-droga que demandarian especial atencion en el disefio de las estrategias terapéuticas.

011. (229) PARTICIPACION DE MOLECULAS LIPIDICAS EN EL PROCESO DE IMPLANTACION: EFECTO DEL ACIDO
LISOFOSFATIDICO SOBRE LAS PROSTAGLANDINAS. ROL DE LOS ENDOCANNABINOIDES.
Sordelli M.1; Beltrame J.z; Cella M.s; Franchi A.4; Ribeiro M.s
Laboratorio de Fisiologia y Farmacologia de la Reproduccién, CEFYBO (CONICET-Fac. de Medicina, UBA): s, Laboratorio de
Fisiopatologia de la Prefiez y el Parto, CEFYBO (CONICET-Fac. de Medicina, UBA)ss
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El acido lisofosfatidico (LPA), un lipido biolégicamente activo, modula algunas funciones reproductivas. Ratones knock out para
LPA3, uno de los receptores de LPA, presentan aberraciones en el proceso de implantacion. La expresion de LPA3 esta disminuida en
el endometrio de mujeres con fallas implantatorias multiples. Entre las moléculas que median la invasion del embrién se encuentran las
prostaglandinas (PGs) y los endocannabinoides (ECB). Las ciclooxigenasas (COX-1y 2) y la PGE2 promueven la vascularizacién y la
decidualizacion, mientras que niveles elevados de ECB correlacionan con fallas implantatorias. Nuestro objetivo fue investigar el efecto
del LPA sobre el proceso de implantacién y estudiar si modula la produccién de moléculas lipidicas relevantes en este proceso, como
las PGs y los ECB. Para ello, en primer lugar, el Utero proveniente de hembras Wistar en dia 5 de prefiez se incubé con LPA (10, 20 y
50 uM) por 3, 6 y 12 hs. Bajo las condiciones de nuestro bioterio la implantacion ocurre en el dia 5 de prefiez. La incubacién por 6 hs
con LPA 50 uM aumenté la expresion (p<0.01) y la actividad de la FAAH (p<0.05), la principal enzima que regula el metabolismo de los
ECB. Este efecto estd mediado por los receptores LPA3. Por otro lado, el LPA, también a través de los receptores LPA3, incrementé la
expresion de la COX-2 (p<0.01) y la produccion de PGE2 (p<0.001). Observamos que en el efecto del LPA sobre la PGE2 y la COX-2
participan los receptores de ECB. Por ultimo, estudiamos el rol del LPA en el proceso de implantacion en un modelo in vivo. Para ello,
administramos un antagonista selectivo del LPA3 (DGPP: 0,08 mg/kg, intra-uterino) en el dia 5 de prefiez. La administraciéon de DGPP
provocd aberraciones en el espaciamiento de los embriones, reabsorcion embrionaria y una disminucién en el peso de las unidades
fetoplacentarias (p<0,001). Estos resultados sugieren que el LPA seria un potente mediador lipidico que favorece la implantacion del
embrion.
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012. (439) MASA VENTRICULAR IZQUIERDA Y RIGIDEZ ARTERIAL EN JOVENES PREHIPERTENSOS
Broda D.1; Salazar G.z; Massarutti C.s; Nomberto Gémez V.4; Pinilla O.s; Ennis |.¢; Escudero E.7
Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP12s4567
oapinilla@gmail.com

El término pre-hipertension (PH) fue introducido por el JNC VII y fue definida como presiones sistdlica de 120 a 139 mmHg y
diastdlica de 80 a 89 mmHg. Los fundamentos para generar esta nueva categoria surgieron a partir de observaciones epidemiolégicas
en poblaciones adultas que indicaron mayor riesgo cardiovascular con presiones superiores a 110 mmHg. El presente estudio fue
disefiado para analizar la prevalencia de PH y el impacto sobre la masa ventricular izquierda (MVI) y la rigidez arterial en 778 alumnos
de la Facultad de Ciencias Médicas con edades entre 18 y 24 afios (62% mujeres) sin evidencias de cardiopatia. Se registré la presién
arterial (PA) de acuerdo al JNC VIl y se realizé ecocardiograma para obtener datos de estructura, funcién ventricular izquierda y rigidez
arterial en todos los casos. 326/778 (41.9%) de los alumnos fueron PH, siendo mayor la prevalencia en los hombres (63% vs 28%-
p<0.01). El indice de MVI, obtenido de dividir la MVI por altura elevada a 2.7, fue mayor en los PH, respecto a los normotensos (N) (N:
28.41+0.3 g/m2.7; PH: 30.610.4 g/m2.7-p<0.01-). La relacién entre velocidad diastdlica del anillo mitral temprana (E) y tardia (A) como
expresion de funcién diastdlica fue menor en PH (N: 2.18+0.03; PH: 2.08+0.04-p< 0.05), mientras que los parametros de evaluacion de
la funcion sistélica no mostraron diferencias. La relacion entre la presién de pulso y el indice de volumen latido utilizado para evaluar la
rigidez arterial resultd mayor en los PH (N:1.14+£0.01 mmHg/cm3/m2; PH:1.28+0.02 mmHg/cm3/m2-p< 0.01). Estos resultados permiten
concluir que la PH presenta una elevada prevalencia en la poblacién joven estudiada y que su presencia se asocia con aumento de la
MVI, probable compromiso de la relajacién y mayor rigidez arterial. Considerando que estas alteraciones se asocian con aumento del
riesgo cardiovascular, surge la importancia de identificar a este grupo de individuos a edad temprana para establecer conductas
preventivas precoses.

013. (496) SOBRE EXPRESION DEL INTERCAMBIADOR NA-CA (NCX) Y APOPTOSIS: DOS ALTERACIONES PRECO-
CES EN LA EVOLUCION DE LA HIPERTROFIA HACIA LA INSUFICIENCIA CARDIACA (IC).
Rodriguez J.1; Velez Rueda J.;; Becerra R.s; Palomeque J..; Rinaldi G.s; Mundifia-Weilenmann C.s; Vittone L.7; Salas M.s;
Mattiazzi A.e
Centro de Investigaciones Cardiovascularesi2s4ss7ss
jesicasr@yahoo.com.ar

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

014. (502) LA ACTIVACION DEL RECEPTOR DE MINERALOCORTICOIDE (RM) ES CLAVE PARA EL DESARROLLO DE
LA SEGUNDA FASE DE FUERZA (SFF) POST-ESTIRAMIENTO DEL MIOCARDIO
Diaz R.1; Caldiz C.2; Nolly M.s; Chiappe De Cingolani G.+; Ennis |.s; Cingolani H.s; Pérez N.7
Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP12s4567
gisel_laplata@yahoo.com.ar

El estiramiento miocardico aumenta la fuerza en 2 fases, una rapida inicial y una lenta o SFF. El aumento de especies reactivas del
oxigeno (EROs) por activacion de receptores AT1 de angiotensina Il (All), ETA de endotelina (ET) y la transactivacién (TSA) del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (RFCE) es clave en el desarrollo de la SFF. Dado que se ha sugerido que el AT1 activa al
RM y que éste transactiva al RFCE, quisimos probar si el RM participa en el desarrollo de la SFF en rata. Medimos EROs por
quimioluminiscencia en tiritas de ventriculo y SFF en musculos papilares. All 1nM aumenté EROs (51+3% del basal,n=8), efecto que
fue cancelado bloqueando RM [eplerenona (Ep) 6+8%,n=4], AT1 (losartan,n=5), ETA (BQ123,n=5) o RFCE (AG1478,n=5), por
inhibicion de NADPHoxidasa (apocinina,n=7) y por bloqueo de EROs mitocondriales (rotenona,n=3), pero no por bloqueo de receptores
de glucocorticoides (RU486, 40+2%,n=5). Un aumento similar de EROs por ET-1 1nM (831+9% del basal,n=13) fue cancelado por las
mismas intervenciones excepto losartan confirmando que ETA esta después de AT1. Un aumento equivalente de EROs por aldosterona
10nmol/L (ALD, 65+9% del basal,n=5) fue cancelado por Ep (4+5%, n=4) y AG1478 (n=6), pero no por RU-486 (57+6%,n=6) o inhibicion
de sintesis proteica (cicloheximida,71+9%,n=9), sugiriendo efectos no genémicos de RM. ALD aumenté la fosforilacion de las kinasas
ERK1/2 y p90RSK (16712 y 156+£18% del control,n=8) y del intercambiador Na+/H+ (NHE1, 148+15% del control,n=5) efectos que se
cancelaron con Ep (n=6, 6 y 4) o inhibiendo TSA del RFCE (n=4). Por ultimo, la SFF (119+4% de la fase rapida,n=7) fue cancelada por
Ep (98+2%,n=5), AG1478 (n=6) o eliminando EROs (MPG,n=5), pero no por RU-486 (22+3%,n=5) o cicloheximida (19+£3%,n=5). Los
resultados muestran por primera vez que la activacion de RM es clave para la activaciéon EROs-sensible de ERK1/2-p90RSK, lo cual
conduce al aumento de la actividad del NHE1 y el consecuente desarrollo de la SFF.
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015. (9) LA TRANSFERENCIA DEL GEN IFN-B TIENE UN FUERTE EFECTO ANTITUMORAL POTENCIADO POR EL
EFECTO BYSTANDER.
Rossi U.1; Villaverde M.z; Gil Cardeza M.s; Glikin G.4; Finocchiaro L.s
Unidad de Transferencia Genética, Area de Investigacion, Instituto de Oncologia Angel Roffo2345
uchiursis@hotmail.com

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

016. (182) FACTORES LIMITANTES EN LA INDUCCION DE MUERTE CELULAR POR TERAPIA FOTODINAMICA CON
ALA EN CULTIVOS BI Y TRIDIMENSIONALES DE CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE PULMON.
Teijo J.1; Diez B.2; Meiss R.s; Batlle A.4; Fukuda H.s
Centro de Investigaciéon sobre Porfirias y Porfirinas, CONICET, Dto de Qca. Bioldgica, FCEN, UBA: -« 5, Instituto de Estudios
Oncolégicos, Academia Nacional de Medicinas
julieta_Teijo@yahoo.com.ar

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

017. (255) IDENTIFICACION DE UNA POBLACION STEM/PROGENITORA EN EL MODELO TUMORAL MAMARIO
MURINO LM38-LP
Campodénico P.s; Farias E.; Berardi D.s; Diaz Bessone |.4; Urtreger A.s; Bal De Kier Joffé E.s; Todaro L.7
Instituto de Oncologia Angel Roffo, Area de Investigacion:ssssz; Mount Sinai School of Medicine:
pcampod@yahoo.com

Los retinoides son esenciales en la regulacion del crecimiento y diferenciacion celular. El arbol mamario esta formado por dos tipos
celulares principales: células luminales (LEP) y células mioepiteliales (MEP). Ademas, existen células stem que generalmente son
insensibles a los tratamientos clasicos. Contamos con una linea celular tumoral (LM38-LP) que presenta similitudes con los tumores
humanos triple negativo y posee componentes LEP y MEP. El objetivo de este trabajo es determinar la presencia de una subpoblacion
de células stem en la linea LM38-LP. Pudimos determinar la presencia de algunos marcadores de células stem/progenitora en las
células LM38-LP: alta actividad ALDH1, CD133+, CD24. El tratamiento con retinoides disminuyd parcialmente el porcentaje de este tipo
celular (FACS analisis). La linea LM38-LP demostré capacidad para formar mamosferas (incubacion en suspension con medio selectivo
para células stem), las cuales modificaron su morfologia frente al tratamiento con retinoides. Al disgregar las mamosferas y realizar una
diluciéon clonal, observamos que a partir de una Unica célula se pudo regenerar la linea celular mixta LM38-LP, confirmando la
existencia de una poblacion de células stem. Por otro lado, se inocularon suspensiones monocelular de 100 células provenientes de
mamosferas, en el fat pad mamario de ratones BALB/c y observamos que las mismas fueron capaces de formar un tumor con
caracteristicas histolégicas similares al formado por células LM38-LP. Estos resultados sugieren que la linea celular tumoral LM38-LP
presenta una sub-poblacion de células stem heterogéneas frente al tratamiento con retinoides. Estos resultados en conjunto con el
hecho de que la linea presente células LEP y MEP sugieren que la linea LM38-LP es un modelo sumamente interesante para el estudio
y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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018. (275) EL SILENCIAMIENTO FARMACOLOGICO DE LAS ISOFORMAS o Y 5 DE LA PROTEINA QUINASA C (PKC)
POTENCIAN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO EJERCIDO POR RETINOIDES (ATRA) EN EL
ADENOCARCINOMA MAMARIO MURINO LM38-LP.

Berardi D.1; Campodoénico P.z; Diaz Bessone M.s; Flumian C.s; Bal De Kier Joffé E.s; Urtreger A.s; Todaro L.7
Instituto de Oncologia Angel Roffo, Area de Investigacion:zsasez
dami_fceyn@hotmail.com

Los retinoides ejercen algunos de sus efectos sobre la diferenciaciéon celular y la reversion del fenotipo maligno a través de
interacciones con disitntas isoformas de PKC. Utilizamos como modelo la linea celular mamaria murina LM38-LP compuesta por células
luminales (LEP) y mioepiteliales (MEP). En este trabajo nos propusimos analizar: 1) el efecto del tratamiento con ATRA en combinacion
con inhibidores de PKC sobre el crecimiento in vitro de la linea LM38-LP 2) la modulacién del patron de expresion de los receptores
retinoides (RARs) por inhibicion de PKCs y la modulacion de la expresion de las isoformas a y & de PKC por el tratamiento retinoide.
Las monocapas fueron tratadas por 96hs con inhibidores de PKC: G66976 5uM (inhibidor de PKCa) o Rottlerina 1uM (Inhibidor de
PKCS8) y en presencia de ATRA (1uM), observandose una disminucion de la tasa de duplicaciéon celular respecto del control (N° de
celx105: Control 22+1.1; G66976 3.6+0.6; Rottlerina 9+0.1; ATRA 11+0.1; ATRA/G66976 2.3+0.03; ATRA/Rotllerina 6.7+1.3). Siendo la
combinacion ATRA/G66976 la mas efectiva, cuya significancia se dio a partir de las 72 hs. El tratamiento retinoide en células LM38-LP
aumenta solo los niveles de RARB2. Por RT-PCR determinamos que la inhibicion de PKCa o " incrementa los niveles de RAR+ y RAR?®
(este ultimo involucrado en proliferacion). La inhibicién de PKC+ o ~ combinada con ATRA genera un patrén de receptores retinoides
compatible con la disminucion de la proliferacion y diferenciacion (aumento de RAR?2 y disminucién de RAR?)). En la linea LM38-LP el
tratamiento por ATRA (24 hs) induce el aumento de la expresion de PKCd y la disminucién de PKCa (Western blot). En su conjunto
estos resultados sugieren que el tratamiento retinoide potencia el efecto citostatico cuando ambas isoformas de PKC estan inhibidas, no
sélo porque conduce a una disminucion del crecimiento sino porque este efecto estda acompafado de la modulacion negativa de RARy,.

019. (282) LA PERMEABILIZACION DE LA MEMBRANA LISOSOMAL ES UN EVENTO TEMPRANO EN EL EFECTO
FOTOTOXICO DE UNA FTALOCIANINA DE ZN(ll) CATIONICA
Marino J.1; Garcia Vior M.2; Furmento V.s; Awruch J.4; Roguin L.s
IQUIFIB, FFyB, UBA1ss; Departamento de Quimica Orgénica, FFyB, UBA:+
Jjulietamarino@yahoo.com.ar

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

020. (295) REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE RECEPTORES NUCLEARES POR PROTEINAS
DEL GRUPO MAGE-A.
Laiseca J.;; Mazaira G.z; Galigniana M.s; Monte M.«
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA1 23+
julieta_laiseca@yahoo.com.ar

Las proteinas de la familia Mage-A poseen expresion especifica tumoral y alta homologia de secuencia. Esta caracteristica ha hecho
que se las considerara proteinas con funciones redundantes. Sin embargo, los estudios indican que la expresion de distintos genes
Mage-A regulan la proliferacion y la sobrevida de las células tumorales por diferentes mecanismos. La Dexametasona es un
glucocorticoide que se utiliza en combinacién con el paclitaxel en el tratamiento de tumores de préstata que no responden a terapia
hormonal. El Receptor de Glucocorticoides (GR) cumple un papel fundamental como inhibidor de la proliferacién celular en el cancer de
prostata; su activacién por glucocorticoides induce el arresto celular. Por otro lado, el Receptor de Androgenos (AR) media el
crecimiento estimulado por hormonas y contribuye al crecimiento del cancer de prostata. Ha sido reportado que Mage-A11 interactua
con AR y que aumenta su actividad transcripcional (Wilson EM. et al. 2009). Nosotros hemos observado que Mage-A6 inhibe la
actividad transcripcional de GR inducida por Dexametasona. Si bien hemos detectado la interaccion de Mage-A6 con las desacetilasas
de histona (HDACs) 1 y 3, no observamos lo mismo para HDAC6, una HDAC involucrada en la translocacion de GR al nucleo. La
expresion de Mage-A6 tampoco afecté la dinamica de traslocacion de GR; esto indicaria que los efectos de Mage-A6 sobre la actividad
de GR se encontrarian a nivel nuclear. Ademas, al comparar los resultados a los obtenidos utilizando AR, observamos que Mage-A6 no
afecta por si sola la actividad transcripcional de AR. Sin embargo, la expresion de Mage-A6 es capaz de potenciar el efecto activador de
Mage-A11 sobre AR. Esto no se observa utilizando otros miembros del grupo, como Mage-A4. Nuestros resultados indican que la
expresion de Mage-A6 podria modular selectivamente la actividad de dos receptores nucleares relacionados y de esta forma podria
contribuir al desarrollo del cancer de préstata.
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021. (338) GALECTINA-1 PROMUEVE EL CRECIMIENTO Y METASTASIS DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR
HUMANO (HCC) E INHIBE SU ADHESION AL ENDOTELIO
Manzi M.s; Croci D.2; Bacigalupo M.s; Espelt M.«; Elola M.s; Wolfenstein De Todel C.s; Rabinovich G.7; Troncoso M.s
IQUIFIB (UBA-Conicet), Departamento de Quimica Biolégica, FFyB, UBA1s4s6s, IByME, Conicetz7
manzimalena@hotmail.com

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

582. (260) EL PERFIL HORMONAL DE RATAS HIPOTIROIDEAS AUMENTA LA APOPTOSIS Y DISMINUYE EL
DESARROLLO TUMORAL MAMARIO INDUCIDO POR DMBA
Lopez Fontana C.1; Maselli M.2; Sasso C.3; Santiano F.4; Semino S.5; Zubiria M.6; Cuello Carrién F.7; Jahn G.8; Carén R.9.
Laboratorio de Hormonas y Biologia del Cancer, IMBECU, CONICET CCT-Mendoza1 2 34 5 9; IMBICE, CICPBA-CONICET La
Plata6; Laboratorio de Oncologia, IMBECU, CONICET CCT Mendoza7, Laboratorio de Reproducciéon y Lactancia, IMBECU,
CONICET- CCT Mendoza8
clopezfontana@mendoza-conicet.gob.ar

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

023. (419) ESTUDIOS TERATOGENICOS Y FOTOTERAPEUTICOS DE NANOPARTICULAS DE POLIANILINA (NP-PANI)
EN MODELOS IN VIVO
Yslas E.1; Ibarra L.2; Tarrés L.s; Molina M.s; Rivarola C.s; Barbero C.s; Rivarola V.7; Bertuzzi M.s
Dpto Biologia Molecular, Dpto Quimica, Universidad Nacional de Rio Cuartoizs4se7s
inesilla.yslas@gmail.com

Introduccion: La terapia Fototérmica (TFT) se basa en el uso de nanomateriales que al ser irradiados con luz del infrarrojo cercano
absorben la radiacién y la liberan como calor provocando regresion tumoral. Es importante determinar si los nanomateriales pueden ser
una amenaza para el ambiente y la salud. Por esto es necesario dilucidar la interacciéon de nanoobjetos con sistemas biolégicos para
poder ser aplicados en TFT. Objetivos: -Evaluar el efecto teratogénico de Np-Pani en embriones de Rhinella arenarum. - Evaluar los
efectos de Np-Pani sobre la funcionalidad hepatica y renal en ratones Balb/c sanos y el efecto fototérmico en ratones portadores de
tumor. Materiales y Métodos: Para el test de teratogénesis se utilizaron embriones (2-4 blastémeros) expuestos 96 h a
polivinilpirrolidona (PVP) y a Np-Pani dispersadas en PVP, determinandose el nimero, tipo de malformaciones y muertes. En sangre de
ratones Balb/c con Np-Pani administrada por via endovenosa se determiné GPT, creatinina y urea. En ratones portadores de tumor se
administré Np-Pani por via intratumoral, luego se irradié y se evalud la regresiéon del tumor en el tiempo (10 dias). Resultados: Los
estudios en embriones mostraron efectos teratogénicos en ambos grupos tratados (PVP y Np-Pani). Las concentraciones no tdxicas y
teratogénicas determinadas a través del Probit fueron para PVP: NOEC 208,36 mg/L, CT50 290,37 mg/L y CT99 404,65 mg/L. Mientras
que para Np-Pani NOEC 219 mg/L, CT50 286 mg/L y CT99 374 mg/L. En ratones no se observaron efectos adversos de Np-Pani ni de
PVP en la funcionalidad hepatica y renal. Los estudios fototerapéuticos mostraron regresion total en un 60 % de los tumores tratados.
Conclusion: Los valores de NOEC, CT50 y CT99 son similares para PVP y Np-Pani indicando que los efectos teratogénicos serian
debido a PVP. En ratones, Np no afecté la funcionalidad hepatica y renal registrandose una importante accién terapéutica con regresion
tumoral total en 3 de los 5 animales tratados.
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024. (595) LA FOSFORILACION DE LA PROTEINA C-SRC MEDIA LA MIGRACION DE LAS CELULAS MAMARIAS
HUMANAS MDA MB-231 INDUCIDA POR HISTAMINA
Mohamad N.1; Porretti J.2; Girardi M.s; Guitérrez A.4; Cricco G.s; Martin G.s
Laboratorio de Radioisétopos, FFyB, UBA123456
mohamadnora@gmail.com

En trabajos previos demostramos que bajas concentraciones de histamina (HA) (£ 1 uM) estimulan la capacidad migratoria e
invasiva en la linea celular humana de carcinoma mamario MDA MB-231, mientras que concentraciones > 10 uM las inhiben. Esta
accion diferencial estd mediada por los diferentes niveles de peréxido de hidrégeno (H202) generados en el sistema. La activacion por
fosforilacién de c-Src es crucial en la migracién y la metastasis. La c-Src activada fosforila sustratos involucrados en la adhesion celular,
entre ellos la beta-catenina que transloca al nucleo y regula la expresion de genes del proceso de transicion epitelial-mesenquimatica.
El objetivo del presente trabajo fue estudiar el papel de la proteina c-Src en la respuesta migratoria inducida por HA en las células MDA
MB-231. Se empled el inhibidor especifico de c-Src PP2 en una concentracion (1 uM) que no afectd la proliferacién celular. Utilizando
camaras de migracion e insertos con poros recubiertos 0 no con matrigele, se determiné que el PP2 bloqueé el efecto estimulatorio de
bajas dosis de HA sobre la migracion e invasion. Por western blot se observé un aumento de la fosforilacion de la proteina c-Src (p <
0.05 vs control) con dosis bajas de HA y de H202 exégeno (0,5 uM) y una disminucion (p < 0. 05 vs control) con altas concentraciones
de HA y de H202 (5 uM). El tratamiento con catalasa revirtio los efectos de las distintas dosis de HA. Por inmunocitoquimica se evaluo
la expresion de Beta catenina. Hubo un aumento de la expresion nuclear y perinuclear con HA 0.5 uM (p < 0.05 vs control), mientras
que en el tratamiento combinado de PP2 con HA 0.5 uM se observo una expresion citoplasmatica y nuclear de beta catenina similar a la
de los controles. Nuestros resultados sefialan que la histamina modula la capacidad migratoria e invasiva de las células MDA MB-231 a
través de una via de sefializacion poco estudiada para los GPCR que incluye la fosforilacion de la c-Src por H202.

025. (606) ROL DE COACTIVADORES DE RECEPTORES NUCLEARES EN EL DESARROLLO TUMORAL
Panelo L.1; Alvarado C.;; Fernandez Larrosa P.s; Ruiz Grecco M.«; Burlando S.s; Alvarez C.s; Sambresqui A.7; Costas M.s; Rubio
M.o
Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanarii2s4ss7s9
labapoptosis@lanari.fmed.uba.ar

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

026. (613) INDUCCION DIFERENCIAL DE LA PROTEINA KU80 EN RESPUESTA A LA IRRADIACION GAMMA EN CELU-
LAS DE CANCER COLORECTAL RADIORESISTENTES
Cerda M.s; Batalla M.2; Notcovich C.s; Molinari B.s; Duran H.s; Policastro L.s
Comisién Nacional de Energia Atémica, CONICET12346; UNSAMs
belen_cerda@yahoo.com

La generacion de rupturas doble cadena (DSBs) es la principal causa del efecto letal de la radiacion ionizante. La capacidad de
reparacion del ADN esta asociada directamente con la radioresistancia intrinseca (RI) en las células tumorales. La proteina kinasa
dependiente de ADN (DNA-PK) es uno de los principales complejos asociados a la reparacion de DSBs. La DNA-PK esta formada por
un componente catalitico y una proteina heterodimérica llamada Ku, compuesta por dos polipéptidos estrechamente asociados
denominados ku70 y ku80. Ku se une a las DSBs y recluta a la subunidad catalitica. El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles
de ku70 y ku80 por PCR en tiempo real y por western blot en células de cancer colorectal con diferencias en su RIl. En primer lugar,
hemos caracterizado la Rl de lineas de cancer colo-rectal: HT-29, Caco2, T84 y LoVo mediante curvas de sobrevida y mediante su
capacidad de reparacion de las DSBs. El ajuste de las curvas al modelo lineal cuadratico mostraron un aumento significativo del valor
de a en LoVo respecto de HT-29, Caco-2 y T-84 (p < 0.05). La capacidad de reparacion del dafio al ADN se realizé mediante la
determinacion inmunohistoquimica de la fosforilacion de la histona H2AX. El ensayo se realizé a 0,5 y 6 h post-irradiacion (2Gy) como
medida de dafo inicial y reparado del ADN. HT-29 mostré un aumento significativo del nimero de células con menos focos a las 6
horas respecto de las otras lineas celulares (p<0.05). En conclusion HT-29 es la linea mas radioresistente y LoVo es la mas
radiosensible. Finalmente, hemos comparado la expresion de Ku70 y Ku80 en HT-29 y LoVo y su induccién (2Gy) a 2, 4, 8 y 10 horas.
Ku80, pero no Ku70 fue significativamente inducida en la linea radioresistente HT-29 pero no en LoVo. En futuros experimentos
evaluaremos si la expresion de Ku80 podria ser un parametro Util para la prediccion de la radiosensibilidad asi como también un blanco
sensible para la radiosensibilizacion del cancer colorectal.
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027. (614) CARACTERIZACION DEL PROCESO DE EXCLUSION DE AMPC MEDIADO POR MRPS EN MODELOS DE
CARCINOMAS DUCTALES PANCREATICOS HUMANOS
Carozzo A.1; Diez F.2; Copsel S.s; Bianciotti L.; Shayo C.s; Fernandez N.s; Davio C.7
Laboratorio de Farmacologia de Receptores, Catedra de Quimica Medicinal, FFYB, UBA: 2 s 7; Laboratorio de Patologia y
Farmacologia Molecular, IBYME, CONICET:s; Catedras de Fisiopatologia, FFYB, UBA+
acarozzo@ffyb.uba.ar

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

028. (650) ESTRATEGIA DE DESARROLLO DE UNA BIBLIOTECA DE ANTICUERPOS DE DOMINIO UNICO DE LLAMA
(VHH) PARA LA IDENTIFICACION DE MARCADORES DE MELANOMA METASTASICO HUMANO.
Lacreu M.1; Mac Keon S.2; Mordoh J.3; Urrutia M.4
Fundacién Instituto Leloir: 234
laulacreu@gmail.com

Una vez que el melanoma metastatiza a distancia, el pronostico es sombrio. Ain no se han desarrollado Ac monoclonales contra
melanoma. Las llamas poseen, ademas de las Igs convencionales, Acs que carecen de cadena liviana, cuyo sitio de combinacién al Ag
consta solo de la region variable de la cadena pesada (VHH), poseyendo una estrategia de unién al Ag diferente a la de los Acs
convencionales. Con el fin de construir una biblioteca de VHHs contra Ag de superficie de células de melanoma humano, se
inmunizaron llamas con lineas de melanoma humano metastatico (LMHM). Mediante RT-PCR para el transportador de membrana
ABCBS5, se obtuvieron 3 LMHM positivas (de 9 estudiadas) cuyos extractos de membrana fueron usados como inmunégenos. Luego de
la inmunizacién se observé que las respuestas séricas contra células enteras no permeabilizadas aumentaba a medida que avanzaba
la inmunizacion (1er, 2da y 3er inmunizacion) obteniéndose un titulo final mayor a 1/1000. Se aislaron células mononucleares de sangre
periférica, y mediante RT-PCR con primers especificos se amplificé el pool de VHHs para construir la biblioteca. También en dos de las
3 lineas utilizadas se estudié mediante citometria de flujo la presencia en membrana plasmatica de los marcadores CD63 (tetraspanina)
que sera utilizada para la seleccion y de los marcadores de células stem CD133 (prominina) y CD271 (nerve grow factor receptor). Las
2 LMHM fueron positivas para CD63 (89%, 79%) y CD271 (96%, 98%) y negativas para CD133 (4%, 3%). CD271 confirmé ser Ag de
membrana mediante epifluorescencia. Los resultados mencionados nos permiten concluir que las llamas han desarrollado respuesta
contra Ag de membrana, probablemente en forma nativa. Por otro lado, la presencia en membrana plasmatica de CD271 en dos LMHM
utilizadas como inmunégeno, abre la posibilidad de obtener moléculas terapéuticas dirigidas contra este Ag.

029. (704) REGULACION DIFERENCIAL DE PROLIFERACION Y MIGRACION DE CELULAS DE MELANOMA POR
MODULACION DE LOS NIVELES DE PEROXIDO DE HIDROGENO
Bracalente C.1; Notcovich C.z; Ibafiez |.3; Policastro L.4; Duran H.s
Comisién Nacional de Energia Atémica, GAIANN, Departamento de Micro y Nanotecnologiai 2+ CONICETs; Universidad de San
Martins
candybraca@gmail.com

El melanoma maligno es un tipo de cancer de piel que deriva de la transformacion de melanocitos. El estudio de los mecanismos de
dicha transformacion es relevante, dado que es un tipo de tumor refractario a la mayoria de los tratamientos de quimio-radioterapia.
Antecedentes bibliograficos y de nuestro grupo de trabajo demuestran la presencia de altos niveles de especies reactivas del oxigeno
(ROS) en células tumorales y su participacion como mediadoras de procesos asociados a la transformacion celular, tales como
proliferacion, invasiéon y metastasis. Por lo tanto, se evalud el efecto de la disminucion de los niveles de peréxido de hidrégeno (H202)
por sobreexpresion de la enzima antioxidante catalasa, sobre la proliferacion celular y capacidad de migraciéon. Con este objetivo,
células de melanoma (A375) fueron transfectadas de forma estable con el plasmido pcDNAS3, conteniendo el cDNA de la catalasa
humana, utilizandose como control, la transfeccién con el plasmido vacio. Se obtuvieron tres clones A7, G10 y C10 con mayor
expresion y actividad de catalasa respecto del control (p<0.05), evaluadas por western blot y por un ensayo espectrofotométrico,
respectivamente. Asimismo, para determinar la proliferacion celular, se realizé el ensayo de MTT, obteniéndose en los tres clones una
tasa de proliferacion significativamente menor al control (p<0.05). Por otro lado, la capacidad de migracion celular fue evaluada por el
ensayo de wound healing; observandose que: mientras el clon G10 desarrollaba una mayor capacidad de migracién respecto del
control (p<0.05); el clon A7 presentd un resultado opuesto, lo que podria explicarse por diferentes niveles enddégenos de H202 entre
clones. En conclusién, si bien el aumento de los niveles de catalasa inhibe la proliferacion, en este trabajo demostramos que dicho
aumento regula la migracion, tanto positiva como negativamente, evidenciando que el H202 participaria en la regulacién de ambos
procesos por vias independientes.
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030. (434) LA REACCION ACROSOMICA INDUCIDA POR FIBRONECTINA ES MEDIADA POR EL SISTEMA AMPC/PKA
EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS
Perez Espinosa B.1; Morales P.;; Diaz E.5
Universidad de Antofagasta, Facultad Cs de la Salud, Dpto Biomédico, Lab. Biologia de la Reproduccion 23
boris.perez@uantof.cl

Resultados preliminares demostraron que la fibronectina, una proteina de la matriz extracelular presente en el cumulo odforo del
ovocito, induce la reacciéon acrosémica en espermatozoides humanos y que su efecto es mediado por el proteasoma. Es sabido que las
integrinas (receptores transmembrana de las proteinas de las matriz extracelular) activan diversas sefiales intracelulares como por
ejemplo el sistema AMPCc/PKA, entre otras. El objetivo de este trabajo es determinar si fibronectina es capaz de inducir la reaccion
acrosémica y la actividad del proteosoma a través de la via AMPc/PKA. Para ello, alicuotas de espermatozoides moviles, seleccionados
por Percoll, fueron capacitados durante 18 hr. En los ultimos 45 minutos los espermatozoides fueron incubados con 100uM H89
(inhibidor de PKA), 50nM KT5720 (inhibidor de PKA) o solvente. Luego, se evalud: 1) el porcentaje de espermatozoides reaccionados
usando PSA-FITC y Hoechst 33258; 2) la actividad tipo quimotripsina del proteasoma con un sustrato fluorogénico; 3) el grado de
fosforilacion en tirosina de proteinas totales y del proteosoma; 4) el efecto de fibronectina sobre el nivel de AMPc de los
espermatozoides; 5) el nivel de actividad de PKA. Para evaluar la participacion de SACY (adenilil ciclasa soluble), en los ultimos 40
minutos los espermatozoides fueron cambiados de medio Tyroides tradicional a un Medio Tyroide S/ HCO3-. En una alicuota se evalué
el porcentaje de espermatozoides reaccionados usando PSA-FITC y Hoechst 33258; en otra alicuota, se determiné por Western-blot el
grado de fosforilacion de proteinas en residuos tirosina y proteinas sustratos de PKA. Los resultados indican que Fn es capaz de inducir
RA via AMPc y PKA y que en ausencia de HCO3-, el efecto observado se revierte parcialmente. Estos efectos se aprecian de igual
forma en el patron de fosforilacion de proteinas a nivel de residuos tirosina y proteinas sustrato de PKA. Fondecyt 11070051 y 1080028

031. (447) EFECTO DE LA EXPOSICION AMBIENTAL A PLAGUICIDAS EN LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DE ARGI-
NASA Y ORNITINA DECARBOXILASA DE PLACENTA HUMANA
Lombardo P.s; Rivero Osimani V.z; Chiapella G.s; Magnarelli G.+; Guifiazu N.s
Facultad de Ciencias del Ambiente de la Salud, Universidad Nacional del COMAHUE: s; Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional del Comahue, IDEPA-CONICET234
paol_87@hotmail.com

Arginasa (ARG) y ornitina decarboxilasa (ODC) son enzimas que participan en la formacién de poliaminas, factores que intervienen
en el crecimiento y la diferenciacién celular en la placenta. Considerando que la sintesis de poliaminas es afectada en respuesta a
toxicos, el objetivo de este trabajo fue analizar si la exposicién ambiental a OP impacta en la actividad de las enzimas ARG y ODC en
este organo. Previo consentimiento informado, se colectaron vellosidades de placentas a término (n=36), de cesareas electivas, de
pacientes seleccionadas en base a criterios de inclusidn/exclusion: residentes urbanas -ZU- y rurales -ZR en periodos de aplicacion
intensiva de OP (PA) y en receso (PR). La exposicién a OP se evalué mediante el estudio de la actividad del biomarcador de referencia
carboxilesterasa, halldndose disminucion en ZR en PA respecto de ZU (p <0,05). Los resultados demostraron que en las placentas de
ZR se madifico significativamente (p <0,05) la actividad de las enzima ARG en PA (60,84 + 25,85 mg urea/h x mg prot) respecto de PR
(15,50 + 6,78 mg urea/h x mg prot) y de ZU (23,25 + 6,61 mg urea/h x mg prot). La actividad de ODC se incremento significativamente
(p <0,05) en ZR en AP (0,166 + 0,071 nmol CO2/h x mg prot) respecto de PR (0,015 + 0,010 nmol CO2/h x mg prot) y de ZU (0,029 +
0,012 nmol CO2/h x mg prot). Adicionalmente se analizé por western blot la expresién de ARG isoformas |y Il, y ODC observandose un
incremento significativo en la expresion de la ARG Il y ODC en ZR en AP. Estos resultados indican que la actividad y expresién de
enzimas involucradas en la biosintesis de PA en placenta se incrementaron en la exposicion ambiental a OP, efecto posiblemente
asociado a una respuesta reparadora para mantener la homeostasis tisular. Agradecimientos: beca alumno UNCo-FaCiAS y posgrado
FONCYyT. Subsidios FONCyT, UNCo y CONICET. Médicas Marcela Curioni y Silvia Santa Cruz.

032. (462) BLOQUEO DEL RECEPTOR AT2 DE ANGIOTENSINA Il Y SU RELACION CON LA ANGIOGENESIS
PLACENTARIAY FETAL EN RATAS NORMO E HIPERTENSAS.
Biaggio V.1; Lopez Aguilera F.2; Seltzer A.s
Universidad Nacional de Cuyo, IHEM, CONICET123
vbiaggio@gmail.com

Introduccién: Hay mdltiples factores que participan en el fenémeno de anti-angiogénesis en la preeclampsia, algunos actian en
concierto con las vias de sefializacion de los (VEGF-R) y de los receptores de Angiotensina Il (AT1-R y AT2-R). Se observé también
una activacion aberrante de las vias de sefializacién de los AT1-R por formacion de heterodimeros y autoanticuerpos. Por otra parte,
VEGF promueve el desarrollo de la placenta y del feto al incrementar la vasculogénesis. Objetivo: Analizar la presencia de formas
oligoméricas de los AT1-R y AT2-R, y la expresion de VEGF y su receptor FLk-1 en la placenta de ratas normo e hipertensas. Se
aplicaron técnicas de Western Blot, IHQ y microscopia confocal (mc) a tejidos obtenidos de ratas prefiadas (-P) de las cepas WKY y
SHR tratadas con el AT2-RB: PD123319 (bomba mini-osmética/dosis: 1.0 mg/Kg/dia) (WKY-PD y SHR-PD) y controles tratadas con
salina (WKY-P+SF y SHR-P+SF) y sacrificadas E18. Resultados: En las ratas SHR-P observamos mayor expresion de formas oligo y
diméricas (p<0.01) de los receptores: AT1-R y de formas diméricas del AT2-R (p<0.001). El tratamiento con PD123319 no modificé la
PA de las SHR-P pero aumenté significativamente (p<0.001) la presencia de monémeros del AT1-R y disminuyé la expresion de las
formas de alto peso molecular del AT2-R. En los animales SHR-P vemos una atenuacién de las marcas VEGF+ (IHQ), Flk-1+ y
AT2+(mc) en los vasos de la decidua. El tratamiento con el AT2-RB exacerba y extiende la inmunotincién hacia los vasos de la zona
fetal en los WKY-PD mientras que en los SHR-PD no aumenta. Conclusién: La respuesta del sistema VEGF/Flk-1 al bloqueo del
receptor AT2 fue diferente en las placentas de las ratas normo e hipertensas. En este sistema postulamos una regulacion de los AT1-R
por los AT2-R (crosstalk) en las ratas WKY-P que se pierde en las SHR-P posiblemente por alteraciones de los receptores de VEGF.
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033. (521) CARACTERIZACION DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE EN LA PRENEZ MURINA Y EN UN MODELO DE
PARTO PRETERMINO INDUCIDO POR LIPOPOLISACARIDO.
Bariani M.1; Dominguez Rubio A.z; Vercelli C.s; Cella M.s; Franchi A.s; Aisemberg J.e
CEFYBO123456
vickiba_86@hotmail.com

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

034. (539) LA HIPERANDROGENIZACION PRENATAL PRODUCE ALTERACIONES EN LA FUNCIONALIDAD OVARICA
DURANTE LA ETAPA PUBERAL
Amalfi S.1; Velez L.2; Heber F.s; Ferreira S.4; Pignataro O.s; Motta A.s
CEFYBO, UBA, CONICET;:2346; IBYME:s
sabri_amalfi@hotmail.com

Una de las hipotesis sobre la etiologia del Sindrome del Ovario Poliquistico es que un exceso de andrégenos intrauterino induciria
reprogramacion fetal, sin embargo se desconoce el alcance de la misma. Objetivo: establecer alteraciones ovaricas inducidas por el
hiperandrogenismo prenatal (HA). Ratas prefiadas Sprague-Dawley se inyectaron entre los dias 16 a 19 de gestacion con 2 (T2) 6 5 mg
(T5) de testosterona 6 aceite (control: C), N=10 animales/determinacion y por grupo. Las crias hembras se pesaron a los 21 y 60 dias
de edad (sacrificio) y se midié la distancia uro-genital (como parametro de masculinizacién). Por extendido vaginal se determind el
estadio del ciclo sexual. Resultados: El estudio de la morfologia ovarica por tincién con hematoxilina-eosina mostré que HA aumento el
numero de foliculos primarios por ovario, indujo luteinizacion anémala y quistes foliculares. A los 21 dias de edad, los animales T2y T5
tenian menor peso que los controles (C: 40+2 g, T2: 34+3g, T5: 20+1 g) pero a los 60 dias no habia diferencia y la distancia uro-genital
de T2 y T5 era mayor (1,7+0,2 y 1,9+0,1, respectivamente) que C (1,2+0,1 mm). La concentracién de progesterona en suero evaluada
por radioinmnoensayo (RIA) era mayor en T2 (149+50) y T5 (135+18) que en C (68+7 ng/ml suero) y la de estradiol (por RIA) era menor
en T2 (0,05+0,02) y T5 (0,06+0,01) que en C (0,37+0,01 ng/ml suero). Testosterona en suero (por RIA), no varié entre los tres grupos.
Los animales T5 no presentaron apertura vaginal y no ciclaban. El 20% de T2 tenia ciclos sexuales regulares vs 30% de C. La
prostaglandina E ovarica de T2 (3,4+0,9) no era significativamente distinta a la C (3,5+1,09) pero era mayor en T5 (7,9+1,6 pg/mg
proteina). Concluimos que HA genera un ambiente desfavorable para el desarrollo fetal que se traduce en un menor peso en los
primeros dias post-nacimiento. En la pubertad, la esteroidogénesis ovarica se ve alterada y se establece un estado pro-inflamatorio
ovarico en T5.

035. (602) DOSIS DIARIAS DE LEPTINA EJERCEN UN EFECTO PROTECTOR SOBRE LA ATRESIA FOLICULAR DE LA
RATA
Bilbao M.1; Di Yorio M.z; Faletti A.3
CEFYBO, CONICET, Facultad de Medicina, UBA: 23
guillerminabilbao@hotmail.com

La leptina, proteina codificada por el gen de obesidad, es capaz de modular la funcién ovarica. En estudios previos encontramos que
el tratamiento diario con bajas dosis de leptina induce el proceso ovulatorio aumentando los niveles de progesterona (P4) sérica en la
rata. Dado que en el ovario la cadena de transporte de electrones asociada a la esteroidogénesis es la principal via de produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS), el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de este tratamiento sobre las principales
enzimas responsables de la sintesis de P4, la atresia folicular mediante la determinacion del estado oxidativo y el grado de apoptosis
tisular. Para ello, ratas inmaduras estimuladas con gonadotrofinas (eCG/hCG) fueron tratadas por 12 dias con vehiculo (C) y leptina (L,
3 pg/dia). Se determind en ovario: i) expresion proteica de P450scc, 3BHSD y caspasa-3 por Western blot, ii) contenido total de
glutation (GSH), actividad enzimatica de superdxido dismutasa y catalasas, e indice de peroxidacion lipidica, por espectrofotometria; iii)
capacidad de respuesta del tejido a ROS por espectrofluorometria; y iv) presencia de ROS en el tejido por microscopia confocal. Las
ratas tratadas con leptina exhibian menor expresién de caspasa-3 activa (C: 684+63; L: 425+51; p<0.001), mayor expresion de 3BHSD
(43.6%, p<0.05) sin cambios en P450scc. Asimismo, se observé disminucion del contenido de GSH total (20%, p<0.05) sin afectar las
actividades enzimaticas antioxidantes ni modificar el nivel de peroxidacion lipidica; de la capacidad de respuesta a ROS al aumentar
216% (p<0.001) la presencia de estas especies después de una induccién con H202; y de la cantidad absoluta de ROS (94.6%,
p<0.01) en el tejido. Estos resultados sugieren que bajas dosis diarias de leptina ejercen un efecto protector sobre el ovario por
disminuir el estrés oxidativo y el grado de apoptosis, lo que lleva a una menor atresia folicular durante el proceso ovulatorio.
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036. (672) MODULACION DE LA EXPRESION DE GNRH EN EL HIPOTALAMO DE LAGOSTOMUS MAXIMUS
(VIZCACHA DE LAS LLANURAS) POR OXIDO NIiTRICO
Inserra P.q; Di Giorgio N.2; Saucedo L.s; Leopardo N.4; Lux-lantos V.s; Vitullo A.s; Dorfman V.7
Centro de Estudios Biomédicos Biotecnolégicos Ambientales y Diagnéstico (CEBBAD), Universidad Maiménidesisa4e7; IByME:s
vdorfman08@yahoo.com

La sintesis y secrecion de la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH) es regulada por 6xido nitrico (NO). Esta se secreta en
forma pulsétil desde la pubertad hasta la menopausia exceptuando la prefiez. La vizcacha presenta poliovulacion, neo-oogénesis a
edad adulta y pseudo-ovulacién durante la gestacion. El objetivo fue estudiar la modulacion de la sintesis y secrecion de GnRH en este
roedor. Se utilizaron hipotalamos de vizcachas adultas prefiadas ovulando (PO) y sin ovular (PNO), no prefiadas ovulando (NPO) y sin
ovular (NPNO) y machos (M) (n=5 por grupo). Se determind la concentraciéon de GnRH por RIA y se observo significativamente (s.,
p<0,05) mayor concentracién en HA (hipotdlamo anterior) que en HMB (hipotalamo medio basal) de M y no prefiadas (M=5 veces,
NPNO=3 veces y NPO=98%) y mayor concentracion en HMB que en HA de prefiadas (PO=177%, PNO=20%). La concentracion en
HMB fue 108% mayor en PO que en PNO, mientras que en HA fue 7 veces menor en NPO que en NPNO. Mediante
inmunohistoquimica se localizd6 GnRH en soma y varicosidades de neuronas del Area Predptica del Hipotalamo (APO), en citoplasmas
del Nucleo Supraodptico (NSO) y en varicosidades de la Eminencia Media (EM). Con microscopia confocal se determind la expresion de
NO Sintasa neuronal (nNOS) en neuronas adyacentes a las que expresan GnRH en APO, y NO Sintasa endotelial (eNOS) en células
que rodean los axones inmunorreactivos para GnRH en ME. Por Western-Blot se determiné disminucion s. de la expresion de nNOS en
HA y de eNOS en HMB durante la ovulacién (nNOS= 144% NPO vs NPNO y 102% PO vs PNO; eNOS= 10 veces NPO vs NPNO y 8
veces PO vs PNO). La diferencia de expresién de GnRH en HA e HMB durante la prefiez indicaria la actividad del eje HHG durante la
gestacion. La presencia de NOS en neuronas adyacentes a las inmunorreactivas para GnRH, asi como su disminucion durante la
ovulacion sugiere la influencia del NO sobre la sintesis y secrecién de GnRH aun durante la gestacion. (PIP-CONICET 0225/2011).

037. (43) EFECTO DE AGONISTAS DE RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISOMALES
(PPARS) EN LA PLACENTA A TERMINO DE RATAS SANAS Y DIABETICAS.
Capobianco E.1; Kurtz M.2; Fornes D.s; Perrone C.s; Jawerbaum A.s
CEFYBO, CONICET, Facultad de Medicina, UBA12345
evacapobianco@yahoo.com.ar

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

038. (37) FAS LIGANDO SOLUBLE COMO MEDIADOR DE LA APOPTOSIS DE LAS CELULAS GERMINALES EN UN
MODELO DE INFLAMACION TESTICULAR
Jacobo P.i; Fass M..; Lustig L.s; Theas M.«
Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de Medicina, UBA1 234
ciruba14@yahoo.com.ar

La orquitis autoinmune experimental (OAE) es un cuadro de inflamacion crénica del testiculo caracterizado por la presencia de un
infiltrado intersticial linfomonocitario y apoptosis de las células germinales (CG). Demostramos previamente la expresion del receptor de
muerte Fas en las CG apoptéticas y un aumento del nimero de linfocitos que expresan FasL en la membrana (FasLm). Nuestra
hipétesis es que el FasLm podria liberarse en su forma soluble (FasLs), atravesar la barrera hemato-testicular (BHT) y unirse al Fas de
las CG induciendo apoptosis. La OAE fue inducida por inmunizacién con antigenos espermaticos y adyuvantes. Las ratas del grupo
control (C) fueron inyectadas solo con adyuvantes y las del grupo normal (N) no recibieron tratamiento. Los animales fueron sacrificados
a los 50 (OAE focal) y 80 (OAE severa, s) dias de la primera inmunizacién. Por citometria de flujo detectamos en la OAE un aumento
del porcentaje de macréfagos testiculares que expresan FasLm. El contenido testicular de FasLs (Western blot) evaluado en el fluido
testicular fue mayor sélo en las ratas con OAEs (mediatESM, N:0,85+0.04, C:1.00+0.00, OAE:1,59+0.28, p<0.05 vs N y C). Para
evaluar la permeabilidad de la BHT al FasLs, inyectamos por via subalbuginea un FasLs unido al Strep-tag® y analizamos su
localizacién por inmunofluorescencia, con un anticuerpo anti-Strep-tag®. En ratas con OAE, el FasLs-Strep-tag®, se localiz6 en la luz
de los tubulos seminiferos (TS), por dentro de la BHT (identificada por claudina 11). Mediante experimentos in vitro empleando un
anticuerpo agonista (Ac-Fas) observamos que la activacion del Fas indujo apoptosis de las CG [mediatLC %CG-TUNEL+: medio solo:
25,46+(0.82-0.79), Ac-Fas(5ug/ml): 46.77+(1.05-1.05) n=8000-11000 células/grupo, p<0.001, Chi2 test]. Los resultados demuestran que
el FasLs, posiblemente liberado por los linfomonocitos intersticiales, es capaz de atravesar la BHT e inducir apoptosis de las CG a
través de su interaccion con el receptor Fas.
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039. (173) VIAS DE SENALIZACION DIFERENCIALMENTE ACTIVADAS POR LEPTINA EN EL EJE HIPOTALAMO-
ADENOHIPOFISIS DE LA RATA
Di Yorio M.1; Bilbao M.2; Artillo-guida R.s; Faletti A.4
CEFYBO, CONICET, Facultad de Medicina, UBA1 234
paula_diyorio@yahoo.com.ar

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

040. (180) PARTICIPACION DE LA PIRUVATO DESHIDROGENASA KINASA (PDK) EN LA REGULACION HORMONAL
DE LA PRODUCCION DE LACTATO EN CELULAS DE SERTOLI
Artagaveytia S.1; Regueira M.2; Galardo M.s; Pellizzari E.4; Meroni S.s; Cigorraga S.s; Riera M.7
CEDIE, CONICET:234567
friera@cedie.org.ar

Una de las funciones importantes de las células de Sertoli (CS) es la produccion de lactato (L). Este metabolito de la glucdlisis es
utilizado como fuente de energia por las células germinales. Un aspecto aun no explorado con respecto a la regulacion de la produccion
de L por CS es aquel que involucra la disponibilidad del piruvato para ser convertido a L. El complejo de la piruvato deshidrogenasa
(PDC), que cataliza la conversién de piruvato a Acetil-CoA, regula en forma indirecta la disponibilidad del cetoacido. La actividad del
PDC esta regulada por su estado de fosforilacion. La piruvato deshidrogenasa kinasa (PDK) lo inactiva por fosforilacion. Se han
identificado cuatro isoformas de PDK (PDK1 a PDK4) de expresion variable en distintos tejidos. Nuestros objetivos fueron: a)
caracterizar la expresion de las isoformas de PDK en CS y b) evaluar si en la estimulaciéon por FSH de la produccion de L esta
involucrada la regulacioén de la actividad del PDC. Se utilizaron cultivos de CS provenientes de ratas de 20 dias de edad. Se observo
por RT-PCR que las cuatro isoformas de PDK se expresan en CS. Ademas, se analizd la produccion de L en respuesta a FSH
(100ng/ml) en ausencia o presencia de dicloroacetato (DCA, 10mM), inhibidor general de PDKs. Se observé que DCA inhibe
parcialmente el estimulo de FSH (B: 8.41+0.7a; FSH: 13.8+0.2b; FSH+DCA: 11.120.4c; mediazDS, n=3; diferentes letras indican
diferencias significativas p<0.05). Por otro lado, se analiz6 la expresién por RQ-PCR de PDKS3, isoforma de alta expresion testicular,
observandose que FSH incrementa su expresion. En su conjunto, los resultados sugieren que en CS se expresan las cuatro isoformas
de PDK y que la estimulacion por FSH de la produccién de L involucra, al menos en parte, la regulacion de la actividad del PDC a través
del aumento en la expresién de PDK3. (PIP2008 N°806; PICT2007 N°1004)

041. (296) TGF-BETA1 EN PRESENCIA DE PROGESTERONA ESTIMULA LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE
LEYDIG
Gonzalez C.:; Calandra R.2; Gonzalez-calvar S.3
Centro de Estudios Biomédicos, Biotecnolégicos, Ambientales y Diagnéstico (CEBBAD), Universidad Maiménides:; IBYME:;
IBYME, Facultad de Medicina, UBAs
gonzalez.candela@maimonides.edu

El factor de crecimiento transformante beta1 (TGF-31) participa en la homeostasis celular. En trabajos previos describimos que la
administracion “in vivo” de esta citoquina junto con progesterona (P4) a ratones de 3 semanas de edad conduce a un aumento en el
volumen de las células de Leydig (Gonzalez y col., J.Rep. Dev. 2010). El objetivo del presente trabajo fue estudiar los mecanismos de
sefializacion involucrados en la accion de TGF-B1 en presencia o ausencia de P4 y analizar si TGF-B1 puede ejercer un efecto
proliferativo sobre las células de Leydig. Se utilizo la linea celular comercial no tumoral proveniente de ratones inmaduros TM3. Las
células fueron cultivadas en Medio DME-Ham F12 (1:1) suplementado con 5% de suero de caballo y 2,5% de suero fetal de ternero.
Luego de ser sincronizadas, las células fueron incubadas con TGF-B1 (1ng/ml) durante 5,10,15, 30 y 60 min y se analizé la expresion
génica de p15 por Real-time-PCR, factor que bloquea el ciclo celular por inhibicion de CDK4/6. La expresion de p15 fue maxima a los
30 min de incubacion. La incubacién en presencia de U0126 (inhibidor de erk 1/2; 10 pM) SB 203580 (inhibidor de p38; 40 uM) y SP
600125 (inhibidor de JNK; 20 pM) con TFG-B1 indicé que tanto erk 1/2 como p38 estan involucradas en este efecto (p<0,05). En
presencia de P4, TGF-B1 indujo la expresion de erg-1 y de PCNA a los 5 min de incubacion. Mediante el ensayo de proliferacién con
MTT se pudo establecer que TGF-1 en presencia de P4 (1 uM) conduce a un efecto proliferativo (incremento de 150% en TGF-B1 +
P4 respecto de basal, TGF-B1 o P4 individualmente, p<0,05). En este efecto el receptor tipo | ALK-5 no estaria involucrado dado que en
presencia de su inhibidor especifico SB431542 (1,3 10-6 pM) se mantiene el efecto proliferativo de TGF-B1 y P4 (p<0,05). Conclusion:
TGF-B1 puede ser el responsable de la hiperplasia observada en algunas patologias dado que en presencia de P4 puede conducir a
una proliferacion de las células de Leydig.
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042. (141') MELATONINA EN EL TESTICULO HUMANO: SU INFLUENCIA SOBRE LA POBLACION LOCAL DE MA-
CROFAGOS
Rossi S.1; Matzkin M.2; Terradas C.s; Ponzio R.4; Puigdomenech E.s; Levalle O.; Calandra R.7; Frungieri M.s
IBYME:7; IBYME, Cétedra de Bioquimica, Facultad de Medicina, UBA: s; Divisién de Endocrinologia, Hospital Durand, Facultad
de Medicina, UBA:s; Centro de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de Medicina, UBA+ Instituto Médico PREFER,
Facultad de Medicina, UBAs
soledadrossi3@hotmail.com

Melatonina (Mel), presenta efectos anti-proliferativos en lineas celulares de mama, ovario, coriocarcinoma, préstata, colon,
melanoma y neuroblastoma. Recientemente, hemos descripto la presencia de Mel en el testiculo del hamster, y su rol inhibitorio sobre
la produccion de testosterona. El objetivo del presente trabajo ha sido investigar la presencia de Mel en el testiculo humano, y su
influencia sobre la proliferacién de los macréfagos (MAC) gonadales. Se emplearon biopsias testiculares de pacientes que presentan
Hipoespermatogénesis y Arresto Germinal. La concentracion testicular de Mel, determinada a través de un ensayo de ELISA (pg / g de
tejido: 19.317 + 2.008, n=7), correlaciond negativamente con la expresion del antigeno de proliferacion celular (PCNA, Western blot y
densitometria) (r =0.847, P<0.05), y con el nimero de MAC totales (r =0.877, P<0.05), intersticiales (r =0.838, P<0.05), intra-tubulares (r
=0.860, P<0.05), y aquellos localizados en la pared tubular (r =0.797, P<0.05). El numero de MAC fue determinado por
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo especifico para CD68 (marcador de MAC) y un microscopio equipado con un ocular
graduado. Mediante la técnica de microdiseccién por captura laser y amplificacion por RT-PCR, se detectd la expresion de TNFa y de
su receptor TNF-R1 en MAC del testiculo humano. La concentracion testicular de Mel mostré una correlacion negativa con los niveles
de expresion de esta citoquina (r =0.810, P<0.05). Por otra parte, se utilizé la linea celular THP-1 (macréfagos humanos diferenciados a
partir de monocitos por estimulo con forbol-miristato-acetato). Su incubacién en presencia de Mel, produjo una inhibicién significativa en
la expresion de PCNA y TNFa determinadas por Western blot y PCR en tiempo real. En resumen, se detecto la presencia de Mel en el
testiculo humano patolégico, su rol anti-proliferativo sobre la poblacion local de MAC, y su efecto inhibitorio sobre la expresién de TNFa
en estas células inmunes.

043. (10) ONTOGENIA DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS ALFA Y BETA, ENZIVA
AROMATASA Y RECEPTOR DE ANDROGENOS EN EL TESTICULO DE LA VIZCACHA (LAGOSTOMUS MAXIMUS)
Gonzalez C.1; Muscarsel Isla M.z; Leopardo N.3; Willis M.4; Vitullo A.s
Centro de Estudios Biomédicos, Biotecnolégicos, Ambientales y Diagnéstico (CEBBAD), Universidad Maimoénidesi 2345
gonzalez.candela@maimonides.edu

En mamiferos los andrégenos y estrogenos regulan la funcion testicular a lo largo del desarrollo. Los andrégenos han sido muy
estudiados dado su rol en la regulacion de la espermatogénesis y fertilidad. Poco se conoce sobre el efecto de los estrogenos. Su
accion es mediada por receptores especificos alfa (REa) y beta (REB) y se postula que modularian la proliferacion celular. El objetivo de
este trabajo fue estudiar la localizacion y expresion del receptor de andrégenos (RA), REa y B y de la enzima sintetizadora de
estrogenos (aromatasa, ARO) mediante inmunohistoquimica y Real Time PCR y establecer una posible relacion con la proliferacion de
células germinales (CG) mediante el analisis inmunohistoquimico de marcadores de proliferacion (PCNA) y de CG (VASA) en testiculos
fetales (F), perinatales (P), prepuberales (PP) y adultos (A) de la vizcacha, Lagostomus maximus. La expresiéon de PCNA en CG se
mantuvo elevada hasta el periodo prepuberal mientras que el nimero de CG positivas para VASA fue significativamente mayor en
testiculos Ay PP (F: 67,918,8, P: 69,5+3,1, PP: 93,244 4, A: 96,3+7,5, p<0,05). El REa se localizé en CG y células de Sertoli (CS) en
testiculos F, P y PP, y en células de Leydig (CL) de animales A. La expresion del REa fue significativamente mayor en testiculos F y P
respecto de PP y A (F: 0,2+0,11, P: 0,2,£0,06, PP: 0,5+0,02, A: 0,06+0,02, p<0,05). EI RER se localizé en CL y su expresion fue mayor
en testiculos P respecto de F, PP y A (p<0,05). ARO se localizo en CL y su expresién fue mayor en testiculos F y P (p<0,05). RA se
detect6 en las CL durante toda la ontogenia y en testiculos PP y A también se localizé en CS. Estos resultados sugeririan que los
estrégenos producidos por ARO podrian actuar via REa estimulando la proliferacién de CG desde el periodo F hasta el PP. Asi, la
ausencia del REa de las CG en A podria estar relacionada con la aparicion del RA en CS para favorecer el proceso espermatogénico
en el testiculo de Lagostomus maximus.

044. (405) ACTIVIDAD DIFERENCIAL DEL PROTEASOMA EN SEGMENTOS DE EPITELIO SEMINIFERO DE RATON
Zapata Carmona H.1; Morales Retamal P..; Diaz Lois E.s; Jara Gonzalez M.«
Laboratorio de Biologia de la Reproducciéon, Departamento Biomédico, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad de
Antofagastai2ss
hectorzapata.c@gmail.com

Durante la espermatogénesis de mamiferos existen transformaciones celulares que implican, entre otras, degradacién de proteinas.
Parte de esta degradacion es mediada por el sistema ubiquitina proteasoma (SUP) la que se detecta en todos los estados del ciclo del
epitelio seminifero (ECES). Dado que cada ECES agrupa células en diferentes estadios funcionales, nuestra hipotesis plantea que
existiria distinta actividad del proteasoma en los diferentes ECES Para esto, obtuvimos por transiluminacién segmentos de tubulos
seminiferos de ratones sexualmente maduros, que agrupan los ECES IX - XI (PZ); XII - Il (WS); Ill - V (SS); y VI -VIII (DZ). Dichos
segmentos fueron homogenizados y en el extracto proteico se evalud, usando sustratos fluorogénicos, las tres actividades enzimaticas
del proteasoma. Los ensayos se realizaron en presencia y ausencia de un inhibidor especifico (epoxomicina). Ademas, se detectd por
Western blots (Wb), la presencia de las subunidades estructurales y cataliticas del proteasoma y la presencia de proteinas
poliubiquitinadas en los diferentes ECES. Los resultados muestran que las 3 actividades enzimaticas del proteasoma son diferentes en
los segmentos analizados y que la epoxomicina disminuye considerablemente estas actividades. Los andlisis de Wb indican que no
existen diferencias en la expresion de las subunidades estructurales o subunidades con actividad catalitica del proteasoma en los
diferentes ECES. Igualmente, no se encontraron diferencias en los patrones electroforéticos de proteinas poliubiquitinadas. Para
indagar en los mecanismos de regulacién, realizamos ensayos de inmunoprecipitacion en condiciones no reductoras y Wb utilizando
anticuerpos contra proteinas fosforiladas. Los resultados muestran diferencias en los patrones de bandas fosforiladas en los segmentos
analizados. Los resultados sugieren que el proteasoma estaria diferencialmente regulado por fosforilacion en los ECES. Financiamiento
Fondecyt 1080028 y CODEI 2010.
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MODELOS ANIMALES 1

045. (249) PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA CAR BACILLUS EN COLONIAS DE RATAS DE LA REPUBLICA
ARGENTINA.
Carriquiriborde M.s; Cagliada P.2; Laborde J.3; Milocco S.4; Ayala M.s; Carbone C.s
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP123456
mcarriq@fev.unip.edu.ar

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

046. (147) DESARROL'LO DE MODELOS MURINOS PA’RA ESTUDIAR EL PAPEL DE LOS ANTICUERPOS HOMOTIPI-
COS Y HETEROTIPICOS EN LA FIEBRE HEMORRAGICA DEL DENGUE
Mauri A.1; Diaz L.2; Batallé J.s; Acosta P.s; Polack F.s; Talarico L.s
Fundacion Infantii2s46; Vanderbilt Vaccine Center, Medical Center North, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, USAs
amauri@infant.org.ar

El virus dengue (DENV) produce la enfermedad transmitida por artropodos con mayor prevalencia en humanos. Actualmente no se
dispone de una terapia antiviral ni vacunas contra DENV. El 90% de los casos de la fiebre hemorragica del dengue (FHD) sucede en
infecciones secundarias heterdlogas, mientras que el 10% afecta a nifios lactantes durante infecciones primarias. La hipétesis mas
aceptada para explicar el mecanismo de la FHD propone que en presencia de concentraciones sub-neutralizantes de anticuerpos (ac)
anti-DENV se forman complejos virus-ac que facilitan la entrada viral a células fagociticas. En nifios lactantes, el aumento de replicacion
viral se produciria con la disminucion de los ac maternos. El objetivo de este trabajo es establecer modelos murinos de FHD con el fin
de estudiar mecanismos mediados por complejos inmunes responsables de la enfermedad. La estrategia utilizada consté de una
transferencia pasiva de sueros anti-DENV-1, anti-DENV-2 o control a ratones C57BL/6 de 14 y 60 dias de vida por via intraperitoneal
(IP). A las 24 hs post-inoculacién se realizé la infeccion con DENV-2 con 104-106 UFP IP. A los 0, 3 y 7 dias post-infeccién se extrajo
sangre, se determinaron los parametros bioquimicos y se detecté la cantidad de virus por RT-PCR en tiempo real (qQRT-PCR) y la
cantidad de ac por ensayo de ELISA. Se analizaron los cortes histolégicos de bazo, higado y rifién, y se estudié la presencia de DENV-
2 en esos mismos o6rganos por qRT-PCR. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Cuidado de Animales de la
Universidad de Vanderbilt y realizados de acuerdo a las normas éticas internacionales para el uso de animales de laboratorio. Los
modelos murinos de FHD desarrollados manifiestan sintomas de la enfermedad observados en humanos: trombocitopenia, transaminitis
y hemorragias internas. Este trabajo permitira estudiar los mecanismos de la patogénesis de la FHD y contribuird al desarrollo de
vacunas y tratamientos contra la enfermedad.

047. (266) ESTUDIO DE LA INTERFERENCIA CAUSADA POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN RATONES DE LA
CEPA BALB/C-CANN.CG-FOXN1NU TRANSPLANTADA CON LA LINEA TUMORAL HUMANA A549.
Ayala M.1; Cagliada M.z; Milocco S.s; Carriquiriborde M.4; Gentil F.s; Laborde J.s; Maschi F.7; Principi G.s; Carbone C.o
Catedra de Animales de Laboratorio, FCV, UNLP123456789
mayala@fcv.unlp.edu.ar

Entre las cepas de ratones inmunodeficientes disponibles en Argentina se encuentra la BALB/c-CAnNN.Cg-Foxn1nu Se utiliza como
modelo animal para el transplante de tumores humanos. Estos ratones se producen bajo estrictas barreras sanitarias y deben estar
libres de sus patégenos especificos; uno de ellos, oportunista y de los mas frecuentes es Pseudomonas aeruginosa que afecta oido
medio, produce abscesos y lesiones purulentas en diferentes 6rganos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la interferencia que causa
Pseudomonas aeruginosa en ratones BALB/c-CAnN.Cg-Foxn1nu transplantados con la linea tumoral humana A549. Cuarenta ratones
hembras BALB/c-CAnN.Cg-Foxn1nu de 4 a 6 semanas se dividieron en cuatro grupos (G) de 10 animales cada uno: G1, transplantados
con la linea tumoral A549; G2, inoculados con Pseudomonas aeruginosa; G3 transplantados con la linea tumoral e inoculados con
Pseudomonas aeruginosa y G4 control. Siete de los 10 animales del G1 presentaron crecimiento tumoral, los ratones del G2 no
mostraron signos clinicos; los animales del G3 no demostraron signoldgia clinica y el desarrollo tumoral se comporto como en el G1; a
la necropsia se aislé6 Pseudomonas aeruginosa en los animales del G2 y G3; el G4 no presentd lesiones y no se aislo el
microorganismo. Se concluyd que las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa no son fatales en ratones BALB/c-CAnN.Cg-
Foxn1nu y que esta bacteria no interfiere en el desarrollo del tumor.
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048. (245) UTILIZACION DEL RATON BALB/C EN LA CARACTERIZACION PATOGENICA DE CEPAS DE TRITRICHO-
MONAS FOETUS
Doumecq L.1; Monteavaro C.z; Cacciato C.s; Echevarria H.s; Soto P.s
Laboratorio de Microbiologia Clinica y Experimental, SAMP, FCV, UNCPBA12345
ldoumecq@vet.unicen.edu.ar

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

049. (264) ESTUDIO DE LA PREVAL[ENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DIMINUTO DEL RATON EN COLO-
NIAS DE RATONES DE LA REPUBLICA ARGENTINA.
Laborde J.s; Carriquiriborde M.2; Cagliada P.s; Milocco S.4; Ayala M.s; Cid De La Paz V.s; Galosi C.7; Carbone C.s
Céatedra de Animales de Laboratorio, FCV, UNLP:; Céatedra de Animales de Laboratorio y Bioterio, FCV, UNLP:s45s; Catedra de
Virologia, FCV, UNLP, Comisién de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Airess7
juanmartinlaborde@gmail.com

La presencia de agentes infecciosos en animales de laboratorio es un serio problema en las investigaciones biomédicas. Algunos
microorganismos patégenos pueden inducir signos clinicos o causar infecciones subclinicas y modificar parametros fisioldgicos con
alteraciones en los resultados experimentales. El Virus Diminuto del Raton (MMV) pertenece a la Familia Parvoviridae y es de alta
prevalencia en colonias de ratones y un contaminante de tumores trasplantables. EIl MMV requiere de células en divisiéon para repli-
carse. La misma se produce en érganos como el pancreas, intestino delgado, érganos linfoides, higado y rifiones. El virus se libera y
transmite a través de las heces y la orina. Los animales sanos se infectan al ponerse en contacto con el animal enfermo o heces y orina
provenientes del mismo. El virus ingresa por via oronasal para luego diseminarse. La signologia clinica se manifiesta diferente en
animales inmunocompetentes y en inmunodeficientes. En general los primeros no manifiestan la enfermedad clinica a menos que estén
sometidos a un estrés, mientras que en los segundos es mas frecuente observar alteraciones en su comportamiento y en su
anatomofisiologia. También puede reducir la tasa de crecimiento tumoral directamente o impedir su desarrollo (oncdlisis), interfiere con
la seleccién de nuevos trasplantes y provoca una reduccién quimica de los tumores. En el presente estudio se controlaron 616 sueros
de ratones provenientes de instituciones estatales y privadas en un periodo de 4 afios (2007-2010) por el método serolégico de
inmunofluorescencia indirecta (IFl). Los resultados que se obtuvieron fueron del 15,38 %, 22,84 %, 17,78 % y 29,89 respectivamente
para cada afio y un promedio general de 21,92 %. Se concluy6 que la prevalencia de este virus en colonias convencionales de nuestro
pais responderia a que no se han establecido suficientes unidades de produccion y experimentacién que cuenten con una
infraestructura eficiente y un manejo adecuado.

050. (648) AUCYTAL - ASOCIACION URUGUAYA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ANIMALES DE LABORATORIO.
Arévalo A.1; Moller R.2; Saldafia J.s; Urbanavicius J.s; Francescoli G.s; Schlapp G.s
Instituto Pasteur de Montevideo:;, AUCYTALzs456
aparevalo@pasteur.edu.uy

La Asociacion Uruguaya de Ciencia y Tecnologia de Animales de Laboratorio es una asociacion sin fines de lucro de caracter
cientifico, creada en noviembre de 2006. Esta organizacién, donde participan instituciones universitarias y no universitarias publicas y
privadas, surgié ante la necesidad de generar un espacio comun de trabajo e intercambio entre investigadores y usuarios de animales
de experimentacion. Cumpliendo con uno de sus principales objetivos, la AUCYTAL promovié la redaccion de la Ley Nacional N° 18.611
“Utilizacion de Animales en Actividades de Experimentacién, Docencia e Investigacion Cientifica”, aprobada en 2009, posteriormente
integrando la Comision Nacional de Experimentacion Animal (CNEA) creada en dicha Ley. Los fines de la AUCYTAL son: Racionalizar y
mejorar el uso de los animales de experimentacion y promover la relacién e intercambio de conocimientos entre los profesionales de
esta ciencia; Difundir y aplicar la Ley 18.611 asi como principios éticos en uso de animales de experimentacion; Asesorar a las
Comisiones de Etica en el Uso de Animales (C.E.U.A), exigidos en la Ley 18.611; Desarrollar las relaciones interdisciplinarias en
relacion a la Ciencia de Animales de Experimentacion; Promover el relacionamiento y colaboracién con entidades extranjeras y
asociaciones dedicadas a fines analogos. Desde su creacion ha participado en congresos de asociaciones similares. A través del
dictado de cursos, talleres y/o seminarios la AUCYTAL ha procurando transmitir y concientizar sobre la importancia de realizar un
manejo responsable y uso racional de animales utilizados en experimentacion. Estas actividades han contado con la participacion de
profesores extranjeros y nacionales reconocidos internacionalmente. Cabe destacar que en julio de 2011, la AUCYTAL co-organizé
junto a la Escola Politécnica J. Venancio (Fundagado Oswaldo Cruz, Brasil) el primer curso de Bioseguridad en Bioterios realizado en
Montevideo.
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051. (312) EFECTO DE NUCLEOTIDOS EXTRACELULARES EN LA DIFERENCIACION DE OSTEOBLASTOS DE RATA
NEONATA E IMPLICANCIA EN EL CICLO CELULAR.
Ayala P V.1; Santillan G..
Departamento Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur, CONICET;:
vayala@criba.edu.ar

El hueso se encuentra expuesto a diferentes estimulos mecanicos, durante los movimientos, injuria e inflamacién durante los
traumatismos, que resultan en la liberaciéon celular de ATP y UTP. Asi estos nucleétidos o sus metabolitos pueden actuar sobre
receptores P2 (P2X, ionotropicos y P2Y, metabotropicos) de la membrana plasmatica para inducir diversas respuestas en las células
6seas. Previamente, mediante el empleo de la linea celular ROS17/2.8 y cultivos primarios de osteoblastos obtenidos de calvaria de
rata neonata, evidenciamos que el ATP estimula la proliferacién de osteoblastos a través de la activacion de receptores P2Y2 y las vias
de sefializacion de las MAPKSs y PI3K/Akt. También, observamos un incremento significativo (33 % respecto al control) en la actividad
fosfatasa alcalina (FAL) luego de 7 dias de tratamiento de los osteoblastos primarios con ATP 10 pM en un medio osteogénico
(conteniendo acido ascorbico 300 pM y B-glicerofosfato 10 nM). En el presente trabajo estudiamos la participacion de los diferentes
subtipos de receptores P2 en la estimulacion de la actividad FAL y su efecto a nivel del ciclo celular en ambos tipos celulares. Se evalud
la respuesta a distintos agonistas purinérgicos (UTP, UDP, ADP, ATP-y-S) en funcion del tiempo de tratamiento. La actividad FAL se
determiné por un método enzimatico y para estudiar el ciclo celular se realizaron experimentos de incorporacion de ioduro de propidio
(PI) seguido del andlisis por citometria de flujo. El tratamiento con ATP é ATP-y-S 10 uM estimul6 el pasaje de la fase G1 a S del ciclo
celular a las 16 hs de tratamiento. Ademas, el ATP, ATP-y-S y UTP 10 uM indujeron un aumento en la actividad FAL a partir del cuarto
dia en los osteoblastos primarios, mientras que la linea celular resulto refractaria a este efecto. Estos resultados sugieren un rol para los
receptores P2Y2 (responsivos a ATP y UTP) en la maduracién de osteoblastos.

052. (558) EFECTOS METABOLICOS DEL CONSUMO DE ACEITE DE GIRASOL ALTO OLEICO DURANTE EL CRE-
CIMIENTO
Orzuza R.s; Alsina E.2; Gatchenko M.s; Mancuso A.«; Rodriguez P.s; Zago V.s; Scherier L.7; Friedman S.s; Macri E.s
Facultad de Odontologia, UBA:; Cétedra de Bioquimica, Facultad de Odontologia, UBA: s + 5 s o; Laboratorio Lipidos y
Lipoproteinas, INFIBIOC, Fac Farmacia y Bioquimica, UBAs7
orzuzaricardo@hotmail.com

El aceite de girasol alto oleico (AGAO, rico en w9) se esta utilizando de forma masiva en diferentes productos alimentarios. Sin
embargo, el efecto metabdlico de su consumo tanto en individuos sanos como en hipercolesterolémicos (HC) no ha sido
suficientemente estudiado. Objetivo: investigar en ratas en crecimiento sanas o con HC, el efecto del consumo de dietas ricas en AGAO
sobre el crecimiento corporal, los parametros cardioprotectores [colesterol total (Col-T), triglicéridos (TG), Col-HDL y Col-noHDL], el
indice hepatosomatico (IH), el % de grasa corporal (% G) y %visceral (%GV) y la densidad (DMO) y contenido mineral éseos (CMO) de
esqueleto total. Ratas Wistar macho (n=24) de 21+2d fueron asignadas aleatoriamente a uno de 3 grupos. Durante 8 semanas, el grupo
control (C) recibié dieta AIN-93G y el grupo AGAO, aceite de girasol alto oleico. El restante, recibié por 3 semanas (T3) una dieta
aterogénica rica en grasa saturada (GS) y Col. Luego por 5 semanas (T8) se reemplazé la GS por AGAO + col (col-AGAO). A T3 se
midié en los 3 grupos la colesterolemia total (col-T, mg/dL) y a T8: col-T (mg/dL), triglicéridos (TG, mg/dL), col-HDL (mg/dL), col-
noHDL(mg/dL), DMO (g/cm2) y CMO (g) totales (DXA, Lunar DPX); IH, %G y %GV. Semanalmente se registraron peso (P, g) y longitud
(L, cm) corporales expresados como velocidad de ganancia de peso (VGP, g%) y longitud (VGL, cm/10cm) corporales y el consumo
(g9/P 0.75/d). Resultados (media + DE, ANOVA.SNK, nivel de significacion 5%). A T3, se observé hipercolesterolemia en col-AGAO. A
T=8, consumo, IH, % G, %GV, TG, col-T y noHDL-col fueron significativamente mayores en col-AGAO vs. C y AGAO (p<0.001).
Contrariamente, VPG, HDL-Col, CMO, CMO/P y DMO resultaron menores en col-AGAO vs. C y AGAO. El efecto negativo sobre los
parametros cardioprotectores y la masa désea sugieren que el manejo nutricional de individuos con HC no resultaria adecuado con
dietas ricas en w9 provenientes del AGAO. UBACyT O-008 y O-015.

053. (285) ESTRADIOL (E2) Y PROGESTERONA (PO) FECALES EN MONAS CEBUS APELLA CICLANDO, POSTME-
NOPAUSICA Y CASTRADA. COMPARACION CON LOS VALORES PLASMATICOS DEL CICLO MENSTRUAL.
Farinati Z.1; Gette G.2; Moreno Ayala M.s; Porta M.4; Lahoz M.s; Manzur T.s; Nagle C.7
CEMIC1234567
Zfarinati@cemic.edu.ar

La investigacién en reproduccion requiere obtener datos hormonales, siendo de eleccién los valores en plasma. Trabajando con el
mono Cebus apella en cautiverio son necesarias punciones venosas repetidas, por lo que el trabajo es laborioso y puede provocar
estrés en los animales, afectando los resultados. Por tal razén nuestro objetivo fue encontrar un método no invasivo de medicion
hormonal de igual precision que el plasmatico. Como en el Cebus los esteroides se eliminan no conjugados, desarrollamos una
metodologia que extrae los esteroides de materia fecal con etanol absoluto, evapora a sequedad, resuspende el residuo en buffer y
mide E2 y Po por inmunoensayo. Para validarlo se obtuvieron muestras diarias durante 14 dias del ciclo de una mona en edad fértil. La
puncién venosa se efectud a las 9 hs y la recoleccion de materia fecal entre las 9:30 y las 16:30 hs (7hs totales). Se midieron E2 y Po
en plasma y en heces. La comprobacion fisiolégica se completé con datos fecales de mona postmenopausica y de mona castrada. Los
resultados fueron los siguientes: A) En ciclo menstrual, la relacién de E2 plasmatico en pg/mL/ E2 fecal en ug/7hs fue: 455/10 el dia 1,
706/59 el dia 5y 539-41 el dia 14; la relacién Po plasmatica en ng/mL/Pofecal en ug/7hs: 20/9 el dia 1;85/9 el dia 5; 219/87 el dia 11y
10/16 el dia 14 B) En postmenopausia, en 3 semanas sucesivas, el E2 fue 4,5; 5,5; y 7,4, y la Po 3,3; 1,2; y 2,7, todos en ug/7hs. C) En
mona castrada: a los 13, 19, 26 y 34 dias postcastracion el E2 fecal fue 0,31; 0,32; 0,23 y 0,19, y la Po fecal 2,8; 2,7; 3,3; y 1,8, todos
en ug/7hs. La conclusién sobre los resultados obtenidos es que permiten aceptar la validez de las mediciones de E2 y Po fecales en el
Cebus apella, como alternativa valida a las mediciones plasmaticas.
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054. (24) RSUME REGULA LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES POR SUMOILACION
Druker J.1; Gerez J.2; Rein T.3; Holsboer F.4; Arzt E.s
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA e Instituto de Investigaciéon en Biomedicina de Buenos
Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad Max Planck: s; Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemanias+
Jjimedruker@fbmc.fcen.uba.ar

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

055. (33) CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR LA HORMONA CRH EN CELULAS NEURONALES HIPOCAM-
PALES
Inda C.1; Bonfiglio J.2; Holsboer F.3; Arzt E.4; Silberstein S.s
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA e Instituto de Investigacién en Biomedicina de Buenos
Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad Max Planck 245, Max-Planck Institute of Psychiatry, Munichs
carolinainda@fbmc.fcen.uba.ar

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

056. (222) IDENTIFICACION DE LA TIROSINA FOSFATASA SHP2 COMO MEDIADORA DE LA INDUCCION DE ACSL4 Y
STAR Y PRODUCCION DE ESTEROIDES ESTIMULADAS POR AMPC EN CELULAS DE LEYDIG MA-10
Cooke M.s; Orlando U..; Maloberti P.s; Podesta E.«; Cornejo Maciel F.s
Facultad de Medicina, UBA12345
mcooke@fmed.uba.ar

La activacion de tirosina fosfatasas (TPs) es un proceso universal necesario para la sintesis de esteroides en zona fasciculata y
glomerulosa de glandula adrenal y en células de Leydig testiculares. La defosforilacion de proteinas en residuos de tirosina se requiere
luego de la produccion de AMPc para la induccion de una proteina clave de la cascada de transduccion de la sefial hormonal: la acil-
CoA sintetasa 4 (ACSL4). Previamente verificamos que la sobreexpresién de una forma cataliticamente activa de la TP SHP2 en
células de Leydig MA-10 incrementa la induccién de ACSL4, de StAR y de la esteroidogénesis estimuladas por el segundo mensajero
cAMP. Los efectos observados podrian deberse a un efecto inespecifico ejercido por los altos niveles de la SHP2, reemplazando la
funcién de otra TP. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar que la SHP2 es la fosfatasa enddégena necesaria para
regular los niveles de ACSL4, StAR vy esteroidogénesis. Para ello se disminuyeron los niveles endégenos de la SHP2 en células de
Leydig de la linea MA-10, utilizando un shRNA especifico para esta TP. El knock down de SHP2 produjo una disminucion significativa
en la produccién de progesterona (P4) estimulada por 8Br-AMPc (concentracion P4 en el medio de cultivo, en ng/ml: mock + cAMP = 60
+ 12 vs SHP2-shRNA + cAMP = 34 + 5; p<0,05). La disminucion en los niveles de SHP2 también disminuy6 los niveles de ACSL4 (p <
0,01 vs mock) y StAR (p < 0,001 vs mock) analizadas por Western Blot. La participacién de SHP2 en la regulacion de la
esteroidogénesis a través de ACSL4 fue corroborada por estudios de cotransfeccion en los que se realizé el knock down de ACSL4 en
células MA-10 que sobreexpresan SHP2. Concluimos que SHP2 es la TP que interviene en la activacién de la esteroidogénesis y que lo
hace a través de la induccion de ACSL4.
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057. (341) PARTICIPACION DE AMPC-EPAC EN LA ADIPOGENESIS DE FIBROBLASTOS 3T3-L1
Gabrielli M.1; Martini C.z; Vila M.s
Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA 23
mgabrielli@qgb.fcen.uba.ar

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

058. (411) HIPOTIROIDISMO CONGENI]’O: PAPEL DE LA OXIDO NITRICO SINTASA NEURONAL DURANTE EL
DESARROLLO POSTNATAL DEL HIGADO Y CEREBRO EN LA RATA.
Elguero E.1; Kersting S.2; Finocchietto P.s; Alippe Y.s; Cosarin M.s; Poderoso J.s; Carreras M.7
Laboratorio de Metabolismo del Oxigeno, Hospital de Clinicas, FFyB, UBA, CONICET1 234567
eugeelguero@gmail.com

El o6xido nitrico (NO) es un radical libre que regula varias funciones celulares. Previamente demostramos que la expresion
mitocondrial de oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) se modula durante el desarrollo neuronal y hepatico en la rata controlando vias de
proliferacion y arresto celular en relacion a los niveles de NO mitocondrial y especies reactivas del oxigeno (ROS). El status tiroideo
regula el metabolismo mitocondrial y la funcién respiratoria y el estadio postnatal es el periodo de maxima sensibilidad a hormonas
tiroideas (HT). Para determinar cambios producidos por el hipotiroidismo congénito en la expresion mitocondrial de nNOS en el
desarrollo postnatal, se compararon ratas prefiadas en dos grupos: control (C) e hipotiroideo (H), por administracion de metimazol
desde el dia 9 de gestacion y se estudiaron las crias en los dias 5-15 y 30 postnatales (P5-P15-P30). El peso corporal fue mayor en el
grupo C 12,8+0,5 respecto al grupo H 9,6+0,1 (P5; p<0,05) y de 146,3+10 C vs. 61,243 en H (P30; p<0,05). La expresion de nNOS
evaluada por WB aumento en H en citosol respecto a C en cerebro e higado, mientras que en mitocondrias este aumento se observo en
P5-P15 en cerebro y P5-P30 en higado en H. La actividad de nNOS por [H3]citrulina (pmoles NO/min.mg) en la fraccién mitocondrial
fue 311 en H vs. 69,25 C (p<0.046) en cerebro/P15 mientras que en higado el aumento maximo se aprecié en P30, 130 en H vs. 37 en
C (p<0.005); estos resultados se confirmaron por mediciéon de NO con DAF-FM. La actividad del complejo | de la cadena respiratoria,
resulté inhibida por NO en el grupo hipotiroideo en P5 y P15 (p<0,026 y p<0,012) en cerebro mientras que en higado la inhibicién del
complejo | se alcanzé en P30 (p<0,045). Concluimos que hay un periodo critico de accién de TH acompafiado de un incremento
mitocondrial de NO en el hipotiroidismo que resulta en inhibicion del complejo | y que esta modulacién presenta patrones diferentes
durante el desarrollo en ambos 6rganos.

059. (430) CARACTERIZACION DE LA MODULACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-KAPPAB MEDIADA POR
PROTEINAS FKBPS
Erlejman A.:; Molinari A.2; Mazaira G.s; Galigniana M.«
Depto. Quimica Biolégica, FCEN, UBA+s; Depto. Quimica Biolégica, FCEN, UBA, IBYME, CONICET:+
erlejman@gqb.fcen.uba.ar

El factor de transcripcion NF-kB (RelA/p50) regula genes involucrados en la inflamacién, diferenciacién y muerte celular. Su
activacion es mediada por la fosforilacién del inhibidor IkB y posterior degradacion, lo que libera a NF-kB para translocar al ntcleo.
Previamente observamos que las FK506 binding proteins (FKBPs) modulan la actividad transcripcional NF-kB. Las FKBPs se
caracterizan por presentar un dominio con actividad enzimatica de peptidil-prolil-cis/trans-isomerasa (PPlasa) y un dominio TPR (series
de 34 aa) de interaccion con otras proteinas. El objetivo de este trabajo fue estudiar las caracteristicas de esta modulacién. En células
HEK 293T estimuladas con PMA (100ng/ml) se analizé la induccién de un gen reportero con sitios promotores para NF-kB. Mientras
que FKBP51 mostré efectos inhibitorios, FKBP52 mostré un efecto amplificador de la respuesta, el que fue revertido por FKBP51.
Asimismo, no se observo estimulacion en la actividad de NF-kB inducida por PMA en células HEK 293 transfectadas con FKBP52 que
sobreexpresan de manera estable a FKBP51. La preincubacion con FK506 (inhibidor de la actividad PPlasa) previno la estimulacion
mediada por FKBP52 sin afectar el efecto inhibitorio de FKBP51 sobre NF-kB. La cotransfeccion del dominio TPR disminuy6 por
competencia el efecto modulador observado para ambas FKBPs. Se estudio la cinética de translocacion nuclear de NF-kB por IFI,
observandose que FKBP52 aumentd el tiempo de permanencia de NF-kB en el nlcleo, mientras que FKBP51 inhibié parcialmente su
translocacion nuclear. FKBP51 coinmunoprecipité con RelA en condiciones basales, siendo el complejo disociado en células
estimuladas con PMA. Concluimos que FKBP51 y FKBP52 modulan la actividad transcripcional de NF-kB actuando en forma
contrapuesta, siendo relevante la actividad PPlasa de FKBP52 asi como la interacciéon via dominios TPR con otras proteinas. Este
efecto tiene lugar tanto a nivel de la translocacion de NF-kB y/o en su sitio promotor.
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060. (436) LA FOSFORILACION DE STAT3 EN SER 727 INDUCIDA POR PROGESTAGENOS ES NECESARIA PARA SU
ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL Y PARA PROMOVER EL CRECIMIENTO DE CELULAS DE CANCER DE MAMA
Tkach M.s; Rivas M.; Diaz Flaqué M.s; Proietti C.4; Charreau E.s; Elizalde P.s; Schillaci R.7
IBYME 1234567
mercedes.tkach@gmail.com

Previamente demostramos que el acetato de medroxiprogesterona (MPA) induce la fosforilacion de Stat3 en Tyr705 y su activacion
transcripcional en células de cancer de mama humano, T47D, y en células murinas progestageno-dependientes, C4HD. Ademas,
comprobamos que el MPA, via p42/44 MAPK, induce la fosforilacion de Stat3 en el residuo Ser 727 (S727). En este trabajo evaluamos
si la fosforilacion de Stat3 en S727 es requerida para una completa activacion transcripcional de Stat3 inducida por progestagenos y su
participacion en la proliferacion celular. Para ello, co-transfectamos células C4HD con el plasmido 4xm67-luciferasa, que contiene sitios
de union a Stat3, y con un vector de expresion de Stat3 wild-type (wt) o de Stat3 mutada en S727 (Stat3S/A). La presencia de la
proteina mutante bloque6 la capacidad del MPA de aumentar la actividad luciferasa (p<0,05). Al explorar la activacién del promotor de
ciclina D1 (cicD1) inducido por MPA observamos que las células C4HD y T47D transfectadas con Stat3S/A no mostraron un aumento
de la actividad transcripcional de cicD1 a diferencia de las transfectadas con Stat3 wt (p<0,05). Mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) demostramos que la transfeccion con Stat3S/A impide el reclutamiento de Stat3 a su sitio de
union en el promotor del gen de la cicD1 inducido por MPA. La transfeccion con Stat3S/A resulté en una inhibicién de la proliferacion
celular inducida por MPA, medida por incorporacién de timidina-3H (p<0,001). Finalmente exploramos el requerimiento de pStat3 S727
para el crecimiento in vivo dependiente de MPA de células C4HD y observamos una inhibiciéon del crecimiento tumoral en el grupo de
ratones inyectados con células transfectadas con Stat3S/A (p<0,01). Demostramos por primera vez que la fosforilacion de Stat3 en
S727 es necesaria para la completa activacion transcripcional de Stat3 y para la proliferacion celular de células de cancer de mama
inducida por MPA tanto in vitro como in vivo.

061. (537) REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE LA ACIL-COA-SINTETASA-4 (ACSL4) POR CREB Y SP1 EN CE-
LULAS ESTEROIDOGENICAS
Cooke M.1; Orlando U.; Cornejo Maciel F.s; Maloberti P.4
Facultad de Medicina, UBA1234
mcooke@fmed.uba.ar

Los niveles intracelulares de acido araquidonico (AA) son regulados en respuesta a diferentes agonistas fisiolégicos en diferentes
tejidos. Hemos demostrado previamente la existencia de un nuevo mecanismo de liberacién compatimentalizada de AA en el que
participa la enzima ACSL4 como marcapaso. ACSL4 estéa involucrada también en la formaciéon de dendritas en sistema nervioso, en la
fusion de membranas y en la produccién de eicosanoides en células tumorales lo que favorece la agresividad tumoral. Los niveles de
expresion de ACSL4 son regulados hormonalmente a través del AMPc en células esteroidogénicas. Previamente clonamos vy
caracterizamos a través de deleciones unidireccionales la secuencia minima del promotor de ACSL4 que es regulada por AMPc. Esta
secuencia minima, 150 pb rio arriba del inicio de la transcripcién, contiene sitios consenso para los factores de transcripcion SP1 y
CREB, entre otros y no posee una secuencia TATA box. El objetivo de este trabajo fue demostrar el rol de los factores CREB y SP1 en
la regulacion transcripcional de ACSL4. A través de ensayos de EMSA comprobamos que estos sitios consenso unen especificamente
factores de transcripcion. La mutacién sitio dirigida de los sitios consenso tanto de SP1 como CREB a través del método de
megaprimers produce una disminucion significativa de la actividad tanto basal (p<0,001) como estimulada por 8Br-AMPc (p<0,001) para
SP1 y solo reduce significativamente la estimulacion mediada por AMPc (p<0,01) sin afectar la actividad basal del promotor para CREB.
Para comprobar la unién de estos factores de transcripcion a la secuencia promotora de ACSL4 realizamos ensayos de CHIP. Tanto
fosfo-CREB como SP1 se unen al promotor de ACSL4 y esta unién se incrementa por AMPc. Estos resultados muestran por primera
vez el papel de SP1y CREB en la regulacion de ACSL4.
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062. (728) MIELOPEROXIDASA Y CERULOPLASMINA EN PACIENTES CON PANCREATITIS AGUDA.
Serra C.1; Bustos M.z; Yapur V.3; Lopez Mingorance F.4; Sorda J.s; Negri G.s; Di Carlo M.~
Laboratorio de Gastroent. y Enzimologia Clinica, Cpto Bioquimica Clinica, FFyB, UBA: 2 s 4 6 7; Servicio de Gastroenterologia,
Hospital de Clinicas, UBAs
dicarlo@ffyb.uba.ar

La pancreatitis aguda(PA), enfermedad inflamatoria pancreatica de fisiopatologia compleja y en continto estudio. Es autodigestiva,
con activacion prematura y retencion de las enzimas en las células acinares.El dafio pancreatico y peripancreatico consecuente es muy
variable, y orienta al prondstico y tratamiento. Posibles marcadores de inflamacion son: Proteina-C-reactiva(PCRus) vy
Ceruloplasmina(Cp), ambas de fase aguda y sintesis hepatica,PCR es inducida por liberacion de interleuquinas, como interleukina
6(IL6);Proteina asociada a la pancreatitis(PAP), se sobreexpresa ante la injuria pancreatica, con propiedades antiinflamatorias; y
Mieloperoxidasa(MPO), hemoenzima de neutrdfilos, monocitos y macréfagos, productora de potentes oxidantes. Objetivo: Determinar
los marcadores de inflamacion: PCR, Cp, IL6, PAP y MPO en el suero de pacientes controles y con PA, para establecer diferencias
entre ambos. Materiales y Métodos:Se estudiaron pacientes: controles(C-n=11, 58+12afios, 3H/8M); y PA(n=15, etiologia biliar,
24hs.evolucién; 69+17afios, 5H/10M). Consentimiento informado-Comité Etica-FFyB-UBA. Se determiné: PCRus y Cp(métodos
automatizados); PAP(Enzimoinmunoensayos), IL6(quimioluminiscencia) y MPO(Método Cinético modificado). Analisis estadistico por:
Tests Student/Mann-Whitnney y correlacion de Spearman. Significancia P<0,05 (SPSS-16). Resultados:Se observan:-en PA en relacion
a C aumentos significativos(P<0,001):PCRus, IL6, PAP y MPO; vy disminucién significativa(P<0,05):Cp,-asociaciones
significativas(P<0,05) positivas de MPO y negativas de Cp con: PCRus, IL6 y PAP, y asociacion negativa no significativa de MPO y Cp.
Conclusiones: En PA, el comportamiento de las actividades de MPO y Cp, orientan a pensar en el efecto inhibitorio de una oxidasa
sobre la otra, sin determinar la relacion estequimétrica de la inhibicion. Asi la Cp, inhibidor natural de MPO impediria que esta exacerbe
el cuadro inflamatorio durante el proceso agudo de la pancreatitis.
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063. (299) EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE DISMINUYE LOS NIVELES DE TNF-ALFA E IL-1 BETA EN ENCIA DE
RATAS CON PERIODONTITIS EXPERIMENTAL SOMETIDAS A ESTRES
Rettori E.1; De Laurentiis A.2; Luce V.3; Zorrilla Zubilete M.«; Elverdin J.s
Departamento de Fisiologia, Facultad de Odontologia, UBA+s; CEFYBO, Facultad de Medicinazs+
elisarettori@yahoo.com.ar

Periodontitis es una enfermedad infecciosa que causa una respuesta immuno-inflamatoria en la cual TNF-alfa (TNF) e IL-1 beta (IL-
1) tendrian una relacion directa con la destruccion tisular y la reabsorcion ésea. El sistema endocannabinoide gingival podria ejercer
una accioén anti-inflamatoria, por lo cual el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del endocannabinoide anandamida (AEA) y/o
los antagonistas de los receptores cannabinoides sobre el contenido de TNF e IL-1 en la encia. Periodontitis (P) fue inducida en ratas
macho Wistar colocando un hilo alrededor de los primeros molares inferiores por 7 dias. El estrés se indujo por inmovilizaciéon durante 2
horas, dos veces por dia durante 7 dias (n=6 ratas por grupo). La AEA (10-8M) y/o antagonistas para CB1 (AM251, 10-6M) y para CB2
(AM630, 10-6M) fueron inyectados en las encias alrededor de los primeros molares 15 min antes de cada periodo de inmovilizacion. La
periodontitis fue confirmada morfométricamente midiendo la distancia desde limite amelocementario a la cresta ésea. La AEA bloqued
el aumento de TNF y este efecto no se observd en presencia de los antagonistas de receptores cannabinoides. La AEA también
bloqued el aumento de IL-1 (Western blot). Asimismo, la AEA disminuy6 los niveles séricos de corticosterona. En conclusion el sistema
endocannabinoide actuaria disminuyendo la respuesta inflamatoria en la periodontitis. (CONICET PIP 02546, ANPCyT PICT 06-258).

064. (291) EFECTO DEL ENTEROGLUCAGON TIPO 2 (GLP-2) SOBRE EL METABOLISMO Y ELIMINACION BILIAR, IN-
TESTINAL Y RENAL DE 1-CLORO-2,4-DINITROBENCENO (CDNB).
Villanueva S.1; Perdomo V.2; Ruiz M.3; Rigalli J.4; Luquita M.5; Catania V.6; Mottino A.7
IBYME1234567
ssmv77@yahoo.com.ar

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

065. (289) REGULACION DE LA EXPRESION DE TRANSPORTADORES ABC POR ESTROGENOS Y FITOESTROGE-
NOS EN CELULAS CACO-2.
Arias A.1; Villanueva S.z2; Ruiz M.s; Catania V.4, Mottino A.s
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET), Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (Universidad Nacional
de Rosario)12345
arias@ifise-conicet.gov.ar

Los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) median el eflujo celular de diversos endo- y xenobidticos. Se evalud la influencia
del estrégeno natural Estradiol (E2), del estrégeno sintético Etinilestradiol (EE) y del fitoestrégeno Genisteina (GNT), sobre los niveles
de expresion de la proteina de resistencia a multidrogas 1 (MDR1) y de las proteinas asociadas a resistencia a multidrogas 2 y 3 (MRP2
y MRP3), en un modelo de epitelio intestinal humano, la linea celular Caco-2. Los niveles proteicos y de ARNm se determinaron por
westernblot y PCR en tiempo real, respectivamente. Las células se trataron durante 48 hs con dosis fisiolégicas y farmacoldgicas de E2
o EE (0.05 pM a 5 nM) y con dosis de GNT asociadas a la ingesta de soja (0.1 nM a 10 pM). Los resultados (p<0.05, n=4-6), muestran
un aumento en la expresion proteica de MDR1 en células tratadas con 0.5y 5 pM de EE y 1.0, 10 y 1000 nM de GNT respecto de los
controles (+158%, +162%, +87%, +97% y +99%, respectivamente), con un aumento paralelo en su ARNm a las dosis 5 pM de EE y
1000 nM de GTN (+32% y +70%). La expresioén proteica de MRP2 aumenté en células tratadas con 5 nM de E2 (+36%), 0.5 y 5 pM de
EE (+75% y +88%) y 0.1, 1.0, 10 y 1000 nM de GNT (+139%, +325%, +401% y +120%), mientras que su ARNm no fue afectado. MRP3
aumenté sus niveles de expresion proteica a las dosis 5 pM de E2 y EE (+92% y +75%) y 10 uM de GNT (+87%), con un aumento
concomitante en su ARNm a 5 pM de E2 y EE (+100% y +97%). Se concluye una induccién tanto de los transportadores apicales MDR1
y MRP2 como del transportador basolateral MRP3 por estrégenos, a través de mecanismos de regulacion diferentes (transcripcional vs.
pos-transcripcional). Este efecto contribuiria a la prevencion de la absorcién intestinal de xenobiéticos dietarios, sustratos de los
transportadores ABC estudiados, asi como a la proteccion del enterocito mismo, en condiciones de embarazo, anticoncepcion o ingesta
de fitoestrogenos dietarios.
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066. (252) LA BILIRRUBINA NO CONJUGADA (BNC) PREVIENE LAS ALTERACIONES INDUCIDAS POR ESTRES OXI-
DATIVO (EO) SOBRE EL CITOESQUELETO DE ACTINAY LA FUNCION SECRETORA BILIAR
Basiglio C.1; Toledo F.;; Arriaga S.s; Sanchez Pozzi E.s; Ochoa J.s; Mottino A.s; Roma M.z
IBYME: 2; Area Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la UNRs INSTITUTO DE
FISIOLOGIA EXPERIMENTAL:s57
basiglio@ifise-conicet.gov.ar

El EO contribuye a la patogénesis y progresion de numerosas enfermedades hepaticas, en parte ejerciendo una alteracion co-
lestasica. La bilirrubina es un importante antioxidante enddgeno con propiedades citoprotectoras, de potencial aplicacion en el
tratamiento de dichas hepatopatias. Previamente, demostramos en duplas aisladas de hepatocitos de rata (DAHR) que la
internalizacion de transportadores canaliculares secundaria a la desorganizacion de actina media el efecto colestasico del pro-oxidante
modelo tert-butilhidroperéxido (tBOOH), y que concentraciones fisioldgicas de BNC previenen esta alteracion. El presente trabajo tiene
como objetivo evaluar la capacidad de BNC para limitar las alteraciones en la funcién secretora biliar inducida por tBOOH en el higado
aislado y perfundido de rata (HAPR), un modelo con estructura epitelial conservada similar a la condicion fisiolégica. Se estudié también
la capacidad de BNC para prevenir la desorganizacién de actina, evaluada en DAHR por i) formacion de ampollas de membrana
plasmatica (“blebs”), visualizadas por contraste de fase, y ii) disminucion del % de actina pericanalicular por redistribucién al cuerpo
celular, estudiada por microscopia confocal de F- actina marcada con faloidina-Cy3 y posterior andlisis de imagen. tBOOH (125 uM)
indujo la formacion de “blebs” de membrana, y el pre-tratamiento con BNC (17,1 uM) previno significativamente esta alteraciéon (3043
vs. 68+2%, p<0.05). La disminucién del % de actina pericanalicular también fue prevenida por BNC (738 vs. 39+6%, p<0,05). En
HAPR, tBOOH (75 puM), perfundido durante 10 min, disminuyé agudamente el flujo biliar, y BNC (2,1 pM; perfundida 15 min antes que
tBOOH) previno completamente esta alteracion (0,8+0,2 vs. 1,5+0,3 pl/min/g hig, p<0,05). Concluimos que BNC ejerce un rol
anticolestasico en condiciones de EO, previniendo la desorganizacion de actina y la consecuente internalizacion endocitica de
transportadores canaliculares relevantes para la secrecion biliar.

067. (158) ESTUDIO DEL AREA NEURONAL DEL PLEXO MIENTERICO INTESTINAL EN RATAS INYECTADAS CON
ALOXANO Y SUPLEMENTADAS CON ACIDO ASCORBICO.
Novelli F.1; Posadas M.2; Hisano N.3
Cétedra de Histologia, Fac. Cs. Médicas, UNR1s Catedra de Biologia, Fac. Cs. Médicas, UNR:
franconovelli1i@hotmail.com

El aloxano destruye a las células B del islote de Langerhans, con la formacion de radicales libres. este efecto podria ser evitado por
la accion del acido ascorbico. Habiendo detectado una disminucion de neuronas NOS+ por el aloxano, que no es observable en el caso
de una administracion simultanea con acido ascérbico (SAIC 2010). En esta comunicacion estudiamos la distribuciéon de las areas
neuronales en el intestino delgado inyectado con aloxano y aloxano mas acido ascorbico. Ratas “m” de 23 dias de edad fueron
divididas en 3 grupos experimentales: 1.- Inyectados con aloxano (A) 24mg/100g PC (n=4). 2.- Inyectado con agua destilada (C)
1cc/100g PC.(n=4). 3.- Inyectados con aloxano que recibieron acido ascorbico(2g/L) disueltos en agua corriente, como bebida ad libitum
(A+AA) (n=4). Se detect6 la glucemia con tiras reactivas ACCU-CHEK (®Roche) a las 48 hs. A los 7 dias las ratas fueron sacrificadas y
se disecaron los intestinos delgados, obteniéndose segmentos del yeyuno, fijados en paraformaldehido 4% PBS, y procesados con la
técnica de NADPH. Los plexos de Auerbach fueron fotografiados a 40x con una camara digital y las superficies neuronales fueron
medidas en un procesador de imagenes. Las neuronas fueron divididas en <100p2, entre 100-200u2, entre 200-300p2, entre 300-400p2
y >400p2. La mayoria de las neuronas comprenden entre 100 y 3002, que se distribuyen en: 100-200u2: A (51.90%), A+AA (50.90%),
C (43.85%) y 200-300p2: A (37.75%), A+AA (39.25%), C (42.50%). Promedio superficie neuronal A: 202.14+11.31p%, A+AA:
207.33+17.25p2, C: 220.22+12.49u2 (ns). Los resultados indicaron que los cuerpos neuronales en los animales tratados con aloxano
presentaron un porcentaje mayor en neuronas de menor a 200p2, mientras que las neuronas de mayor tamafo (>200u2) se observé un
porcentaje mayor en el grupo control. El aloxano afecta el area y la cantidad neuronal (SAIC 2010), independientemente si han recibido
0 no &cido ascorbico.

068. (153) LA DIETA RICA EN GRASA SE ASOCIA CON MODIFICACIONES EN LA EXPRESION HEPATICA DEL
TRANSCRIPTO Y CAMBIOS EN LA DIMERIZACION DE LA PROTEINA SCD1 (STEAROYL-COA DESATURASA).
Fernandez Gianotti T.1; Rosselli M.2; Burguefio A.s; Pirola C.4; Sookoian S.s
Departamento de Genética y biologia Molecular de Enfermedades Complejas, IDIM, UBA, CONICET: +; Departamento de
Hepatologia Clinica y Molecular, IDIM, UBA, CONICET: s
tfgianotti@yahoo.com.ar

La Scd1 se postula como blanco terapéutico de la obesidad, insulinorresistencia (IR) y enfermedad cardiovascular. Las desaturasas
son reguladas por los acidos grasos, pero es controversial la modulacion de la expresion de Scd1 en la enfermedad grasa del higado
de etiologia no alcohdlica (NAFLD). Objetivos: evaluar los cambios en la expresion hepatica de Scd1 inducidos por dieta rica en grasa
(DG) y su relacién con el estatus de IR. Para este fin medimos los niveles hepaticos del transcripto de Scd1 (PCR en tiempo real) y los
niveles de proteina (Western Blot) en dos modelos experimentales de NAFLD inducidos por DG: ratas adultas macho Sprague Dawley
(SD) y ratas espontaneamente hipertensas (SHR) con sus controles normotensos (Wistar-Kyoto, WKY). Los animales fueron
alimentados con dieta estandar (CON, n=7) o DG (n=7) durante 10 semanas. Ambas cepas desarrollaron NAFLD cuando se
alimentaron con DG, solo la cepa SHR presentd IR. Observamos una significativa reduccién en la abundancia hepatica del Scd1 mRNA
en las ratas sometidas a DG: CON-SD 235+195 vs. DG-SD 4.5+2.9 (mediatES), p<0.0004; CON-SHR 75.6+10.8 vs. DG-SHR 4.5+17 4,
CON-WKY 168.7+17.4 vs. DG-WKY 12.9+17.4, p<0.000001 (ANCOVA ajustado por HOMA). El analisis de la expresion hepatica de la
proteina Scd1 mostrd un patrén particular en todas las ratas sometidas a DG, caracterizado por la presencia de un nivel elevado de una
banda monomérica de 33 kDa (p<0.003), y un nivel disminuido de una banda dimérica de 66 kDa (p<0.02). La relacion
monomero/dimero de la proteina fue mayor (p<0.0002) en los especimenes sometidos a DG (DG-SHR: 1.9 vs CON-SHR: 0.55; y DG-
WKY: 2.1 vs CON-WKY: 0.9). En conclusién, la ingesta de DG se asocié con una significativa reduccion en la expresion hepatica del
mensajero de Scd1 y una desdimerizacién de la proteina hepatica, la cual podria impactar directamente en la funcién y actividad de la
proteina.
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069. (127) EFECTO DE GALECTINA-1 EN LA QUIMIORRESISTENCIA Y ADHESION DE CELULAS DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR HUMANO (HCC)
Bacigalupo M.1; Manzi M.; Espelt M.s; Elola M.«; Rabinovich G.s; Wolfenstein De Todel C.s; Troncoso M.7
Instituto de Quimica y Fisico-Quimica Bioldgicas, FFyB, UBA, CONICET123467; IBYME, CONICET:
lore_baci@yahoo.com.ar

Previamente demostramos que Galectina-1 (Gal-1), proteina con afinidad por B-galactésidos, promueve la adhesién y la polarizacion
de células de HCC, HepG2. En este trabajo, estudiamos la adhesion de otra linea de HCC humano, HuH7 en presencia de Gal-1
recombinante (rGal-1), mediante la tincion con cristal violeta. rGal-1 soluble (3,5 y 14 uM) disminuyé la adhesion a pocillos sin recubrir
(80,8+3,8 y 66,4+4,6 %, p<0.01) respecto al control (100%), t=1h, mediante su dominio de unién a carbohidratos. En cambio, rGal-1 (14
pM) promovid la adhesion cuando fue inmovilizada en los pocillos (137,8+3,2 %, p<0.05) y al ser incubada sobre pocillos recubiertos
con laminina (proteina de la matriz extracelular (MEC)) (218+12 % p<0.001). Si bien la expresion intracelular de Gal-1 fue menor en las
células HuH7 que en las HepG2, en el medio condicionado fue diez veces mayor, indicando que la mayor parte de Gal-1 es secretada
al medio extracelular, a diferencia de lo observado en las células HepG2 (Western blot, WB). Gal-1 aumenté la expresion del marcador
apical MDR1 en la membrana plasmatica (WB), y dada su participacion en la resistencia a diversas drogas quimioterapéuticas, como la
camptotecina (CPT), analizamos la viabilidad de células HepG2 wt y que sobre-expresan Gal-1 frente a dicho compuesto. Células que
sobre-expresan Gal-1 fueron mas resistentes a la muerte por CPT (1 y 10 uM) (56,8+1,8 y 50,6+1,9 %) que las células wt (41,2+23 y
34,612 % p<0.05) (MTS). Nuestros resultados demuestran que Gal-1 modula la adhesion de células de HCC, ejerciendo un efecto
diferencial seglin su “presentacién” a la célula, su nivel de expresion y/o su localizacion celular. Proponemos que los hepatocitos
tumorales secretan Gal-1, ésta permanece unida a la membrana plasmatica o depositada en la MEC, favoreciendo la adhesion de las
células tumorales a la misma, y a su diseminacion. Ademas, Gal-1 contribuye a la resistencia a la muerte por CPT sugiriendo su
participacion en la quimiorresistencia.

070. (102) TRANSFERENCIA IN VIVO DEL GEN DE AQUAPORINA-1 HUMANA (HAQP1) AL HIGADO DE RATA
Lehmann G.:; Marrone J.2; Malvicini M.s; Mazzolini G.s; Marinelli R.s
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET), UNR: 25, Laboratorio de Terapia Génica, Universidad Australs«
marrone@ifise-conicet.gov.ar

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

071. (86) LA APLICACION TOPICA DE ANTAGONISTAS DE RECEPTORES DE CANNABINOIDES SOBRE EL TEJIDO
GINGIVAL INCREMENTA EL DANO PERIODONTAL INDUCIDO POR LPS EN LA RATA
Ossola C.1; Surkin P.2; Mohn C.3; Elverdin J.«; Fernandez-Solari J.s
Cétedra de Fisiologia, Facultad de Odontologia, UBA1 2345
caossola@hotmail.com

Los receptores de cannabinoides, CB1r y CB2r, han sido identificados en la encia en y la glandula submaxilar (GSM) de la rata. El
objetivo de este trabajo fue evaluar cémo se modifican algunos parametros de enfermedad periodontal luego un tratamiento con
antagonistas (ANT) de los receptores mencionados sobre la encia adyacente a los molares comprometidos. Se emplearon 3 grupos de
ratas (Wistar macho, n=7): G1) inyectados con 10uL de solucién fisioldgica (SF) en la encia del primer molar superior e inferior, 3 veces
por semana, durante 6 semanas; G2) inyectados con 10uL de LPS (2mg/mL en SF) en los sitios descritos para G1; y G3) inyectados
con LPS y topicados diariamente con una solucion de AM251 (1ug/mL) y AM630 (1ug/mL) (ANT de CB1r y CB2r, respectivamente), en
los sitios de inyeccion. Una vez sacrificados los animales, se extrajeron los maxilares superior e inferior para evaluar la pérdida ésea, en
base a la distancia entre el limite amelo-cementario y la cresta 6sea alveolar de las raices de los primeros molares. Las encias y las
GSM se extrajeron para medir prostaglandina E (PGE) por RIA, actividad de 6xido nitrico sintasa inducible (NOSi) por radioconversion,
y TNFa por ELISA. La aplicacion local de los ANT incrementé la pérdida 6sea inducida por LPS en ambos maxilares (P<0,05). En las
encias, el tratamiento con ANT incrementé mas aun (P<0,01) los niveles de TNFa aumentados por LPS (p<0,05) (G1: 91,7+3,5; G2:
167,9+36,2; G3: 280,4+10,8 pg TNFa/ mg prot), pero disminuy6 la actividad de iINOS incrementada en tales condiciones (P<0,05). En
las GSM, el contenido de PGE aumenté en las ratas inyectadas con LPS con respecto a los controles, mientras que disminuyé en
respuesta al tratamiento con los ANT. Los resultados demuestran que el tratamiento con ANT de CB1r y CB2r sobre el tejido gingival de
ratas con periodontitis conduce a un dafio periodontal mayor. Esto sugiere la participacion del sistema endocannabinoide durante el
desarrollo de la enfermedad.
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072. (88) RATONES DEFICIENTES EN AMBAS ISOFORMAS DEL RECEPTOR AT1 DE ANGIONTESINA I, AT1IA Y
AT1B, PRESENTAN RETARDO EN LA INVOLUCION MAMARIA POST-LACTANCIA: UN NUEVO ROL DEL
SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA.

Nahmod K.i; Cambados N.2; Walther T.s; Meiss R.«; Tappenbeck N.s; Raffo D.s; Simian M.7; Geffner J.s; Kordon E.s; Schere-levy
C.10 Seccién Inmunologia, IHEMA, Academia Nacional de Medicina+s; LEGMA, IFIBYNE-CONICET, FCEN, UBA:q 1, Center for
Cardiovascular and Metabolic Research, Hull York Medical School, University of Hull, Hull, United Kingdoms s; Servicio de
Patologia, IHEMA, Academia Nacional de Medicinas; Area de Investigacion, Instituto de Oncologia Angel H Roffo, UBAs7
karennahmod@gmail.com

La angiotensina Il (Angll) participa en una multiplicidad de procesos bioldgicos, como proliferacion, apoptosis y remodelado tisular a
través de 2 receptores tipo 7TMS asociados a proteinas G, el AT1 y el AT2. Nuestra hipétesis es que Angll cumple un rol en la fisiologia
de la glandula mamaria y en particular en la fase de involucion mamaria post-lactancia (IM). Previamente reportamos que Angll induce
la activacion del factor pro-apoptético STAT3 en epitelio mamario de hembras de la cepa Balb/c lactantes. Encontramos ademas que
durante la IM se incrementa la expresion de los componentes del RAS y que el bloqueo farmacolégico de AT1 con losartan induce
retardo en dicha fase. En el presente trabajo, demostramos mediante western blot que el co-tratamiento con irbesartan 10-5M, un
antagonista del AT1, bloquea la activaciéon de STAT3 y ERK1/2 inducida por la inoculacion intramamaria de Angll 10-6M en hembras
lactantes. El tratamiento de hembras de la cepa Balb/c con losartan 20mg/kg/dia por via sc durante la IM nos permitié identificar
mecanismos subyacentes al retardo inducido por el bloqueo de AT1.Observamos inducciéon en la expresion de factores de
supervivencia como BCL-XL y AKT, disminuciéon en la tasa de células epiteliales apoptoticas [12.1£2.1% (control) vs. 4.8+0.7%
(losartan); P<0.001] e inhibicién significativa dosis dependiente de la actividad de MMP-9 por zimografia (80%; P<0.05), con un IC50 de
losartan de 6.9 mg/kg/dia. Por otro lado, demostramos que hembras deficientes en cualquiera de las dos isoformas del receptor AT1, el
AT1A, el AT1B o en ambas isoformas(AT1A /AT1BDKO), presentan retardo en la IM con disminucién significativa en el porcentaje de
células apoptéticas [6.3+0.95% (WT) vs. 3.320.56% (AT1A /AT1BDKO); P<0.05] y menor depdsito de fibras de colageno vy reticulina.
Estos resultados sugieren que Angll, a través de ambas isoformas del receptor AT1 cumple un importante rol en la involucién mamaria
post-lactancia.

073. (132) REPARACION ALVEOLAR POST EXODONCIA EN RATAS CON SUBMANDIBULECTOMIA (SMX): PARAME-
TROS INFLAMATORIOS
Mohn C.1; Gallego M.z; Steimetz T.s; Surkin N.s; Fernandez-solari J.s; Guglielmotti M.s; Elverdin J.7
Céatedra de Anatomia Patoldgica, Facultad de Odontologia, UBA, CONICET;ss; Catedra de Fisiologia, Facultad de Odontologia,
UBA2457
claumohn@yahoo.com

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

074. (136) EVALUACION DEL ACEITE ESENCIAL SCHINUS AREIRA (ANACARDEACEA) EN UN MODELO DE INFLA-
MACION DE LAS ViAS EN RATON Y EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR EN CONEJOS
Bigliani C.1; Rossetti V.2; Grondona E.3; Lo Presti S.4; Paglini P.s; Rivero V.s; Zunino M.7; Ponce A.s
Cétedra de Fisiologia Humana, Facultad de Cs Médicas, UNC: s Catedra de Pequefios Animales, Dpto. Académico de Ciencias
y Tecnologias Aplicadas a la Produccién, al Ambiente y al Urbanismo, Universidad Nacional de la Riojaz; Catedra de Biofisica,
Facultad Cs Médicas, UNC: s; Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia, Dpto. de Bioquimica Clinica,
Facultad de Ciencias Quimicas, UNCs; Catedra de Quimica Organica y Productos Naturales (IMBIV-CONICET), Facultad de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, UNC;; Catedra de Fisiologia Humana, Facultad Cs Médicas, UNC, Catedra de Fisiologia
Humana, Depto. Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de la Riojas
bigliani.celeste@gmail.com

Diversas especies vegetales Sudamericanas tienen una larga historia de usos en la medicina popular, como el “Aguaribay” (Schinus
areira), ampliamente utilizado como antiinflamatorio, antifungico e hipotensor. Los terpenos presentes en su aceite esencial (AE)
poseen actividad hipotensiva, antiradicalaria, e inhiben a la “enzima convertidora de angiotensina” (ECA). El presente Estudio fue
disefiado para determinar a nivel pulmonar, la accion biolégica de diferentes concentraciones de AE (5, 30 y 300 mg/Kg; obtenido por
destilacion por arrastre con vapor de agua), administrado intraperitonealmente a ratones machos adultos de la cepa Albino Swiss,
previamente instilados con LPS (lipolopisacarido de Pseudomonas aeruginosa, 1,67mg/Kg), cuantificando la expresion de TNF-a en
pulmon, la concentracion de dienos conjugados (DC), la activacion de macréfagos (MA) y la migracién de neutréfilos (PMN), a partir del
lavado bronquiolveolar. También se determind la contractilidad miocardica en ratén inducida por noradrenalina y factores
hemodinamicos en conejos machos. Los terpenos se identificaron mediante GC-MS, cuantificando el 98% del total de terpenos, siendo
los principales el a-pineno (13.80%) y el canfeno (12.62%). Conclusiones: ElI AE disminuye significativamente TNF-a, la activacion de
MA, el infiltrado de PMN vy el cociente entre porcentaje de DC/MA (como parametro de actividad antioxidante). Ejercié actividad
inotropica (-) en raton, mientras que en conejos disminuy6 significativamente la presion sistélica (p < 0.01). Estos resultados podrian
atribuirse a la actividad inhibitoria que ejercerian los terpenos sobre la ECA. Agradecimientos: Subsidios de la SECyT UNLAR.
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075. (169) FUNCION MITOCONDRIAL EN HIPOCAMPO Y CORTEZA CEREBRAL DE RATAS SOMETIDAS A 5000 M DE
ALTURA SIMULADA DURANTE 7 MESES.
La Padula P.1; Costa L.2; Czerniczyniec A.s; Bustamante J.4; Lores Arnaiz S.s
Instituto de Investigaciones Cardiolégicas, Facultad de Medicina, UBA1 2; Laboratorio de Radicales Libres en Biologia, FFyB,
UBA345
pablolapa@hotmail.com

Nuestros estudios previos en mitocondrias aisladas de hipocampo de ratas expuestas a hipoxia hipobarica durante un mes indicaron
un aumento de 6xido nitrico sintasa (NOS), acompafado por una disminucion del consumo de O2 con preservacion del potencial de
membrana y la produccion de H202, efectos que se integrarian en un mecanismo protector. Teniendo en cuenta que un aumento de
NOS mitocondrial correlaciond con la cardioproteccion observada durante un largo periodo de aclimatizacion (J Appl Physiol, 2008), el
objetivo del presente estudio fue analizar la funcién mitocondrial en cerebro de ratas sometidas a hipoxia prolongada. Ratas Wistar
fueron expuestas a una altura simulada de 5000 m (53,8 kPa) en una camara de hipopresién, mientras que el mismo numero de
animales permanecieron como controles a presiéon atmosférica ambiental (101,3 kPa). Al cabo de 7 meses, las ratas se sacrificaron y se
aislo la fraccion mitocondrial de hipocampo (H) y corteza (C). La producciéon de NO, determinada por el método espectrofotométrico de
la oxihemoglobina, y el consumo de O2, determinado con un respirémetro de alta resoluciéon, no mostraron cambios. La despolarizacion
de la membrana, evaluada por citometria de flujo (sonda potenciométrica DIOC6), aumentoé (en %) de 16 + 1 a 25+ 1 (p<0.01) y de 10 £
1a 16 £ 2 (p<0.01) en H y C, respectivamente. La producciéon de H202, medida por el método espectrofluorométrico (escopoletina-
HRP), disminuy6 en H (p<0.05). Se concluye que, probablemente debido a la mayor sensibilidad del cerebro a la deficiencia de 02, el
mecanismo protector descrito previamente no se manifiesta después de un periodo prolongado en condiciones de hipoxia relativamente
severas. Sin embargo, los resultados podrian interpretarse dentro del marco de la hipétesis “uncoupling to survive” (Brand, 2000), por la
cual una moderada caida del potencial de membrana mitocondrial disminuiria la produccion de especies reactivas del oxigeno y el
consiguiente dafio oxidativo.

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

Dallard B.1; Pujato S..; Baravalle C.;; Renna M.4; Rey F.s; Ortega H.s; Calvinho L.7
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, FCV, UNL1 23456 Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela, INTA7
bdallard@fcv.unl.edu.ar

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

077. (412) RELACION ENTRE EL ESTADO BUCAL Y NIVELES DE INMUNOGLOBULINA A SALIVAL EN
ADOLESCENTES
Juarez R.1; Martinez S.z; Vila V.3
Facultad de Odontologia, Universidad Nacional del Nordeste1 23
ropablojuarez@gmail.com

Introduccion: el principal papel de las IgA salival es contribuir a la inmunidad de las mucosas y se postula que inhiben la adherencia
de microorganismos a las células de estas. Objetivo: el objetivo de este trabajo fue evaluar la relaciéon entre la condicion bucal de
adolescentes y los niveles de IgA en saliva. Métodos: La poblacion estuvo constituida por individuos sanos de ambos sexos. A todos los
pacientes seleccionados se les realizé historia clinica completa, indice de caries, indice de placa y gingival. Para el dosaje de IgA en
saliva se recolectod la muestra de cada paciente involucrado en el trabajo. La técnica utilizada para la determinacién de IgA en saliva,
fue la Inmunodifusién Radial. Resultados: el 86% de la muestra presentd valores muy altos de indice de caries y el 54% mostraron
valores de indice gingival y de placa no compatibles con salud. Se obtuvieron valores de IgA que variaron entre 1,90 y 15,40 mg/dl
(promedio 9,36). El 36% (19 pacientes) presentaron valores de IgA menores a 4, mientras que el 64% (31 pacientes) mostraron valores
entre 4 y 15.40 mg/dl. A fin de correlacionar los niveles de IgA con el estado bucal de los adolescentes, se consideraron los valores
obtenidos del indice gingival de Loe-Silness (r = -0.0012, P-Valor= 1) no hallandose correlacion significativa; y los valores de caries del
CPOD (r = -0.3, P-valor= 0.04) donde la correlacion fue significativamente inversa. Conclusion: Los valores de caries mostraron una co-
rrelacion significativamente inversa, reflejandose que a niveles elevados de IgA en saliva, le correspondieron valores bajos de caries. La
saliva podria tener una influencia moduladora sobre los microorganismos involucrados con la caries, por medio de la secrecion de IgA.
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078. (491) EL ADP: UN NOVEDOSO MODULADOR DEL VOLUMEN CELULAR EN CELULAS DE HEPATOMA HUMANO.
Espelt M.1; Alvarez C.»; De Tezanos Pinto F.s; Schwarzbaum P.«
IQUIFIB, UBA, CONICET1234
vicespelt@yahoo.com.ar

La exposicion de células hepaticas y de hepatoma a medios hipoténicos, induce el aumento del volumen celular seguido de la
pérdida de iones y con agua. Esto provoca disminucion regulatoria del volumen celular (RVD) que tiende a restaurar los valores de
volumen a niveles control. El aumento de volumen en células hepaticas estimula la salida de ATP, el cual puede interactuar con
receptores P2 y al mismo tiempo ser degradado a ADP por la actividad ectoATPasa de eNTPDasas. El objetivo del presente trabajo es
estudiar la variacion de volumen en células Huh-7 incubadas en medio hipotdnico (Hypo), y el rol del ATP y/o ADP extracelulares en el
RVD. La exposicion de las células a Hypo generé aumento del volumen celular seguido de RVD de 40.8+7.80 % a los 40 min (RVD40),
mientras que la concentracion de ATPe aumentd 2.4 veces sobre el nivel basal (17 min). En Hypo con apirasa, una enzima que
remueve el ATP y el ADP, el RVD fue similar al observado en Hypo solo (RVD40api=42.2+9.71 %) indicando que el ATP no mediaria el
RVD. Sin embargo, en presencia de Hypo+Cibacron Blue y Suramina (inhibidores de receptores P), se inhibié el RVD sugiriendo un
posible papel de los nucledtidos extracelulares en la respuesta. Las células incubadas en Hypo+(Na+/K+)-ATPasa (enzima que cataliza
la produccion de ATP a ADP) mostraron una fuerte activacion del RVD (RVD40=106.1+14.31%). Resultados similares se observaron al
agregar el agonista de ADP, 2-Metil tio ADP, mientras que un inhibidor del receptor P2Y 13 revirtié esta activacion. Experimentos de RT-
PCR mostraron la presencia de mRNA para el receptor P2Y13 y para eNTPDasa 2 (enzima que principalmente hidroliza ATP a ADP).
En conclusion, estos resultados muestran por primera vez al ADP como molécula estimuladora del RVD que actuaria por su interaccion
con el receptor P2Y13. El ATP liberado al aumentar de volumen podria ser convertido a ADP por medio de la eNTPDasa 2. Realizado
con subsidios UBACYT (20020100100090), CONICET (PIP1187) y ANPCyT (0151)
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079. (207) DIAGNOSTICO MOLECULAR DE PORTADORAS DE DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER. EL
PARTICULAR CASO DE UNA MUJER SINTOMATICA (XO)
Djenderedjian I.1; Luce L.2; Ottaviani D.s; Tonini S.4; Ferrer M.s; Szijan l.e; Giliberto F.7
Céatedra de Genética y Biologia Molecular, FFyB, UBA1 367, Hospital de Dia Polivalente, Hospital de Nifios Ricardo Gutierrezs;
Division Neurocirugia, Hospital de Clinicas “José de San Martin”, UBAs
ivannadjenderedjian@gmail.com

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

080. (242) ANAL!SIS DE GENOTIPOS DE GENES RELOJ Y GENES METABOLIZANTES XENOBIOTICOS EN MUES-
TRAS DE CANCER DE MAMA
Cerliani M.1; Villanueva M.z; Richard S.s
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular, CIC, CONICET123
bele_cerliani@hotmail.com

Durante los ultimos afios, se ha evidenciado una estrecha relacion entre el sistema circadiano y la proliferaciéon celular, como asi
también un impacto de las variantes alélicas de genes reloj en el desarrollo tumoral. Por otro lado, el metabolismo y la detoxificacion de
farmacos y sustancias procarcinogénicas también se hayan vinculados al reloj circadiano. De esta forma, los patrones diarios de
expresion de las enzimas metabolizantes xenobidticas, junto a las variantes alélicas que éstas pueden presentar, tienen efectos
considerables sobre procesos celulares relevantes, en particular en el desarrollo tumoral. El objetivo del trabajo fue analizar los
genotipos de genes reloj y genes metabolizantes xenobioticos (GMX), y su posible correlacién en el desarrollo tumoral. Para ello, se
realizé un estudio caso-control, con 62 muestras de cancer de mama y 79 controles. Se analizaron los genes reloj PER3 (VNTR, alelos
4 o 5 repeticiones, GenBank AB047536), y CLOCK (SNP T3111C, GenBank rs1801260). Los GMX estudiados fueron GSTT-1 y GSTM-
1 (ambos con polimorfismo null), y NAT2 (alelos acetiladores rapidos y lentos). Se utilizé técnica de PCR en todos los casos, con
posterior RFLP para CLOCK y NAT2. Los genotipos 4/5 y 5/5 de PER3 no mostraron asociacion con el cancer de mama (OR 0.65,
1C95% 0.33-1.3, p=0.22); lo mismo sucedié con los genotipos TC y CC de CLOCK (OR 0.70, IC95% 0.36-1.37, p=0.30). Analizando sélo
las muestras tumorales, ninguno de los genotipos de GMX (wild-type/null para GSTs; rapido/intermedio/lento para NAT2) mostro
asociacion significativa con uno o varios genotipos de genes reloj, con excepcion del genotipo GSTT-1null y el homocigota TT para
CLOCK (p=0.05). Un aumento en el nimero de casos y controles, asi como la evaluacién de una mayor cantidad de polimorfismos, nos
permitira dar una conclusion definitiva sobre el rol de las variantes alélicas de GMX 'y genes reloj en el riesgo de cancer de mama.
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081. (308) EVALUACIO'N DE LA EXPRESION DEL GEN GSTP1 Y DEL POLIMORFISMO ILE105VAL EN PACIENTES
CON MIELOMA MULTIPLE
Stella F.1; Weich N.2; Slavutsky |.5; Fundia A.«
Departamento de Genética, Instituto de Investigaciones Hematolégicas, Academia Nacional de Medicinai 234
fla_stella@yahoo.com.ar

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia caracterizada por una infiltracién atipica de células plasmaticas en médula ésea (MO).
Las glutation-S-transferasas (GSTs) son enzimas detoxificantes de fase Il encargadas de la metabolizacién de diversos carcinégenos
enddgenos y exdgenos y se asocian con la respuesta al tratamiento. Su actividad ha sido muy poco estudiada en MM. La isoforma
GSTP1 tiene un polimorfismo de nucleédtido unico en el codén 105 con sustitucion de isoleucina por valina (lle105Val) que disminuye la
actividad enzimatica. El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion y los polimorfismos genéticos de GSTP1 en pacientes con MM.
Se cuantifico la expresion génica en MO de 42 pacientes con MM (21 varones; edad media: 65 afos; rango: 30-87 afios; estadios Durie
& Salmon: I: 26%, II: 17%, 1ll: 57%), y en linfocitos de sangre periférica de 11 controles normales. Se efectud la extraccion de ARN,
sintesis de ADNc por RT-PCR y cuantificacion mediante PCR en tiempo real. Por otra parte, en 16 pacientes se extrajo ADN a fin de
realizar la genotipificacion del polimorfismo lle105Val mediante PCR-RFLP con la enzima de restriccion Alw261. El 45% (19/42) de los
casos mostraron sobreexpresion de GSTP1 (0,18+0,05) tomando como punto de corte la media de los controles (0,05+0,007)
(p<0,0001). El andlisis de los genotipos GSTP1 mostré que 10/16 casos presentaban sobreexpresion, observandose que el 70% de
estos tenia genotipo salvaje lle/lle y el 30% restante era heterocigota lle/Val. Tres de los 6 casos con expresion disminuida tenia
genotipo salvaje, en tanto que la otra mitad era heterocigota. No se identificaron individuos con genotipo homocigota variante Val/Val.
Los resultados obtenidos sugieren que la sobreexpresion de GSTP1 se asociaria con el genotipo salvaje que se caracteriza por una
actividad catalitica normal y mayor capacidad detoxificante, pudiendo llegar a ser de importancia en la evaluaciéon de respuesta
terapéutica.

082. (357) HIGH RESOLUTION MELTING (HRM) COMO NUEVO METODO DE SCREENING DE LA MUTACION V617F
DEL GEN JAK2 EN SINDROMES MIELOPROLIFERATIVOS CRONICOS. COMPARACION CON LOS METODOS DE
SECUENCIACION Y ARMS PCR
Quintana S.s; Di Gerénimo V.z; Agriello E.s; Martin N.«; Pagani F.s
Laboratorio de Biologia Molecular, FARES TAIE Instituto de Anélisis: 2; Laboratorio de Especialidades Bioquimicass; Servicio de
Hematologia, Clinica Colénas
biologiamolecular@farestaie.com.ar

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

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

De Francesco P.:; Ceci R.z; Mucci J.s; Rozenfeld P.4
Laboratorio de Investigaciones del Sistema Inmune (LISIN), Facultad de Ciencias Exactas, UNLP1 234
nicolasdefrancesco@gmail.com

La Enfermedad de Fabry (EF) es un desorden genético ligado al X, causado por la deficiencia en la enzima a-galactosidasa A (GLA),
que conduce a la acumulacion lisosomal de globotriaosilceramida (Gb3). En varones, la demostracion de la deficiencia enzimatica es el
diagnéstico confirmatorio. Para el diagndstico de heterocigotas, el dosaje enzimatico no es de utilidad ya que pueden obtenerse valores
reducidos a normales. En aquellos casos donde el caso indice sospechoso es una mujer, el diagnéstico se confirma mediante la
secuenciacion completa del gen GLA, que codifica para dicha enzima. Dicho estudio puede ser no concluyente dado que un pequefio
porcentaje de las mutaciones en EF, tales como inversiones, duplicaciones, o mutaciones intrénicas o en el promotor, son indetectables
mediante el método analitico utilizado. El objetivo de este trabajo es proponer un método de diagndstico basado en la deteccion de la
acumulacion de Gb3, empleando citometria de flujo, y evaluar su utilidad para el diagnostico de heterocigotas. Se cultivaron
esplenocitos de ratones wild type (RWT) y knock-out para GLA (RF) o células mononucleares de individuos controles incubadas con
800 uM de DGJ, un inhibidor de GLA, durante 18 hs en presencia de un analogo fluorescente del Gb3, NBD-Gb3. Luego se lavaron, se
incubaron con medio fresco por diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72 hs), y se analizaron por citometria de flujo. Tanto en los esplenocitos
de RF como en las PBMC expuestas a DJG se detectd la acumulaciéon de Gb3 evaluado como un aumento de fluorescencia, en
comparacion con los RWT y PBMC no tratada, respectivamente. La diferencia en fluorescencia fue mayor a las 24 hs. luego del lavado.
Este método permitiria detectar la poblacion celular con GLA deficiente del total de las PBMC de mujeres con sospecha de Fabry,
separarla mediante cell-sorting, y facilitar el estudio genético a partir del analisis del alelo mutado haciendo uso de la secuenciacion del
ARNmM.
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084. (485) MODELO IN VITRO DE PATOLOGIA OSEA DE ENFERMEDAD DE GAUCHER: ESTUDIO DEL ROL DE
CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN LOS MECANISMOS FISIOPATOGENICOS.
Mucci J.1; De Francesco P.; Scian R.s; Delpino M.s; Rozenfeld P.s
LISIN, Fac de Ciencias Exactas, UNLP1:s; Laboratorio de Inmunogenética, Hospital de Clinicas, UBAs+
Jjuanmarcosmucci@gmail.com

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

085. (65’8) NUEVA VARIANTE MUTACIONAL DEL GEN FECH ASOCIADA A UN CASO GRAVE DE PORFIRIA CUTANEA
ATIPICA.
Melito V.1; Colombo F.2; Granata B.s; Cano G.s; Infante L.s; Batlle A.s; Rossetti M.7; Parera V.s
CIPYP, CONICET, Hospital de Clinicas, UBA, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA127; CIPYP, CONICET, Hospital
de Clinicas, UBAsss, Servicio de Dermatologia, Hospital de Clinicas, UBA«s
melito@qb.fcen.uba.ar

Las porfirias son enfermedades metabdlicas producidas por fallas en el camino biosintético del hemo. Cada uno de los 8 tipos de
porfiria resulta de la deficiencia enzimatica parcial de alguna de las enzimas del camino, caracterizada por un patron especifico de
acumulacion y excrecion de intermediarios. Nuestro objetivo fue diagnosticar a un paciente de 31 afios con cuadro clinico y bioquimico
ambiguo y grave manifestacion cutanea: ampollas, hiperpigmentacion, fragilidad cutanea, fotosensibilidad, eritrodoncia, hipertricosis,
lesiones oculares y ungueales, atrofia de falanges, sin sintomas agudos. El diagndstico diferencial de porfirias se realiza mediante
estudios bioquimicos. En este caso se requirié realizar estudios moleculares en los genes PPOX y FECH, asociados a Porfiria
Variegata (PV) y Protoporfiria Eritropoyética (PPE) respectivamente. Se amplificaron y secuenciaron todos los exones y regiones
flanqueantes de ambos genes que codifican para la protoporfirindgeno oxidasa y la ferroquelatasa, enzimas deficientes en la PV y en la
PPE. Los estudios bioquimicos revelaron un indice de porfirinas plasmaticas caracteristico de PV (9,81, A=626; VN: <1,30, A=618)
elevada excrecion de porfirinas fecales (1051 pg/g seco, VN: < 130 ug/g seco) con patrén tipico de PPE, sin excrecién de porfirinas
urinarias y precursores. En este caso, bioquimicamente atipico, el estudio genético establecié al diagndstico diferencial, logrando
identificar una nueva variante ¢.77 G>A del gen FECH que generé una mutacion missense en el codén 26 del exén 2 (p.S26N),
asociada en trans a un alelo de baja expresion formado por el haplotipo c.1-251 G, c.68-23 T, ¢.315-48 C, concordante con la forma
autosémica dominante con penetrancia incompleta de PPE. Ademas de haber detectado una nueva mutacion en el gen FECH,
corroborando la heterogeneidad genética de las porfirias, debemos destacar la importancia del estudio genético en el diagnéstico de las
porfirias con presentacion atipica.

086. (685) AVANCES EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA EN ARGENTINA
Colombo F.1; Melito V.2; Granata B.s; Pifieiro M.4; Flagel M.s; Batlle A.s; Rossetti M.7; Parera V.s
Centro de Investigaciones sobre Poffirinas y Porfirias, CIPYP, CONICET, Hospital de Clinicas, UBA, Departamento de Quimica
Biolégica, FCEN, UBA127; Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias, CIPYP, CONICET, Hospital de Clinicas, UBAs4s

68
fpocolombo@hotmail.com

La Protoporfiria Eritropoyética (PPE) es un desorden hereditario de la biosintesis del Hemo. Variantes de los genes FECH ¢ ALA-S2
contribuyen a la manifestacion de PPE. Presenta herencia autosémica pseudodominante cuando se desencadena por variantes del gen
FECH ¢ dominante ligada al cromosoma X cuando lo hace por variantes del gen ALA-S2 (PPDLX). El gen FECH presenta mas de 178
mutaciones que asociadas en trans a un alelo de baja expresién, en particular a las variantes c.1-251G, ¢.68-23T y ¢.315-48C
asociadas en cis (haplotipo GTC), contribuyen a modular la penetrancia de PPE. Nuestro objetivo fue determinar asociaciones de
variantes genéticas causantes de la manifestacion clinica de PPE para desarrollar un método de diagnoéstico diferencial, profundizando
el conocimiento del comportamiento de estas variantes en pacientes PPE, pacientes con otras porfirias y voluntarios sanos. Se
analizaron 235 perfiles genéticos, entre pacientes PPE y familiares, pacientes con otras porfirias y voluntarios sanos, amplificando las
regiones flanqueantes de los 11 exones y 5 variantes polimérficas del gen FECH. Todos los pacientes PPE, que presentaron la forma
autosémica dominante de la enfermedad, asociaron en trans, un alelo de baja expresion del tipo GTC, cuyas 3 variantes polimoérficas a
su vez presentan un alto grado de cosegregacion en nuestra poblacion (frecuencia alélica 0,169). De 42 individuos portadores de
mutaciones en el gen FECH, s6lo 13 no asociaron en trans un alelo de baja expresion (portadores asintomaticos). En pacientes con
otras porfirias, el haplotipo GTC se encuentra presente en niveles significativamente menores con respecto a la poblacion control
(frecuencia alélica 0,043%); por lo tanto, la deteccién del haplotipo GTC en pacientes porfiricos con manifestacion clinica compatible con
PPE o ambigua se convirtieron en la mejor opcion para direccionar en forma rapida y precisa el diagnéstico molecular del paciente. *
Test exacto de Fisher: P<0.0017, (95% IC)
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087. (32) ACCION INMUNOMODULADORA DE CURCUMINA SOBRE POBLACIONES CELULARES CLAVE DEL SIS-
TEMA INMUNE EN LA DIABETES TIPO |
Castro C.1; Barcala Tabarrozzi A.>; Antunica Noguerol M.s; Liberman A.s; Arzt E.s; Dewey R.s; Perone M.z
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA e Instituto de Investigacion en Biomedicina de Buenos
Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad Max Planck: 2 s + s 7; Instituto Tecnologico De Chascomus (lIB-INTECH),
CONICET, Universidad Nacional de Gral. San Martins
carlonacastro@fbmc.fcen.uba.ar

La diabetes mellitus dependiente de insulina (T1D) es una enfermedad autoinmune mediada por linfocitos T que destruyen
progresivamente las células B del pancreas. Los linfocitos Th1 promueven esta enfermedad y las células presentadoras de antigeno,
por su parte, juegan un rol fundamental en el disparo de T1D. Curcumina (Cur; diferuloylmethane) es un potente anti-oxidante, anti-
tumoral y anti-inflamatorio. Estudiamos el potencial terapéutico de Cur en el modelo de aceleracion de diabetes por ciclofosfamida en el
raton NOD (non-obese diabetic). Resultados previos mostraron que Cur previene el desarrollo de T1D. En este reporte describimos la
accion de Cur sobre algunas poblaciones celulares clave del sistema inmune involucradas en el desarrollo de T1D. Empleando
transfecciones transientes de genes reporteros en células EL4 (linfoma T murino), Cur 20uM inhibi6 las actividades transcripcionales de
Tbet (factor de trascripcion maestro para la expresion de IFNy en células Th1) sobre sus elementos de respuesta (ER) (68%, p<0.001) y
la del promotor del gen de IFNy (82%, p<0,001), y no afecté la actividad transcripcional sobre los ER de GATA-3. Esplenocitos de
ratones NOD en cultivo, desafiados con PMA+lonomicina y tratados con Cur disminuyeron significativamente la expresion de Tbet en
comparacion con los controles (Western Blot). Ademas, la secrecién de IFNy (ELISA) fue disminuida, en concordancia con la menor
expresion de Tbet observada. También, estudiamos el efecto in vitro de Cur en DC derivadas de médula 6sea de ratones NOD. Cur
inhibi6 la expresion de MHC-II, CD40, CD80, CD86 estimuladas por LPS + IFNy. Observamos que Cur redujo significativamente los
niveles de secrecion de 1L12p70, IL6 y TNFa (ELISA) en DC estimuladas con LPS + IFNy. La capacidad de Cur de retardar la aparicién
de T1D en ratones NOD estaria mediada por su accién inmunorreguladora sobre células presentadoras de Ag (DC) y células T.

088. (34) LOS GLUCOCORTICOIDES INHIBEN LA EXPRESION DE INTERLEUQUINA-17A, PRINCIPAL CITOQUINA
EFECTORA DEL LINAJE DE LINFOCITO T DE AYUDA 17
Antunica Noguerol M.s; Aprile Garcia F.2; Castro C.s; Barcala Tabarrozzi A.«; Perone M.s; Liberman As; Arzt E.7
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA e Instituto de Investigacién en Biomedicina de Buenos
Aires, CONICET, Instituto Partner de la Sociedad Max Plancki2z4se7
mariaantunica@fbmc.fcen.uba.ar

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

089. (126) CELULAS DE LANGERHANS: SU PARTICIPACION EN UNA VACUNA EXPERIMENTAL CONTRA
MELANOMA B16-F1 MURINO
Ruiz M.s; Gazzaniga S.2; Mac Keon S.s; Campisano S.s; Bravo A.s; Wainstok R.s
Laboratorio de Biologia Tumoral, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA: 2 4 Laboratorio de Biologia Tumoral,
Departamento de Quimica Biolégica, FCEyN, UBA, Fundacion Instituto Leloir, IBBA, CONICETse; Htal. Eva Perdén, San Martins
ma.sol.ruiz@gmail.com

Las células de Langerhans (CL) son un subtipo de células dendriticas (CD) presentes en la epidermis. El objetivo general de este
trabajo fue evaluar su participacion en el mecanismo de proteccién antitumoral producida por la vacunacién con CD cargadas con
células de melanoma murino B16 apoptéticas/necréticas (Apo/Nec). Se evalud la distribucion de CL en el sitio de vacunacion por
inmunohistoquimica en cortes de pieles normales y sitios vacunados, a 24hs y 120hs post-vacunacion. Se midio la capacidad migratoria
de CD cutaneas ex vivo en respuesta al medio condicionado de CD-Apo/Nec, CD solas y Apo/Nec solas. Se analiz6 la capacidad de las
CL de fagocitar células Apo/Nec in vitro, mediante cocultivo de suspensiones epidérmicas con Apo/Nec, ambas marcadas con
colorantes vitales fluorescentes, y citometria de flujo. Resultados: a 24hs y 120hs post-4 vacunas CD-Apo/Nec se observé reclutamiento
de células Langerina+ en sitios vacunados, localizadas principalmente en el infiltrado inflamatorio que rodea a la vacuna. No se
detectaron diferencias en el nimero de células que migraron en respuesta al medio condicionado CD-Apo/Nec, CD 6 Apo/Nec en
comparacion con el control (RPMI) (ANOVA 1 factor, p>0,05). En los ensayos de fagocitosis in vitro, las suspensiones epidérmicas
utilizadas presentaron (3,4+2) % de células Langerina+. A las 24hs de cocultivo se registré un (6+2)% de fagocitosis, definida como el
% de células doble positivas. Conclusién: ya que el sitio de vacunacion ha sido descripto anteriormente como una estructura de tipo
pseudolinfoide terciaria, con posible actividad en la generaciéon de una respuesta inmune, la presencia de CL, formando parte del
infiltrado inflamatorio, y su capacidad de fagocitar células Apo/Nec in vitro, sugieren una posible funcién de las CL como células
captadoras de antigenos tumorales en el sitio de vacunacion.
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090. (218) ESTUDIO D!EL FENOTIPO Y EFECTO PROTECTOR DE LAS CELULAS QUE COMPONEN UNA VACUNA A
CELULAS DENDRITICAS CONTRA EL MELANOMA MURINO B16 F1
Campisano S.1; Gazzaniga S.2; Mac Keon S.3; Ruiz M.4; Kordich L.s; Mordoh J.s; Wainstok R.7
FCEN, UBA, Departamento de Quimica Biolégica, Laboratorio de Biologia Tumorali 2 +; FCEN, UBA, Departamento de Quimica
Biolégica, Laboratorio de Biologia Tumoral, Fundacién Instituto Leloirs ;; FCEN, UBA, Departamento de Quimica Bioldgica,
Laboratorio de Homeostasis y Trombosiss; Fundacion Instituto Leloirs
scampisano@gqb.fcen.uba.ar

La vacunacién con células dendriticas (CD) derivadas de precursores provenientes de médula ésea (MO), cargadas con células
tumorales apoptéticas/necréticas (ApoNec) en ratones singeneicos induce inmunidad a largo plazo contra el melanoma murino B16 F1.
Nuestro propésito fue evaluar el fenotipo de las células en la vacuna y su rol en la proteccion in vivo. Luego de incubar las células de
MO con el factor estimulador de colonias de macrofagos y granulocitos murino durante 7 dias, se separaron las células dendriticas
CD11c+ (CD+) de las demas células CD11c- (CD-) con una columna de microesferas magnéticas anti-CD11c. Ambas poblaciones se
analizaron cualitativa y cuantitativamente con May Griinwald-Giemsa y se evaluaron antigenos de superficie (CD11c, MHC I, F4/80,
CD14, CD11b, Ly6G y CCR?7) pre- y post- cocultivo con ApoNec por citometria de flujo. Se identificaron células mononucleares y
polimorfonucleares en ambas preparaciones, determinandose un porcentaje mayor de neutrdfilos en la fraccion CD- (Chi2 p<0,0001).
La fraccion CD- expres6 un bajo porcentaje de células CD11c+ (9,7%) y de células CD11c- F4/80+ (13%) y un elevado porcentaje de
Ly6-G (79,6%). En contraste, la fraccion CD+ se enriquecié en CD11c+ (65%) y expreso Ly6-G (59,5%) y F4/80 (7,5%), de las cuales el
6,8% fueron CD11c+F4/80+. Ambas fracciones expresaron elevados porcentajes de CD11b (CD+: 68%; CD-: 79%); bajos niveles de
CD14 (CD+: 2,8%; CD-: 1,2%) y de CCR7 (CD+: 3%; CD-: 3,4%). Después del cocultivo con ApoNec aumenté la expresion de F4/80 en
CD- (83%) y de MHC Il en ambas fracciones (CD+: 37,3%; CD-: 46,3%). Asimismo, se realizaron experimentos de vacunacion con
CD/ApoNec, CD+/ApoNec y CD-/ApoNec, lograndose una proteccion de 50% para los animales vacunados con CD/ApoNec (Chi2
p=0,012), 20% para los ratones vacunados con CD-/ApoNec y 0% para los vacunados con CD+/ApoNec y PBS. Por lo tanto, la fraccion
CD- debe cooperar con la fraccion CD+ en la conformacion de la vacuna para generar proteccion.

091. (294) EFECTOS DEL ADENCARCINOMA DE PULMON MURINO LP07 SOBRE LOS NEUTROFILOS POLIMOR-
FONUCLEARES
Karas R.1; Klein S.2; Diament M.s
Dpto de Bioterio y Céncer Experimental, Area de Investigacién, Instituto de Oncologia Angel H Roffor 23
rominah33@yahoo.com.ar

Hemos determinado que durante su progresion, el tumor LPO7 cursa con una inflamacion crénica y leucocitosis a expensas de PMN
(PMN-P). PMN-P obtenidos de cavidad peritoneal (tioglicolato 3%), presentaron mayor actividad de MPO y NADPH oxidasa. El
tratamiento in vivo con indometacina (Indo, 10ug/mL oral), inhibi6 la actividad de estas enzimas, asi como el crecimiento del tumor
primario y las metastasis espontaneas. Objetivo: Evaluar si la portacion del tumor LPO7 y el tratamiento con Indo, modifican la
funcionalidad de los PMN. Resultados: Evaluamos la velocidad de produccién de H202 (ensayo de fluorescencia; uMol H202/min1x-
106¢ell): PMN-P= 0.2+0.01; PMN de ratones normales (PMN-N)= 0.3+0.03; PMN de ratones portadores tratados con Indo (PMN-I)=
0.1£0.01 (PMN-I vs PMN-P y PMN-N: p<0.01). Estudiamos la viabilidad de los PMN (MTS-PMS) incubados por 20hs con medio
condicionado de LP0O7 (MC-LP07) (% respecto de RPMI): PMN-N: 192+17 (vs RPMI p<0.001); PMN-P: 97£1.6 (vs RPMI p=ns); PMN-I:
13910.2 (vs RPMI p<0.01). RPMI (%): PMN-N: 100+7; PMN-P: 147+9; PMN-I: 148+10 (PMN-N vs PMN-P PMN-I p<0.001). Evaluamos
el efecto del MC-LPO7 sobre la apoptésis de PMN-N en cultivos de 20hs (tincion con DAPI-IP) % células apoptéticas/ totales: 13.8+2.1
vs Control (RPMI): 38.6+2.7 (p<0.001). Mediante citometria de flujo analizamos las células CD11blo-hi-Gr1lo-hi en sangre de ratones.
Analizamos la expresion de A) CD11b (marcador de la activacién) (%/total) en portadores del tumor (P): 42+2; normales (N): 15+1 (vs P
p<0.001); y portadores del tumor tratado con Indo (I): 10,3 (vs P p< .0.001). B) Expresién de Gr1 (marcador de diferenciacion)(%
/total): P: 58%5; N: 161 (vs P p<0.001); I: 50£3 (vs P: ns). Conclusién: La portacion del tumor activa y diferencia los PMN. Las células
LPO7 liberarian factores que aumentan la vida media de los PMN, disminuyendo la muerte celular programada. El tratamiento in vivo
con Indo revierte los efectos causados por la portacion del tumor.

092. (317) EFECTO DE LA GEMCITABINA SOBRE LA INMUNOSUPRESION ASOCIADA AL ADENOCARCINOMA DE
PULMON MURINO LP07
Porte Alcon S.1; Blidner A.z; Klein S.s; Diament M.4
Dpto de Bioterio y Céncer Experimental, Area de Investigacién, Instituto de Oncologia Angel H Roffor234
s.portealcon@gmail.com

Las Células Mieloides Supresoras (MDSC) suprimen la respuesta inmune antitumoral, mediante la produccion de o6xido nitrico (ON)
y la actividad de la enzima arginasa (ARG), entre otros. En diversos modelos tumorales murinos, el tratamiento in vivo con gemcitabina
(GEM) disminuy6 la poblaciéon MDSC esplénica. Previamente determinamos que ratones portadores del adenocarcinoma de pulmén
murino LPO7 avanzado (P-LP07), presentan un aumento de MDSC en el bazo, comparado con ratones normales. Objetivo: Evaluar en
el modelo LPO07, si la deplecion de las MDSC mediante el tratamiento con GEM permite establecer una respuesta antitumoral mas
eficiente. Resultados: Se evalué la susceptibilidad in vitro de las células LPO7 (cLPO7) al tratamiento con GEM. Analizamos la
proliferacion celular (MTS-PMS) determinando una 1C50=0.024 mg/ml (R2=0.99). El tratamiento in vivo de P-LP07 con 1 dosis/semana
de 60 mg/kg de GEM i.p. (P+GEM) a lo largo de la evolucion tumoral (mm3), inhibié el desarrollo neoplasico (dia 30). P+GEM: 179+16;
P-LP07: 870+75 (p<0.0001). El % de MDSC (CD11b+Gr1+) disminuyd en los bazos de P+GEM: 7+1 vs P-LP07: 29+2; (p<0.0001). La
produccién de ON en medio condicionado de esplenocitos (Spl) (reaccion de Griess, nmol nitrito/106 Spl) fue menor en P+GEM: 0,024
vs P-LP07: 0.040 (p<0.001). También se observé una disminucion en la actividad ARG (mg urea/mg proteina) en homogenato de bazo,
P-LPO7: 12+1 vs P+GEM: 9+0.4 (p<0.05). La respuesta inmune antitumoral se evalud in vivo mediante el co-inoculo de cLPO7 y Spl
(relacion 1:20, Test de Winn). Los Spl de P+GEM inhibieron la proliferacion in vivo de las cLP07, en comparacién con Spl de P-LP07
(232+19 mm3 vs 547182 mm3, p<0.01). Conclusién: El tratamiento con GEM ademas de tener un efecto inhibitorio directo sobre las
cLPO07, logré establecer una respuesta antitumoral eficiente (Test de Winn). La reduccién de la actividad ARG y el nivel de ON
observados en P+GEM se correlaciona con la disminucién de las MDSC en los bazos de P+GEM.
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093. (432) REGULACION DE LA EXPRESION DE LA INTEGRINA ALFA V EN LOS EFECTOS PROLIFERATIVOS
INDUCIDOS IN VIVO E IN VITRO POR TIROXINA (T4) EN CELULAS DE LINFOMA T MURINAS.
Cayrol F.1; Valli E.2; Sterle H.s; Barreiro Arcos M.s; Genaro A.s; Cremaschi G.s
CEFYBO:1:2345; CEFYBO, FFyB, UBAs
flor_cayrol@yahoo.com.ar

Las hormonas tiroideas (HTs) regulan, a través de mecanismos gendmicos y no genémicos, la proliferacion y diferenciacion de
distintos tipos celulares incluyendo los linfocitos. En varios tipos celulares se ha descripto que la integrina aVB3 puede actuar como
receptor para los efectos no gendmicos de las HTs, sin embargo aun no se conoce si juega este papel a nivel linfocitario. A fin de
verificar el papel de las integrinas aV y B3 en los efectos de T4, estudiamos en lineas de linfomas T murinos su expresion, su
modulacion hormonal y su relacion con la capacidad proliferativa celular. Adicionalmente comparamos estos resultados con los halladas
en células de linfoma creciendo in vivo como tumor ascitico en ratones singeneicos. Encontramos, por microscopia confocal y por
citometria de flujo, altos niveles de expresion de la integrina aV, pero no de la 3, en células de los linfomas T El-4 y BW5147 y los
mismos fueron regulados positivamente por incubacion de las células durante 24 hs con T4 (10-7M). Este aumento de la integrina aV
fue confirmado por el incremento de su ARNm (p<0.01) a las 6 h de cultivo con T4 y fue acompafiado por el posterior (12 h) aumento
del ARNm para PCNA (p<0.05). Estos efectos incluyeron ademas la activacion rapida de sefiales proliferativas como la fosforilacion de
ERK. Adicionalmente, se generaron tumores asciticos de linfomas EL-4 en ratones controles e hipertiroideos (por tratamiento con T4, r-
T4). Dichos tumores tuvieron una mayor velocidad de crecimiento en r-T4 y las células purificadas del drenaje ascitico mostraron
niveles incrementados del ARNm de PCNA y de un aumento de la integrina aV por citometria de flujo (p<0.05). Estos resultados indican
que la integrina aV podria estar involucrada en las acciones no genémicas de HTs a nivel linfocitario, que su expresion estaria
modulada por la T4 y que podria tener algun rol en los mecanismos que llevan al crecimiento celular inducido por la hormona tanto in
vitro como in vivo.

094. (438) ESTUDIO DE LA MODULACION EPITELIO-INTRAEPITELIO INTESTINAL EN UN PROCESO INFLAMATORIO
POR INMUNODEFICIENCIA SECUNDARIA.
Andrea G.1; Roux M.z; Calabrese G.s
Cétedra de Biologia Celular y Molecular, FFyB, UBA1s; Laboratorio de Glicoinmunobiologia, Instituto de Cardiologia Dr Taquini,
UBA, CONICET:
andreadanielagonzalez@live.com.ar

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

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

Sterle H.1; Valli E.2; Paulazo A.3; Cremaschi G.s; Barreiro Arcos M.s
CEFYBO, CONICET, UBAi235; CEFYBO, CONICET, FFyB, UBA«
lenki74@yahoo.com.ar

Hemos demostrado que las hormonas tiroideas (HT) regulan in vitro la proliferacion de las células del linfoma T murino EL-4, e in
vivo modulan el desarrollo de dicho linfoma creciendo como tumor sélido en ratones singeneicos. El objetivo de este trabajo fue estudiar
la modulacién de las HT sobre la progresiéon tumoral, analizando la funcionalidad del Sl y la participacion de las proteinas regulatorias
del ciclo celular. Para ello, las células EL-4 fueron inoculadas s.c. en ratones singeneicos hiper (H) o hipotiroideos (Hip) (por
administracion oral de T4 o PTU, respectivamente). Los animales H mostraron una mayor velocidad de crecimiento tumoral y una
reducida sobrevida respecto de los eutiroideos (Eu). Los Hip presentaron una velocidad de crecimiento menor, sin embargo
desarrollaron mas metastasis en rifidn que los Eu o H. Andlisis por RT-PCR en tiempo real a partir de ARNm de tumores solidos indican
un incremento en la expresion génica de las ciclinas A2, D1, D3 y E1 y una disminucion de p21 y p27 en ratones H (p<0.05). Los Hip no
mostraron diferencias significativas en la expresion de las ciclinas, pero incrementaron la expresion de p27. Los niveles de ARNm de Rb
no fueron modulados por el estado tiroideo. La expresion génica de las metaloproteasas (MMP) 2 y 9 sélo se incrementé (p<0.05) en
los animales H. Por otro lado, los ratones H mostraron in vitro una respuesta proliferativa linfocitaria incrementada (cuantificada por
incorporacion de [3H]-TdR) de células T y B frente a mitégenos, mientras que en los Hip estaba disminuida. La actividad de células NK
(medida a través de la lisis de células YAC-1 marcadas radioactivamente) fue mayor en animales H comparados con los Eu e Hip
(p<0.05). Estos resultados sugieren que las HT modulan el desarrollo tumoral a través de la regulacion de proteinas regulatorias del
ciclo celular, de la expresion de MMP que podrian favorecer la angiogénesis y de la modulacion del SI que podria limitar la formacién de
metéstasis.
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096. (500) DESARROLLO DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS PARA LA DETECCION DE BIOMARCADORES
MOLECULARES
Viale D.s; Lloret P.2; Longinotti G.3; Ybarra G.s; Moina C.s; Rarizzani M.s
Escuela de Ciencia y Tecnologia, Univ. Nac. de San Martini, Laboratorio de Nanomateriales del Centro INTI, Procesos
Superficialeszs4s, Lab. de Neuro y Citogenética Molecular, ECyT, Univ. Nac. de San Martins
dviale@unsam.edu.ar

El diagnéstico de muchas enfermedades humanas involucra la detecciéon de bacterias, virus o proteinas causantes de la afeccion y
este proceso puede demandar desde horas a semanas. El objetivo de este proyecto es la generacion de un sistema de deteccién de
biomarcadores moleculares. Este procedimiento involucra el desarrollo de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con alta
capacidad de union de ADN. La ventaja de las nanoparticulas magnéticas unidas a moléculas que interactian de modo especifico con
un biomarcador blanco es permitir, por magnetismo, la separacion y pre-concentraciéon del mismo. Nuestro proyecto propone utilizar
aptameros, un tipo de anticuerpos sintéticos formados por cadenas simples de ADN capaces de detectar y/o bloquear compuestos o
proteinas, para la separacion selectiva de muestras biolégicas complejas y la deteccién de biomarcadores. En colaboracion con el
Laboratorio de Nanomateriales del Centro INTI-Procesos Superficiales se prepararon nanoparticulas de oxido de hierro superpa-
ramagnéticas, encapsuladas en una matriz esférica de diéxido de silicio con un diametro de alrededor de 80nm conteniendo grupos
funcionales aminos. A estas particulas magnéticas se les uni6, mediante glutaraldehido, moléculas de estreptavidina recombinante
producida en E.coli y purificada en nuestro laboratorio. El sistema estreptavidina-biotina posee una de las afinidades mas fuerte que se
conocen (Kd=10-14M). Este sistema fue utilizado para unir las nanoparticulas recubiertas con estreptavidina a la biotina presente en los
aptameros de ADN elegidos. La capacidad de unidn de estas particulas en procesos de separacion magnética fue medida de forma
indirecta mediante la cuantificacion de ADN no unido (2175 sitios de unién por particula). En conclusién, logramos obtener na-
noparticulas reciclables, recubiertas de estreptavidina, capaces de unir moléculas marcadas con biotina con 100 veces mas capacidad
que las disponibles comercialmente.

097. (532) ANALISIS DE VARIABLES ASOCIADAS A LA RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDAD DEL HOSPEDERO EN LAS
ETAPAS AGUDA Y CRONICA DE LA PRIMOINFECCION CON TRICHINELLA SPIRALIS (TS), EN RATONES CBI-
IGE CON DISTINTO GENOTIPO
Vasconi M.1; Kopp G.z; Bertorini G.s; Indelman P.s; Di Masso R.s; Hinrichsen L.s
Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR, Area Parasitologia, Fac. Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas,
UNR;; Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR: Area Parasitologia, Fac. Cs.Bioquimicas y
Farmacéuticas, UNR: 4 Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR, CIC, UNR:ss
mdvasconi@yahoo.com.ar

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

098. (501) ESTUDIO DE MARCADORES FENOTIPICOS DE ATENUACION EN CEPAS DE VIRUS JUNIN RECUPERADAS
DE INDIVIDUOS RECIENTEMENTE VACUNADOS CON LA CEPA JUNIN CANDID #1: iINDICES DE LETALIDAD Y
PROTECCION EN ANIMALES DE LABORATORIO.

Gamboa G.q; Saavedra M.2; Maiza A.3; Mariani M.+; Rodrigues Garcia Armoa G.s; Ambrosio A.s
Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas Dr. JI Maizteguii 2346, Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasils
graciela2113@yahoo.com.ar

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

Raton de 10 a 12 dias Cobayos de 3509
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Cepa IEL IEI IEP

Candid#1 »0.42 -1.41 -1.90
65604 >2.46 -0.37 -0.37
65727 =210 -1.40 -1.62
Cepa IEL IEI

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

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

099. (335) PPARy Y PPARa MODULAN LA EXPRESION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS EN MACROFAGOS
INFECTADOS CON TRYPANOSOMA CRUZI
Penas F.i; Vera M.z; Hovsepian E.s; Mirkin G.4; Sales M.s; Goren N.s
CEFYBO:12356; Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA4
federicopenas@hotmail.com

La enfermedad de Chagas esta relacionada con el establecimiento de procesos inflamatorios agudos y crénicos en diferentes tipos
celulares, siendo los macrofagos un blanco importante para la infeccion por Trypanosoma cruzi (Tc). Los receptores activados por
factores de proliferacion peroxisomal (PPAR), son factores de transcripcion dependientes de ligandos que participan en la regulaciéon
del metabolismo lipidico y en la inflamacion. 15-Deoxy-A12,14 PGJ2 (15d) y Wy14643 (Wy) agonistas de PPARy y PPARa
respectivamente han sido implicados en la modulacion inflamatoria. Sin embargo, el papel de estos ligandos en la enfermedad de
Chagas aun no ha sido del todo explorado. Por dicho motivo, analizamos la respuesta inflamatoria y su modulacién por 15d y Wy en
macrofagos peritoneales obtenidos de ratones BALB/c infectados con una cepa aguda (RA) y otra cronica (K-98) de Tc. Los macrofagos
aislados fueron cultivados a los 6 (RA) y 21 (K-98) dias post infeccion. Se observé en ambos modelos mediante Western blot (Wb),
expresion de oxido nitrico (NO) sintasa 2 (NOS2). Asimismo, ambas cepas de Tc aumentaron significativamente la liberacion de NO por
parte de los macréfagos (UM: Control: 9+0,7; RA: 32,7+3,5; K-98: 81,3+4,3 p<0,01). El tratamiento con 15d o Wy, inhibié tanto la
expresion de NOS2, como la liberacion de NO (15d: 29,4%RA; 36,7%K-98. Wy: 38,9%RA; 46,5%K-98 p<0,05). Con el objeto de
estudiar si las cepas RA y K-98 de Tc activan la via de NF-kB, extractos citosélicos de macréfagos de ratones infectados fueron
analizados mediante Wb. Observamos para ambas cepas la desaparicion caracteristica del inhibidor Ik-Ba, asi como también el
traslado de p65 al nucleo celular. Podemos concluir que tanto la cepa aguda, como la crénica de Tc inducen un aumento de
mediadores inflamatorios activando la via de NF-kB. Ademas, pudimos demostrar que los ligandos PPARy y PPARa serian potenciales
moduladores inflamatorios en macréfagos peritoneales provenientes de ratones infectados.

100. (100) EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR Y DIVERSIDAD GENETICA DEL VIRUS DE HEPATITIS B EN LA CIUDAD DE
MAR DEL PLATA
Elizalde M.:; Campos R.z; Barbini L.
Cétedra de Virologia, FFyB, UBA, Laboratorio de Virologia, Instituto Nacional de Epidemiologia s, Catedra de Virologia, FFyB,
UBA:
mecheeli@hotmail.com

Introduccion. El virus de hepatitis B (HBV) se clasifica en 8 genotipos (gts, A-H) con distribucion geografica caracteristica. Dada la
heterogeneidad de su genoma, se describen mutaciones en el determinante “a” del HBsAg (escape a la vacuna), el gen pol (resistencia
a antivirales), el BCP en 1762-64 y el precore en G1896A (definen el fenotipo HBeAg [-]). Objetivos. Determinar la distribucién de gts de
HBV circulantes en Mar del Plata. Describir las variantes de HBsAg, pol, BCP-precore y proteina X (HBV-X). Metodologia. Se analizaron
29 sueros con serologia positiva (anti-core IgG y HBsAg). Se amplificé por nested-PCR el gen S (76-791), gen X, BCP y precore (1281-
1957). Los productos se secuenciaron y alinearon con referencias de cada gt. Se genotipifico mediante analisis filogenético. Las
secuencias del HBsAg, pol y HBV-X se obtuvieron por traduccion de los genes correspondientes. Resultados. La filogenia (gen S)
mostré al gt F como el mas prevalente (72,4%), seguido por el gt A (13,8%) y los gts D y G (6,9%). El 34,5% de las muestras
presentaron cambios en HBsAg, 5 relacionados con reduccion en la antigenicidad (1 de ellas en el determinante “a”). Nueve pacientes
(31%) mostraron cambios de aas en la polimerasa (4 asociados a resistencia a antivirales). En BCP-precore, el 81,25% presenté AGG
en 1762-64, que se tradujo a KV en 130-131 de HBV-X (wild type, wt), el 12,5% evidencido TGA (gt G) que se tradujo a MT, y el 6,25%
mostré TGG (gt F1b), traducido a MV. En 1896-98, el 83,3% mostré6 GGG (wt), mientras que el 16,7% presentd6 AGG (gts G y F4).
Conclusiones. Se describe un predominio del gt F, nativo americano, respecto de los gts A, D y G de Europa y USA. Es el primer
reporte de pacientes con gt G en Argentina. Las sustituciones de aas en HBsAg ocurren principalmente fuera del determinante “a”. Se
detectan mutaciones de resistencia a antivirales. La mayoria de las muestras presentan en BCP-precore nucleétidos wt, asociados al
estadio HBeAg [+], y KV en 130-131 de HBV-X.
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101. (99) USO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS
Mamone L.1; Gandara L.2; Di Venosa G.s; Rodriguez L.4; Buzzola F.s; Batlle A.s; Casas A.7
CIPYP::23467, Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, UBAs
adriana@gqb.fcen.uba.ar

La Terapia Fotodinamica (TFD) es un tratamiento que consiste en la administraciéon de un compuesto fotosensibilizante (FS) que al
ser iluminado induce muerte celular via radicales libres. Recientemente, la TFD se propuso para el tratamiento de ciertas infecciones
bacterianas. El objetivo de este trabajo fue investigar una coleccion de extractos de plantas autoctonas para encontrar nuevos FS para
el control de infecciones bacterianas. Para el screening se estudio el efecto fotosensiilizador de 70 extractos metandlicos y acuosos
frente a tres especies bacterianas. Para ello, los cultivos bacterianos se incubaron con diferentes concentraciones de los extractos y
luego se irradiaron por 40 min. La viabilidad bacteriana se determiné por recuento de las UFC/ml en placas de agar. Las especies
Tabebuia impetiginosa flor, Solanum verbascifolium flor, Tecoma stans flor y Cissus verticillata raiz fueron fototdxicas para
Staphylococcus epidermidis pero no para las bacterias Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Con S.
verbascifolium (extracto metandlico) se observé una reduccion estadisticamente significativa en las UFC/ml luego de la TFD luego de 1
h de preincubacién con el FS (0,5 mg/ml) y 3 hr de iluminacién (2x108 UFC/ml control vs. 5x103 tratado; p< 0,01, Mann-Whitney test).
Los controles positivos con los FS azul de Toluidina y clorina €6 indujeron una disminucién en 7 érdenes de magnitud las UFC/ml. S.
epidermidis incorporé 12 + 0,5 pg de extracto por UFC, de acuerdo a lo determinado fluorométricamente. Estos resultados resaltan el
potencial de las especies vegetales como fuente de sustancias fotosensibilizantes. Actualmente se estan aislando los compuestos
fotoactivos encontrados.

METABOLISMO Y NUTRICION 1

102. (28) INDICE DE MASA CORPORAL, NIVEL DE ACTIVIDAD FISICA Y PERFIL LIPIDICO EN UN GRUPO DE
ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS
Fernandez |.1; Feliu M.z; Perris P.s; Vidueiros S.4; Silva C.s; Pallaro A.s; Slobodianik N.7
Céatedra de Nutricion, FFyB, UBA1 234567
ferni@ffyb.uba.ar

Introduccion: La mayor incidencia de enfermedad coronaria se ha relacionado con un perfil lipidico anormal (colesterol total,
triglicéridos y LDL-col elevados, HDL-colesterol bajo e indice de Castelli > 4,5). El sedentarismo y un elevado indice de masa corporal
(IMC) pueden modificar el nivel de los lipidos y asociarse a la aparicion de eventos coronarios. Objetivo: Analizar el IMC, el nivel de
actividad fisica (AF) y el perfil de lipidos plasmaticos en un grupo de estudiantes universitarios. Material y Métodos. Se recolect6 plasma
en ayunas de un grupo de 90 alumnos (18 hombres y 72 mujeres) con edades comprendidas entre 25-30 afios, que cursaron la materia
Nutricion correspondiente al Ciclo Profesional de la Carrera de Bioguimica, entre los afios 2003-2009. Se determiné la concentracion de
colesterol total (CT, mg%) y HDL-col (mg%) (método colorimétrico-Rvos.Wiener-equipo automatizado CCX-Abbott) y se calculd el indice
de Castelli (IC= CT/HDL). Cada alumno calculé su nivel de actividad fisica diaria y registré su peso y talla para calcular el IMC (P/T2).
Resultados. Los valores obtenidos fueron (MEDIA+DE): Mujeres (CT: 165.8 + 26.0; HDL: 58.5 + 12.2; IC: 2.9 + 0.7; AF: 1,7 £ 0,2; IMC:
21,2 + 2,5) Hombres (CT: 168.1 + 32.4; HDL: 51.2 + 7.3; IC: 3.4 + 1.0; AF: 1,7 £ 0,2; IMC: 24,8 £ 2,5). En forma general ambas pobla-
ciones tienen IC < 4,5 y valores de IMC dentro del rango normal, a pesar de tener un nivel de actividad fisico ligero (AF=1.40-1.70). Al
analizar los grupos femenino y masculino se observa que sélo el 1% y 12 % supera el punto de corte 1C>4.5, respectivamente,
concomitante con un IMC > 24,9 en el 7% de las mujeres y 63% de los hombres. Conclusiones. De los datos obtenidos surge que la
poblacién masculina presenta un mayor riesgo de padecer futuras enfermedades cardiovasculares. Parcialmente financiado por la UBA
(B-074).

103. (29) LA ACCION VASOPROTECTORA DEL FITOESTROGENO GENISTEINA ES CONDICIONADA POR LA
PRESENCIA DE ESTROGENOS OVARICOS
Rauschemberger M.1; Sandoval M.z; Cesari N.s; Massheimer V.4
Céatedra de Bioquimica Clinica Il, BBYF, UNS, CONICET; s +; Catedra de Bioquimica Clinica Il, BBYF, UNS, Unidad Basica
Quimica, Ciencias Basicas, UTN:
mbrausch@criba.edu.ar

Considerando que los fitoestrogenos (FE) son propuestos como agentes que previenen enfermedades cardiovasculares en edad
adulta, y que estrona (E1) es el principal estrégeno circulante en la menopausia, el objetivo fue evaluar los efectos conjuntos de
genisteina (Gen) y E1 a nivel vascular. Se emplearon anillos de aorta (AA) y cultivos de células endoteliales y de células musculares
(CE y CMLV) de ratas hembras jovenes y adultas. Se midié agregacion plaquetaria (AP) y produccion de NO, en presencia 6 ausencia
de LPS. En AP, 5 min. de tratamiento con Gen, E1 6 Gen+E1 inhibieron la AP (45;38;48% s/c resp., p<0,05). En presencia de LPS, la
AP fue maxima (98%), efecto revertido parcialmente si previo al agregado de LPS, los AA se exponen a los agonistas estrogénicos
(57;46; 69 %AP, E1+LPS; Gen+LPS; E1+Gen+LPS resp., p<0,02). Sabiendo que el NO media la accién antiagregante de E1 y Gen,
medimos el efecto de tratamientos conjuntos de E1 y el FE sobre la produccion endotelial de NO. En CE de ratas jévenes, 5 min. de
tratamiento con E1; Gen; E1+Gen estimularon significativamente la sintesis del vasoactivo. En CE adultas, si bien los tratamientos
individuales no mostraron diferencias significativas s/control, la adiciéon conjunta estimul6 la sintesis de NO (13,3+0,9 vs16,0+ 0,9
nmolINO/mg prot, C vs E1+Gen, p< 0,05). A nivel muscular el LPS induce la sintesis de NO via NOSi. Se investigo la accion del FE y E1
sobre dicha accion del LPS, empleando cultivos CMLV. La presencia de Gen, agregada 5 h previo al tratamiento con LPS (21 h), inhibid
la produccion de NO inducida por LPS (184+1,3 vs 233+8,5 nmol NO/mg prot resp. p<0,02). En cambio el pretratamiento simultaneo
con Gen+E1 potencio la accion del proinflamatorio (172% s/LPS). Estos resultados sugieren que, ante una injuria vascular, la potencial
accion vasoprotectora de Gen (en términos de AP y produccion de NO) depende del tipo celular, presencia de estrégenos ovaricos y
tiempo de exposicién a los mismos.
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104. (38) LA ADMINISTRACION DE VITAMINA C JUNTO CON ACIDO ALFA-LIPOICO PREVIENE EL INCREMENTO DE
LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA Y DE LOS NIVELES DE LIPOPEROXIDACION QUE PRESENTAN LAS RATAS
ALIMENTADAS CON UNA DIETA RICA EN FRUCTOSA
Reyes Toso C.s; Wallinger M.z; Balzer R.s; Ricci C.4; Reyes Toso M.s; Linares L.s
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA123456
creyestoso@intramed.net

La administracion crénica de una dieta rica en fructosa desarrolla en las ratas un cuadro con hipertension arterial sistélica,
dislipidemia, intolerancia a los carbohidratos y resistencia insulinica que guarda similitudes con el sindrome metabdlico. Dentro de los
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados se considera que el incremento en los niveles de anion superdxido estaria vinculado con su
produccién. Anteriormente se comprobo que el acido alfa-lipoico -AL- reducia (pero no prevenia), el incremento de la presion arterial. En
este trabajo se estudiaron los efectos de la administracion (20 semanas) por via oral, de vitamina C -VC- junto con AL (ambos con
efecto anti-oxidante) sobre la presion arterial sistélica -PAS- y diversas variables metabdlicas. Las ratas se dividieron en dos grupos
(n=16 c/u): a) dieta estandar -DE-, b) DE + fructosa al 10% (F10%), y en subgrupos: 1- sin VC+AL, -C- 6 F10%; 2- con VC+AL (50
mg/dia de cada una), -C-VC+AL- 6 F10%-VC+AL. Se controlaron: PAS, glucemias, prueba de tolerancia oral a la glucosa -PTOG-,
triglicéridos -TG y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico -TBARS- tanto en plasma como en homogenatos de corazén e higado. La
administracion de F10% aument6é en forma significativa -ANOVA- la PAS (P<0.001), los TG (P<0.001), los TBARS en plasma (P<
0.001) y alteré la PTOG (P<0.001). Los TBARS en corazén e higado también aumentaron-Test “t” Student (P<0.01 y 0.001). La dieta
con F10% + VC-AL previno el incremento de la PAS y TBARS (P>0.05 vs C y C-VC+AL), y disminuy6 el aumento de los TG y de la
glucemia durante la PTOG (ANOVA P<0.01 y P<0.05 respectivamente). Estos resultados muestran que la administracion crénica de
VC+AL contrarresta el incremento de la PAS y de algunas variables metabdlicas que ocurren con una dieta con F10%, en forma mas
efectiva que el AL sélo. Este efecto estaria parcialmente relacionado con la accién de la VC de mantener reducido al alfa-tocoferol
enddgeno, neutralizando sus efectos pro-oxidantes.

105. (70) ESTRES OXIDATIVO EN GLANDULAS SALIVALES EN UN MODELO DE SJOGREN EXPERIMENTAL
Reides C.; Ferreira S..; Lasagni Vitar R.s; Llesuy S.4
FFyB, UBA1234
creides@ffyb.uba.ar

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

106. (74) TOXICIDAD CRONICA DEL HIERRO, HOMEOSTASIS REDOX INTRACELULAR Y DANO OXIDATIVO IN VIVO
EN HiGADO Y CEREBRO.
Ferrarotti N.1; Musacco Sebio R.2; Saporito Magrifia C.s; Massot F.4; Torti H.s; Ossani G.s; Repetto M.z
Céatedra de Quimica General e Inorganica, Catedra de Analisis Clinicos I, Inmunologia Clinica, FFyB, UBA+; Catedra de Quimica
General e Inorgéanica, FFyB, UBA:s7; Catedra de Fisica, FFyB, UBA«s, Centro de Patologia Experimental, Facultad de Medicina,
UBAs
ferrarot@ffyb.uba.ar

Los niveles intracelulares del hierro (Fe) estan regulados por proteinas de transporte y almacenamiento. La exposicion cronica a Fe
altera la homeostasis redox y genera dafio oxidativo (DO). El objetivo de este trabajo fue comparar la toxicidad inducida por exposicion
croénica a Fe en higado (H) y cerebro (Ce). Se administré FeCl2 (1 g/L en agua de bebida) a ratas Sprague Dawley (250 g) durante 42
dias. Se evalué el DO en Hy Ce y el tiempo de DO maximo respecto al control (C) (p<0.01) mediante: Quimioluminiscencia de érgano
in vivo (Ql), oxidacién de lipidos (TBARS); oxidacién de proteinas (carbonilos, CO), metabolitos del 6xido nitrico (NO), homeostasis
redox (glutation (GSH)/GSSG); actividad de NADPHoxidasa, catalasa (Cat) y glutation transferasa (GT). La concentracién tisular de Fe
(cFe) en H y Ce se determin6 por absorcién atdmica y la anatomo-histopatologia por microscopia éptica del H. Se observé: incremento
del 118% en cFe a los 2 dias de tratamiento y correlacién positiva entre CFe y tiempo H (r:0,76,C:65+2mg/g higado);100% de Ql en H
(C:12+1cps/cm2) y 16 veces en Ce (C:11+2cps/cm2), ambos a los 7 dias; TBARS aumentd 100% en H a los 2 dias (C:7+1nmol/g), y
62% en Ce a los 4 (C:6,4+0,4nmol/g). A los 4 dias, en H, CO aumenté en un factor de 2,6 (C:115+19nmol/g) y NO 2,4
(C:0,32+0,04mmol/g); en Ce CO aumentd en un factor de 2,1 (C:111£3nmol/g), y NO de 1,7 a los 14 dias (C:0,13+£0,03mmol/g). A los 2
dias disminuyo la actividad de Cat 67% (C:548+108pmol/g) y a los 7 dias NADPHox un 14% (C:0,22+0,02 nmol/min.g) en H. En Ce
aumenté 43% GT (C:23+1U/g) a los 14 dias. A los 2 dias GSH/GSSG disminuyé 50% en H (C:0,49+0,01) y 62% en Ce (C:0,28+0,01).
El Fe genera DO por exposicion crénica en H y Ce, proporcional al tiempo de exposicion y a la oxidacion de biomoléculas. La oxidaciéon
de lipidos y la generacién de NO son eventos previos al DO tisular y el evento primario promotor del DO seria la alteracion de la
homeostasis redox por consumo de GSH.
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107. (164) ACEITE ALTO OLEICO EN ALTA CONCENTRACION: EFECTO SOBRE TRIGLICERIDOS, COLESTEROL Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN SUERO DE RATAS. ESTUDIO PRELIMINAR.
Perris P.1; Fernandez |.2; Godoy M.s; Insani E.s; Mambrin C.s; Sanahuja M.s; Slobodianik N.7; Feliu M.s
Catedra de Nutricion, FFyB, UBA1 23567 Instituto Tecnologia de Alimentos, Centro de Investigacion de Agroindustria, INTA-
Castelar:
pperris@ffyb.uba.ar

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

GRUPOS CT TG TAC

AO(10dias) 71.0x10.6 67.0+x15.9 1.20+0.08"
C(10dias) 64.2+12.8 62.6+19.0 1.40+0.05
AO(40dias) 96.3£13.2" 63.8+43.3 1.26+0.08"
C{40dias) 743124 66.2+38.8 1.45+0.18

Resultados y discusién: El grupo que recibié la dieta aportadora de alto oleico durante 40 dias presentd valores de colesterol es-
tadisticamente superiores al respectivo control. No se encontraron diferencias en la concentracion de TG, entre los diferentes grupos
experimentales. Por otra parte, TAC presenta valores estadisticamente inferiores al control, independientemente del tiempo de
administracion de la dieta. Estos hallazgos serian consecuencia de la alta concentracién lipidica de la dieta sumado a la distorsion de la
relacién w6/w3. Financiado por UBACyYT 20020100200078

108. (174) EL AGREGADO DE OLIGOSACARIDOS NO DIGERIBLES A LA DIETA DURANTE EL CRECIMIENTO
AUMENTA LA ABSORCION Y RETENCION DE CALCIO EN UN MODELO ANIMAL DE RATAS WISTAR
Weisstaub A.1; Abdala V.2; Gonzalez Chaves M.s; Bryk G.s; Pellegrini G.s; Marotte C.s; Orzuza R.7; Zeni S.s; Zuleta A.s
FFyB, UBA, Hospital de Clinicas, Seccion Osteopatias Médicasiz34s67s9
arweiss@ffyb.uba.ar

Introduccién: Durante el crecimiento para alcanzar el pico maximo de masa 6sea es necesaria la ingesta de una dieta con alto
contenido de calcio biodisponible. Por esto se recurre al agregado de oligosacéridos no digeribles que son fermentados por la flora
colénica, provocando disminucién del pH intestinal y aumento de solubilidad y absorciéon de minerales. Objetivo: determinar el impacto
de dietas suplementadas con oligosacaridos no digeribles sobre la biodisponibilidad y retencién del calcio en un modelo animal de ratas
Wistar en crecimiento. Materiales y métodos: Ratas macho recién destetadas se alimentaron durante 60 dias (Tf) con las siguientes
dietas ad libitum (n=8/grupo): control (DC), a base de mezcla de fructooligosacaridos e inulina (DFOS) y a base de polidextrosa (DPx).
Los ultimos cinco dias se midieron consumos de dieta y se recogieron las heces para calcular absorcion aparente de calcio (AaCa), a Tf
se removio el ciego y se midieron peso y pH del contenido cecal y se determinaron contenido mineral éseo total (CMO) y DMO de tibia
proximal (DMOt) y columna (DMOc) con un Densitémetro DPX Alpha 8034, con un software especial para pequefios animales.
Resultados: El peso del ciego de DFOS y DPx fueron mayores a DC (g) (5.934+0.28 vs 4.31+0.71vs 3.05+0.25; p< 0.001) mientras que
el pH de DFOS fue menor a DPx y DC (5.52+0.22 vs 6.85+0.17 vs 6.97+0.18; p<0.001). DFOS y DPx presentaron una mayor AaCa que
DC (%)(91.3+5.2 vs 87.6+3.2 vs 71.1£3.3; p<0.001). ElI CMO (mg/g) fue: DFOS > DPx > DC (20.44+1.9 vs 17.1£2.0 vs 11.7+1.6;
p<0.01). La DMOt (mg/cm2) de DFOS fue mayor a DPx y DC (266.0+14.8 vs 239.9+23.6 vs 220.1+15.3) y la DMOc (mg/cm2) de DFOS
y DPx fueron mayores a DC (269.4+ 25.7 vs 248.5+10.2 vs 231.5+ 10.6). Conclusiones: El aumento de la fermentacion de DFOS y DPx
evidencia la existencia de actividad prebidtica en los oligosacaridos utilizados, lo que favoreceria el aumento de la AaCa y retencién de
calcio durante el crecimiento. UBACYT 20020090200037

109. (279) LA MADURACION OSEA SE RELACIONA CON EL ESTADO RESPECTO DEL CALCIO A TRAVES DE MAR-
CADORES DEL TIPO CTX EN NINOS PREPUBERES
Dupraz H.1; Rio M.z; Zeni S.s
FFyB, UBA:2; Facultad de Odontologias
hedupraz@ffyb.uba.ar

En nifios prepuberes, el marcador 6seo a-CTX se ajusta a una curva de decaimiento con la edad mientras que 3-CTX no muestra
cambios en esa franja etaria. Buscando una forma de evaluar la maduraciéon dsea a través de dichos marcadores, analizamos la
relaciéon a/B, sobre la hipotesis de que esta se relacionara con el estado nutricional calcico. Objetivo. Establecer la relacion entre la
adecuacion respecto del Ca y la maduracion 6sea a través del comportamiento de la relacion o/ CTX en nifios de 1° a 4° grado (6 a 10
afios). Metodologia. De un grupo de 200 nifios escolares,de ambos sexos, se analizaron los 180 con datos para los 3 indicadores,
determinados en la segunda orina de la mafiana tomada en ayunas: Ca (AA), creatinina (Jaffé) y a y B CTX (NB-Denmark). Los
resultados se expresaron como cociente o/B. El indicador Ca/Cr se evalud con valores de referencia: Ca/Cr: <0,07, deficiente; 0,07-
0,15, adecuado y > 0,15, elevado. Se utilizé test ANOVA con programa GraphPad. Resultados. Los resultados, analizados por grado,
se muestran en la siguiente tabla: a/f CTX expresado como X + DS (n), segun indicador célcico (Ca/Cr)
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Deficiente (D) Adecuado (A) Elevado (E)
GRADO {< 0.07) {0.07-0.15) {>0.15)
1° 2,04 = 1,56 (12) 1,61+ 0,62 (14) 1,50 + 0,72 (8)
2° 2,04 + 054 (16) 1,46 + 0,70 (17) 1,50 + 0,69 (10)
3° 1,88 + 1,23 (23) 1,36 £ 056 (17) 1,55 + 0,49 (8)
4° 1,36 + 0,46 (23) 0,99 + 0,29 (15) 1,29 + 0,50 (10)

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

110. (349) LA ADMINISTRACION DE VITAMINA E Y ACIDO ALFA-LIPOICO EN RATAS CON SiINDROME METABOLICO
EXPERIMENTAL POR FRUCTOSA EN LA DIETA PREVIENE EL INCREMENTO DE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA SIN DISMINUIR LA HIPERINSULINEMIA.

Reyes Toso C.i; Linares L.2; Wallinger M.s; Planells F.s; Reyes Toso M.s; Ricci C.s
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA1 23456
creyestoso@intramed.net

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

111. (387) INFLUENCIA DEL NIVEL DE EXPOSICION SOBRE EL PERFIL METABOLICO DEL ARSENICO INORGANICO
EN POBLACIONES CON DISTINTAS VARIANTES POLIMORFICAS DE LA ENZIMA ARSENITO METIL TRANSFE-
RASA
OImos V.1; Navoni J.2; Sassone A.s; Villaamil Lepori E.4
Cétedra de Toxicologia y Quimica Legal, FFyB, UBA1234
volmos@ffyb.uba.ar

El metabolismo del arsénico (As) inorganico en humanos esta influenciado por varios factores entre los que se encuentran el género,
la edad y la presencia de variantes polimérficas de la enzima arsenito metil transferasa. El objetivo de este trabajo fue estudiar la
influencia del nivel de exposicién sobre el perfil metabolico del As, en individuos expuestos crénicamente a través del agua de bebida.
Para ello se realizé un estudio transversal en 195 personas habitantes de Chaco y Santiago del Estero. El estudio contd con la
aprobacién de un Comité de Etica y todos los participantes firmaron el consentimiento informado. Se obtuvieron muestras de orina y de
células de descamacion bucal de todos los participantes, y de agua de bebida de cada vivienda. El nivel de As en agua se midié por
Generacion de Hidruros-Espectrofotometria de Absorcién Atémica (GH-EAA). El perfil metabdlico [concentracion urinaria del As
inorganico y los acidos monometil arsénico (MMA) y dimetil arsinico (DMA)] se midié por HPLC-GH-EAA. La presencia del polimorfismo
Met(287)Tre se investigd mediante PCR-RFLP. El andlisis estadistico se realizé con el programa InfoStat. El rango de niveles de
exposicion fue muy amplio (de 13 a 1148 ug/l de As en agua). Se observo influencia del nivel de exposicion sobre el perfil metabolico
del As. ElI %MMA promedio (15,7) del grupo expuesto a 13 pg/l difirié significativamente (P=0,0001) del %MMA promedio (23,6) del
grupo expuesto a 926 ug/l de As en agua. Esta influencia del nivel de exposicion fue significativa (P=0,0155) en la poblacion portadora
de la variante silvestre del polimorfismo, mientras que en la poblacion heterocigota fue no significativa (P=0,0518). Dado que un mayor
%MMA es indicador de mayor susceptibilidad a sufrir los efectos deletéreos del As, estos resultados indicarian que, a exposiciones muy
elevadas de As, ambas poblaciones serian igualmente susceptibles mientras que a bajos niveles de exposicion la poblacion silvestre es
menos susceptible.

112. (442) LIPIDOS EN GLANDULA MAMARIA DE RATAS DEFICIENTES EN VITAMINA A
Vasquez Gomez M.:; Marra C.2; Giménez M.s;
UNSL+; INIBIOLP CONICET:; UNSL, IMIBIO-SL, CONICET:
gmvasque@unsl.edu.ar

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

113. (517) ACIDOS GRASOS INSATURADOS (AGI) N-9 Y N-3 DE DIFERENTES ORIGENES EN EL MANEJO NUTRICIO-
NAL DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA MODERADA (HCM)
Stranges A.1; Alsina E.2; Zago V.5; Gamba C.4; Gomez Echarren M.s; Ramos C.s; Scherier L.7; Friedman S.s; Macri E.o
Facultad de Odontologia, UBA+; Catedra de Bioquimica, Facultad de Odontologia, UBA:2 45659, Lab Lipidos y Lipoproteinas-
INFIBIOC, FFyB, UBAs~
andystranges@hotmail.com

Investigaciones previas demostraron el efecto hipolipemiante de AGPI, respecto a las grasas saturadas. Actualmente, se promocio-
nan como saludables AGI de la familia n-9 presentes en numerosos productos alimentarios. Por otro lado, se sabe de los beneficios de
los n-3 en ECV; sin embargo, se discute su efectividad cuando proceden de fuentes vegetales. Objetivo: estudiar en ratas con HCM, el
efecto de dietas ricas en AGI n-9 y n-3 de diferentes origenes sobre los lipidos séricos. Ratas Wistar macho(n=40, 21+2 dias), al
destete recibieron por 25 dias dieta aterogénica(DA) con cantidades moderadas de colesterol (col) y grasa saturada (20%p/p). A T25 se
asignaron a uno de 5 grupos: CA(control aterogénico) continué 25 dias con dieta DA, n-3.P(pescado) y n-3.L(lino) recibieron aceites
ricos en AGIn-3 mas col y vitamina E(0,04%); mientras que los grupos n-9.GAO (girasol alto oleico refinado) y n-9.0(oliva virgen),
recibieron aceites con n-9 mas col. Durante la experiencia se registraron peso(g) y longitud(cm), consumo de
alimento(kcal/100gpeso/dia).Se midieron(mg/dL):T25 colesterol total(col-T), col.no-HDL. T50: col-T, TG, col-HDL, col-noHDL
yTBARS(umol/L).Resultados (media + DE, ANOVA, SNK, Tamhane(p<0.05)). A T25, los animales desarrollaron HCM respecto a
controles sanos (prueba t) col-T: 95+11y col-noHDL: 40+7 (p<0.001). A T50, no hubo diferencias significativas en consumo, peso o
longitud. Los AGIn-3 produjeron el mejor perfil lipidico para TG(n-3.P 31+10 noDS n-3.L 39+6; n-3.P < n-9.0 44+9 noDS n-9.GAO 48+9
<CA 60+13(p<0.001)), Col-T (n-3.P 53+12 noDS n-3.L 67+18<n-9;0 101+27noDS n-9.GAO 103+19noDS CA 110+27(p<0.001) y Col-
noHDL. n-9.GAO presentd mayor nivel de peroxidacion lipidica (TBARS: n-3.P16,2+2,8 >CA10,1+1,8 noDS n-3.L12,2+1,6 noDS n-
9.012,5+1,6 ; todos < n-9.GAO 77,2+16,1(p<0.001). Por lo tanto, en el tratamiento de HCM de origen nutricional se obtienen mejores
beneficios con el consumo de AGI de la familia n-3 ya sea de origen vegetal o animal. UBACYT O008.

114. (535) HIGADO GRASO E INSULINORRESISTENCIA INDUCIDA POR ADMINISTRACION DE DIETA RICA EN
FRUCTOSA
Blaiotta C.1; Massa M.z; Castro M.;; Gagliardino J.«; Francini F.s
Centro de Endocrinologia Experimental y Aplicada1 234 5
carolina_blaiotta@hotmail.com

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

1 DRF1 c2 DRF2 G3 DRF3
In (ng/ml} 0,5+0,07 08008 06+006 07+008 0B+004 1.1+02*
G (mg/dl) 116+3 118+4 103+3 12146 1172 11743
TG (mg/dl) 10328 134211 12z18 172£15* 102211 226£31%
GO (mMUsmg prat) 1006 12204* 9308 1641 9106 1941
GEPasa B2 1313 81 18+2* 71 1541
(latencia%)
Gluctgenao 7.0:04 7.4+03 6,8:04 82:02* 84103 10,8+0.4*
(g te])
TG hepaticos 304413 470+58*  277+30 376+30 30125 489417
(pgA 00 my tef)
Indice sensibilidad 20337 168¢16 18126 150£13 168210 108£15*
hepatica a In
[KIGPA x InFA)

Conclusion: la administracién de DRF induce asincrénicamente cambios metabdlicos: a nivel hepatico a la semana de tratamiento
aumenta el depodsito de TG, la actividad de la enzima GQ y G6Pasa (ciclo de sustrato). A nivel sanguineo el aumento de los TG
circulantes es el indicador mas precoz de la DRF, mientras la hiperinsulinemia (reaccién células B) recién aparece a las 3 semanas de
tratamiento
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115. (549) EFECTO DIFERENCIAL DEL CONSUMO DE ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS SOBRE EL
METABOLISMO LIPIDICO Y OSEO.
Alsina E.1; Martinez Reinoso J.2; Miksztowicz V.s; Zago V.4; Suarez C.s; Ferreira Monteiro A.s; Scherier L.7; Friedman S.s; Macri E.o
Facultad de Odontologia, UBA:; Catedra de Bioquimica, Facultad de Odontologia, UBA: s s s o; Lab Lipidos y Lipoproteinas-
INFIBIOC, FFyB, UBAs+7
alsinaestefania@yahoo.com.ar

Los efectos beneficiosos encontrados en la dieta mediterranea (aceite de oliva=AQ) llevaron a recomendar el consumo de acidos
grasos monoinsaturados (AGMI) para el tratamiento de la hipercolesterolemia (HC) nutricional. Actualmente, con el objeto de utilizar
grasas saludables a menor costo, diferentes empresas alimentarias estan sustituyendo, de manera creciente, grasas animales y aceites
hidrogenados por aceites como el girasol alto oleico (AGAO). Objetivo: Estudiar en ratas con HC, el efecto de dietas ricas en acidos
grasos monoinsaturados (w9) sobre los lipidos séricos y su relacion con el contenido mineral 6seo. Métodos: se utilizaron Ratas Wistar
macho al destete, las cuales recibieron por 3 semanas (T3) una dieta aterogénica rica en grasa saturada (GS) y col, con el objeto de
inducir HC nutricional. Luego por 5 semanas (T8), AGAO reemplazé GS por aceite de girasol alto oleico y AO reemplazé GS por aceite
de oliva. Las dietas se administraron ad libitum durante las 8 semanas en las que se monitorearon zoometria y consumo (kcal/100g
peso corporal/dia).A T3 se midié la colesterolemia total (col-t, mg/dL). A T8, se calculd el indice hepatosomatico (IHS) y se
determinaron: en suero (mg/dL) col, col- noHDL y TG y por DPX la densidad mineral 6sea (DMO, g/cm2) y el contenido mineral ésea
(CMO, g). Resultados (media+DE.Anova.SNK): Los grupos no presentaron variaciones en el peso, longitud corporal, consumo e IHS.
Sin embargo el col-t (AO 197,5+29,08 vs AGAO 245,67+ 24,9) y el col- noHDL fueron menores en el grupo AO ( AO 163,83 +30,02 vs
AGAO 213%28,66 (p<0.01). No se detectaron diferencias en CMO (AO 3,92040,343 vs AGAO 4,175 + 0,558) y DMO (AO 0,261+0,005
vs AGAO 0,255+0,005). Conclusion: Estos resultados sugieren que en manejo nutricional de HC los AGMI se comportan diferente. Los
alimentos ricos en w9 provenientes del AGAO no serian de eleccion. UBACyT 0008

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

Santillan L.1; Carmona Y.z; Giménez M.s

IMIBIO, CONICET, UNSL123

lucassantillan2011@gmail.com

El Tejido Adiposo (TA) desempefia un papel principal en la homeostasis energética. El TA esta diseminado en el organismo siendo
un importante foco de investigacién por el rol especifico que la grasa juega en la patogenicidad de los desérdenes metabdlicos como la
obesidad. El estrés oxidativo (EO) ha sido implicado en la patogénesis de la obesidad. El objetivo de este trabajo fue investigar el
metabolismo redox a través de la expresion de enzimas antioxidantes (SOD, GPx y CAT) y factor de transcripcion NRF-2, en tejido
adiposo perirenal (TAPR) en un modelo de ratas obesas. Se trabajé con un grupo control (C) de 7 ratas machos y 12 animales se
dispusieron en jaulas individuales, alimentadas con dieta hipercalérica. Al final del experimento y de acuerdo a su peso el grupo de 12
animales se separd en 2 grupos: obesidad resistente (OR) y obesidad sensible (OS). El grupo C se alimentd con dieta control y los
grupos OR y OS con dieta hipercaldrica. Se les extrajo TAPR y se guardé a 80°C hasta su uso. Se extrajo RNA con el método de
TRIzol y fue transcripto a cDNA. Alicuotas de 3 pl de cDNA fueron utilizados para amplificar por PCR. El gen de B actina se usé como
control interno. Los productos fueron analizados en gel de agarosa al 2 % y cuantificados con el programa NIH Image J Software. La
expresion de mRNA del gen GPx aumentd en el grupo OR respecto a los grupos OS y C, Los niveles de expresion del grupo OS fueron
significativamente mas bajos que el grupo C. La expresion de SOD en el grupo OS aumento significativamente respecto al grupo C. No
observamos diferencias en la expresion de mRNA de catalasa en los tres grupos estudiados. La expresion del NRF-2 estuvo
aumentada significativamente en el grupo OR respecto al grupo OS. En el TAPR del grupo OR el aumento de la expresion de NRF-2
indujo una mayor proteccion de estos animales por parte de la GPx, lo que explicaria la resistencia a desarrollar obesidad en estos
ratones.

117. (621) PRODUCCION DE RADICALES LIBRES Y OXIDO NiTRICO EN MITOCONDRIAS DE RATAS DIABETICAS.
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON L- ARGININA.
Ortiz M.1; Lores-arnaiz S.2; Albertoni Borghese M.3; Balonga S.4; Filipuzzi A.5; Lavagna A.6; Cicerchia D.7; Majowicz M.8;
Bustamante J.9 Cétedra de Biologia Celular y Molecular, FFyB, UBA1 3 4 5 6 8; Catedra de Fisicoquimica, FFyB, UBA2 7 9
mortiz@ffyb.uba.ar

Resultados previos en corteza cerebral de ratas diabéticas (D) mostraron una disfuncion respiratoria asociada con despolarizacién y
descenso en la produccion de éxido nitrico (NO). El objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion de radicales libres, la expresion
de o6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y la nitracion de proteinas (NP) en mitocondrias de corteza cerebral de ratas controles (C),
tratadas con L-arginina (C+A), D y D tratadas con L-arg (D+A). La diabetes se indujo por inyeccién i.p. de estreptozotocina (70mg/kg).
L-arg se administrd por 4 dias en el agua de bebida (620 mg/kg/dia). Se determind la produccién de anidn superoxido (O2-), los niveles
de peroxido de hidrogeno (H202) y de monoaminooxidasa (MAO). Los resultados se expresaron como % respecto del control (C:
100%). Se analizo la expresion de nNOS y NP por Western Blot, expresando los resultados como la relacién nNOS / tubulina y %
respecto del C (C: 100%) respectivamente. En D aumentaron un 86% los niveles de O2- vs C*, siendo este efecto revertido
parcialmente en D+A. La produccion de H202 disminuyd un 31% en D (0,22 + 0,03 nmol/min.mg prot.) vs C (0,32 £ 0,03)*, revirtiéndose
dicho efecto en D+A. Los niveles de MAO disminuyeron un 54% en D (4,4 + 0,1 nmol/min.mg prot.) vs C (9,6 * 0,9)*. Dicha disminucion
se revirti6 en D+A. La expresion de nNOS disminuyé en D (0,67 + 0,05) vs C (0,95 * 0,09)*, revirtiéndose dicho efecto en D+A. La NP
disminuydé un 31% en D vs C**, revirtiéndose dicho efecto en D+A. Para ninguna de las determinaciones hubo cambios en C+A.
Estadistica: ANOVA,; *p<0.05; **p<0.01. Se concluye que en la diabetes a corto plazo existe un aumento de la produccion de O2-. La
disminucién en los niveles de H202 podria estar asociada a un descenso de la actividad de MAO. La expresion de la NOS asociada a
la mitocondria asi como la nitracion de proteinas se encontraron disminuidas. El tratamiento con L-arg en los animales diabéticos
revirtié dichos efectos.
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118. (644) EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO SOBRE LA EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES Y LA VIA DE

SENALIZACION DE PROLACTINA EN LA GLANDULA MAMARIA DE LA RATA LACTANDO.

Campo Verde Arbocco F.1; Navas P.2; Hapon M.s; Sanchez A.+; Jahn G.s
Laboratorio de Reproduccién y Lactancia, IMBECU, CCTi2345
farbocco@mendoza-conicet.gob.ar

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

119. (542) ACCION ANTIPROLIFERATIVA Y PROAPOPTOTICA DE LA PROLACTINA EN LA ADENOHIPOFISIS
Ferraris M.«; Zarate S.2; Jaita G.s; Magri M.4; Goffin V.s; Seilicovich A.e; Pisera D.7
IDIR, Facultad de Medicina, UBA1:3467; Faculté de Medicine Necker, Universite Paris Descartes, Francias
mferraris@fmed.uba.ar

La prolactina (PRL) puede actuar de forma autocrina/paracrina sobre la adenohipdfisis (ADH). Hemos demostrado que la inhibicion
de la sefalizacion del receptor de PRL (PRLR) in vivo aumenta la tasa de proliferaciéon celular en la ADH e incrementa el peso
hipofisario, lo que sugiere un efecto antiproliferativo de la PRL. Con el objetivo de determinar la acciéon directa de la PRL a nivel
hipofisario, estudiamos in vitro el efecto del antagonista del PRLR, A1-9-G129R-hPRL (A-PRLR) sobre la proliferacion y apoptosis de
células somatolactotropas GH3, que secretan constitutivamente PRL. La inhibicién de la sefalizacion de PRL indujo un incremento de la
tasa de proliferacion (incorporacion de bromodeoxiuridina, BrdU, CTRL 7.5%, A-PRLR 12.0%, p<0.05, X2). La evaluacién del ciclo
celular por citometria de flujo (FACS) mostré un incremento en el porcentaje de células en la fase S (CTRL 26.2+5.2%, A-PRLR
41.1+4.9%, p<0.05, t de Student). Ademas, el A-PRLR disminuy6 el porcentaje de células apoptéticas (TUNEL, CTRL 3.6%, A-PRLR
2.2%, p<0.05, X2; % de células hipodiploides, FACS, CTRL 32.8+1.8%, A-PRLR 27.3+19.6%, p<0.05 t de Student). Estos resultados
sugieren que la PRL actia como un factor autocrino/paracrino antiproliferativo y proapoptético sobre la ADH. Para evaluar las acciones
directas de la PRL in vivo, ratas ovariectomizadas fueron inyectadas con PRL ovina (oPRL, 1 mg/kg, 6 h, ip). La oPRL incrementé el
porcentaje de células apoptéticas (células hipodiploides, FACS, CTRL, 10.0+1.5%, oPRL 21.9+5.2%, p<0.05, t de Student), y disminuy6
el porcentaje de células BrdU positivas (FACS) y el porcentaje de células en la fase G2/M (CTRL 9.4£1.6%, oPRL 5.0+£0.6% p<0.05, t
de Student). Nuestras observaciones indican que la prolactina esta involucrada en la renovacion de células adenohipofisarias actuando
como un factor antiproliferativo y proapoptético. Alteraciones en este sistema de control fisiolégico pueden conducir al desarrollo y
progresion de tumores hipofisarios.

120. (48) INSULINA EN MITOCONDRIA: REGULACION DE LA PIRUVATO DESHIDROGENASA
Cresto J.1; Camberos M.2; Cao G.3; Martucci L.a
Centro de Investigaciones Endocrinolégicasi 24 Anatomia Patolégica, Htal. de Nifios “P. Elizalde”s
jeresto@cedie.org.ar

Nosotros demostramos que la enzima degradante de insulina (EDI) facilita el transporte de la insulina al mitoplasto y que la
degradacion de la insulina participa en la regulacion del transporte. En este trabajo estudiamos una de las razones por las cuales la
insulina es transportada al mitoplasto. Objetivos - Determinar si la insulina internalizada regula la piruvato deshidrogenasa (PDH).
Métodos - EDI se obtuvo de musculo de rata por sucesivos pasos cromatograficos. Mitocondrias hepaticas fueron aisladas segun
Parson y recuperadas a 37°C, oxigeno 100%. De acuerdo al protocolo se colocé 14C1-pirdvico, EDI y/o insulina. La reaccién se detuvo
en frio con el agregado de hidréxido de hiamina y acido sulfurico 2 mM. EI 14C02 liberado se leyo en un contador de centelleo liquido.
Resultados — Previamente se estudiaron: concentracion proteica, concentracion de acido pirGvico y tiempo de reaccion en la
determinacién de PDH. En las condiciones seleccionadas se determin6é que PDH inhibida por 250 uM ATP era activada por EDI (1200
ng, p<0.05 y 1700 ng, p<0.002). EDI 544 y 1700 ng/tubo activaba PDH inhibida por ATP, pero este incremento era inhibido (6 ng/tubo,
p<0.0005) o activado por la insulina (12 ng/tubo, p<0.002). El estudio de PDH en condiciones basales (sin inhibicion por ATP) demostrd
que la insulina inhibe PDH con dosis de 1y 2 ng/tubo (p<0.005) para luego volver a sus valores. Conclusion - La insulina regula PDH en
mitoplastos a través de mediadores y directamente por su presencia. El mecanismo molecular de esta regulacion debe estudiarse.
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121. (131) DISMINUCION DE LA ABSORCION INTESTINAL DE CALCIO VIiA ESTRES OXIDATIVO EN LA DIABETES
MELLITUS EXPERIMENTAL
Rodriguez V.1; Peralta Lopez M.z; Rivoira M.s; Tolosa De Talamoni N.4
Lab. Dr. Canas, Cétedra de Bioquimica y Biologia Molecular, FCM, UNC1 234
valerod2003@yahoo.com.ar

La Diabetes mellitus (Dm) se asocia con alteraciones en la homeostasis del calcio. Sin embargo, los mecanismos moleculares
desencadenados por la Dm en intestino y sus implicancias en la absorcién de calcio no han sido dilucidados. El objetivo del trabajo fue
determinar el efecto de la Dm sobre la absorcién intestinal de calcio y los mecanismos involucrados. Se utilizaron ratas Wistar machos
adultas, las cuales se dividieron en controles y tratadas con estreptozotocina (60 mg/kg de peso). Se evalud la absorcion de Ca+2 por
técnica del asa intestinal ligada in situ. El glutation total, la actividad de fosfatasa alcalina (FA) y enzimas del sistema antioxidante se
determinaron por espectrofotometria. La expresion de los genes involucrados en el transporte transcelular (Ca+2-ATPasa,
intercambiador Na+/Ca+2, TRPV6 y calbindina D9K) y paracelular (claudina 2 y 12) del catién se determiné por RT-PCR. A los 5 dias
post-induccion se observé reduccion en la absorcion de calcio en las ratas diabéticas (0,57 + 0,07 vs controles: 1,40 + 0,10 nmoles
45Ca+2/mL plasma, p < 0,001). La actividad de FA (presumiblemente involucrada en la entrada de Ca+2 al enterocito) disminuyo en las
ratas diabéticas en comparacion con la de las ratas controles. Dado que esta enzima es sensible a los cambios redox, es probable que
la disminucion de su actividad esté mediada por estrés oxidativo, a juzgar por la disminucién en el contenido de glutation intestinal y el
incremento en la actividad de catalasa. La expresion de los genes de la via transcelular no se modificaron pero la expresion del gen de
claudina 2 se incrementd con la induccién diabética. En conclusion, la Dm experimental a corto plazo (5 dias) inhibe la absorcion
intestinal de calcio con signos de estrés oxidativo. Es probable que la mayor expresion génica de claudina 2 sea un mecanismo
compensatorio desencadenado por la disminucion de la absorcion intestinal de calcio.

122. (124) PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON TIPO 1 (GLP1) EN EL CONTROL CENTRAL DEL PESO CORPORAL.
Burguefio A.:; Carabelli J.2; Fernandez Gianotti T.s; Gonzales Mansilla N.4; Sookoian S.s; Pirola C.s
Dpto de Genética y Biol Mol de Enfermedades Compejas, Instituto de Investigaciones Médicas, IDIM, CONICET123456
alburgueno@conicet.gov.ar

Glp1 regula la glucemia y la ingesta de alimento. Nos propusimos estudiar si Glp1 y la leptina comparten la misma via de regulacion
del balance energético. Ayunamos ratas wistar de 20 semanas por 72hs y les administramos en forma subcutanea leptina
(Lep:10pg/rata), exenatide, un analogo estable de GIp1 (Exe:5ug/rata) o vehiculo (V: PBS+BSA1%) cada 12hs (n=8/grupo). Las ratas
tratadas con V presentaron una notoria disminucién del peso corporal (PC :p<0.005), el peso del tejido adiposo visceral (PTA:p<0.02), la
glucemia (p<0.00001) y la leptina plasmatica (p<0.0000004) vs el control sin ayunar (C). Observamos que el ayuno provocé una
disminucién en el nivel de expresion diencefélica del receptor de Glp1 (Glp1r) (p<0.0002 vs C) y en la isoforma larga del receptor de
leptina (ObRb) (p<0.05 vs C). Tanto la Lep como el Exe provocaron algunas respuestas similares (aunque de distinta magnitud) en los
parametros estudiados, como por ej: disminuyeron la presion arterial (PA: Lep: p<0.02 y Exe: p<0.00005 vs V), aumentaron la glucemia
(Lep: p<0.001 y Exe: p<0.000001 vs V), aumentaron los niveles de expresion del gen de proopiomelanocortina (Pomc, precursor de o-
MSH) a nivel central (Lep: p<0.01 y Exe: p<0.02 vs V) y no tuvieron efecto sobre la expresion del gen ObRb. En cambio, solo la Lep
produjo un aumento de la expresiéon de Glp1r a nivel central (p<0.04 vs V). Ademas la relacion PTA/PC correlaciond negativamente con
la expresion de Glp1r (R=-0,51 p<0,008) y de Trh (R=-0.53 p<0,04). De estos resultados puede inferirse que, sobre algunos de los
parametros estudiados, ambas hormonas producen un efecto similar pudiendo proponerse que estarian involucradas en la misma via
regulatoria por lo que postulamos que los efectos de Glp1 a nivel central podrian deberse a la activacion del sistema simpatico por TRH.

123. (120) VALIDACION IN VIVO E IN SIiLICE DE UN MODELO MATEMATICO DE LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA
GLUCOSA (G)-INSULINA (1).
Lombarte M.1; Acciarri O.z; Campetelli G.s; Aguirre M.s; Basualdo M.s; Rigalli A.e
Facultad de Ciencias Médicas, UNR:24¢; CIFASIS, CONICETs:s
mercedes_lombarte@yahoo.com.ar

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



49 Physiological Mini Reviews, Vol.5 N2 6, 2012

NEUROCIENCIAS 1

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

En el sindrome de Sjogren primario (SSp) se reportd un incremento del proceso apoptético (PA) en las glandulas exdcrinas
asociando asi su participacion en la patogénesis del dafio glandular en esta autoinmunidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar si los
anticuerpos anti-mAChR del subtipo M3, contenidos en la fraccion de IgG sérica de pacientes con SSp, son capaces de disparar el PA
en una linea celular A-253. Estudiamos el PA, la participacion de la caspasa-3 y de la metaloproteinasa-3 (MMP-3) en el PA, a través de
cultivo celular, de la transferencia terminal de deoxinucleétidos (TUNEL) e enzimoinmuno ensayos. Utilizamos una IgG antipéptido M3
(IgG-M83), purificada utilizando un péptido sintético correspondiente al 2do dominio extracelular del MAChR M3 humano. Los resultados
demuestran que los IgG-M3 inducen el PA de las células A-253 de manera concentracién y tiempo dependiente [IgG-M3:90%, 1x10-8M,
24h; Pilocarpina:85%, 1x10-7M, 24h; 1gG normal:18%; basal:12%, n=8]. Este incremento se acompafié por un incremento en la
generacion de inositoles fosfato (InsP) [InsP: 19G-M3:226%+14; Pilocarpina:206%+16, n=6]. Ambos procesos fueron inhibidos por la
atropina (bloqueante de los mAChR), como por el péptido sintético M3, respectivamente. EI PA mostré un incremento en la actividad de
la caspasa-3 [I9G-M3:7.91106;Pilocarpina:8.81+07], y de la MMP-3 [IlgG-M3:600+50; Pilocarpina:520+45;1gG
normal:65+5.8;basal:60+5.1, n=6], y este incremento fue bloqueado por el J104794 (inhibidor del mMAChR subtipo M3). El mecanismo
intracelular responsable de los efectos bioldgicos de la IgG-M3 involucra a la fosfolipasa C, la calcio-calmodulina, y el calcio extra- e
intra-celular, ya que el mismo fue inhibido por U-73122, W-7, verapamil, BAPTA y BAPTA-AM, respectivamente. En conclusion, la IgG-
M3 sérica purificada de pacientes con SSp media el PA de las células A-253 contribuyendo asi a la destruccion y/o atrofia de las
glandulas salivales en el SSp con la consiguiente xerostomia.

125. (8) RITMO SUENO - VIGILIA DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO DURANTE UNA MISION
SIMULADA AL PLANETA MARTE
Vigo D.1; Ogrinz B.2; Wan L.s; Bersenev E.s; Tuerlinckx F.s; Van Den Bergh O.s; Aubert A.7
Departamento de Docencia e Investigacion, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Catélica Argentina, Department of
Psychology, University of Leuven, CONICET:; Department of Psychology, University of Leuven: s ss State Science Center of
Russian Federation, Institute of Biomedical Problems of Russian Academia of Sciences; Laboratory of Experimental Cardiology
and Interdisciplinary Centre for Space Studies, University of Leuven:
dvigo1973@gmail.com

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

126. (60) PROGESTERONA (PROG) AUMENTA LA EXPRESION DE GENES DE PROTEINAS DE MIELINA Y ATENUA
LA INFLAMACION DE LA MEDULA ESPINAL EN UN MODELO DE ESCLEROSIS MULTIPLE (EM)
Garay L.1; Gonzalez Deniselle M.2; Lima A.s; Roig P.s; De Nicola A.s
IBYME, Dto Bioquimica Humana, Facultad de Medicina, UBA125; IBYME:s+
laurainesgaray@gmail.com

La Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE) constituye un modelo animal de EM. Ambas enfermedades presentan des-
mielinizacion, inflamacion y degeneracion del Sistema Nervioso Central. Anteriormente demostramos que el pretratamiento con PROG,
mejora el grado clinico y disminuye la pérdida de la proteina basica de mielina (MBP) y proteina proteolipidica (PLP) en la médula
espinal de ratones EAE. En este trabajo investigamos si estos efectos beneficiosos involucran mecanismos transcripcionales a nivel de
la mielina y de la inflamacién local. Se analizaron 3 grupos experimentales: control (CTRL), EAE sin tratamiento (EAE) y EAE
implantados con un pellet de 100 mg de PROG 7 dias antes de la induccion de la enfermedad (EAE+PROG). A nivel de la médula
espinal se estudié mediante PCR en tiempo real la accién hormonal sobre: 1) la mielina, analizando la expresion del ARNm de MBP,
PLP y de los factores de transcripcion NKx2.2 y Olig1; 2) marcadores proinflamatorios, midiendo el ARNm de CD11b (reactividad
microglial) y de TNFa. Los resultados (veces de aumento respecto a control) demostraron que el tratamiento con PROG reestablecié en
parte la disminucion del ARNm de MBP observada en los animales EAE respecto a los controles (CTRL 1+0.02, EAE: 0.49+0.06 vs.
EAE+PROG:0.73+0.09;p<0.05).El ARNm de PLP mostré una tendencia similar. Mas aun, la disminucion del ARNm de NKx2.2 y Olig1
observada en los ratones EAE fue contrarrestada por el tratamiento con PROG (EAE: 0.6+0.1 vs. EAE+PROG: 1.1£0.2, p<0.05, EAE:
0.28+0.02 vs. EAE+PROG:0.410.1,p<0.05, respectivamente). Por otro lado, los ARNm de CD11b y TNFa aumentaron 4.5+0.8 y 29+5.7
veces en EAE vs control, y descendieron con PROG a 2.2+0.1 y 9.9+3.1 respectivamente. Estos resultados demuestran que los
beneficios clinicos inducidos por el tratamiento con PROG en los animales EAE, se acompafian de un aumento en la expresiéon de
genes que favorecen la mielinizacién a la vez que disminuye la expresion de marcadores proinflamatorios.
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127. (65) LA PROGESTERONA INHIBE LA GLIOSIS REACTIVA Y ESTIMULA LA DIFERENCIACION DE LOS
OLIGODENDROCITOS LUEGO DE UNA INJURIA DE LA MEDULA ESPINAL
Labombarda F.1; Gonzalez S.z; Lima A.s; Roig P.4; De Nicola A.s
IBYME, Dto de Bioquimica Humana, Fac Med, UBA12s; IBYME:4
florlabombarda@gmail.com

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

128. (87) RATONES CNP::EGFP ADULTOS: UN MODELO APROPIADO PARA DESMIELINIZACION CRONICA
Millet V.1; Marder M.z; Pasquini L.s
Cétedra de Quimica biolégica Patolégica, FFyB, UBA, IQUIFIB, CONICET:s IQUIFIB, CONICET:
violemillet@gmail.com

Ratones transgénicos CNP::EGFP expresan la proteina verde fluorescente(EGFP) bajo el promotor de 2-3-cyclic nucleotide 3-
phosphodiesterase(CNPasa) en oligodendrocitos(OLG) y células de Schwann, resultando una herramienta muy utilizada en el estudio
de estas células. Sin embargo, los resultados obtenidos en estos animales no han sido nunca confrontados con aquellos obtenidos en
un animal wild type(WT). El agregado de cuprizona(CPZ) en la dieta produce una desmielinizacion masiva en distintas areas del
cerebro, siendo su extensién dependiente de la cepa y la edad del ratén utilizado. Nuestro objetivo fue evaluar la vulnerabilidad de
animales WT y CNP::EGFP adultos a la desmielinizacion por CPZ. CNP::EGFP fueron mas susceptibles a esta desmielinizacion,
evaluada por la disminuida expresién de MBP, y el reclutamiento aumentado de OLG progenitores, astrocitos y microglia. Esta
vulnerabilidad incrementada se debe a la presencia de una desmielinizacion basal en estos animales. CNP::EGFP mostraron una
disminucion del grosor del cuerpo calloso, en la inmunorreactividad a MBP y CNPasa, en el nimero de axones mielinizados, las vueltas
de la mielina y el G-radio. Estos ratones transgénicos mostraron una distribucién axonal mas dispersa en la corteza, evaluada por co-
tincion con NF200 y MBP asi como una disminucion en el nimero de células NeuN+ en la region hipocampal CA3. CNP::EGFP
presentaron una incrementada activacion microglial y astroglial, un aumento en la peroxidacién lipidica y en el reclutamiento de OLG
progenitores de morfologia atipica. CNP::EGFP muestran una disminucioén en la locomocién, la actividad exploratoria y un déficit motriz.
Teniendo en cuenta nuestros resultados, los CNP::EGFP adultos podrian considerarse un modelo de desmielinizaciéon crénica siendo
una herramienta Util para evaluar terapias futuras para enfermedades desmielinizantes, como la Esclerosis Multiple, dado estas
patologias presentan una desmielinizacion crénica con degeneracion axonal.

129. (556) FURTHER EVIDENCE OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF PHYSICAL EXERCISE IN THE 6-HYDRO-
XYDOPAMINE-INDUCED HEMIPARKINSONIAN MICE
Aguiar Jr A.1; Prediger R.z; Latini A.s
Universidade Federal de Santa Catarinaizs
aderbalaguiar@gmail.com

Introduction. Parkinson’s disease is a prevalent progressive neurodegeneration of the basal ganglia. Hypothesis. Our hypothesis is
that exercise might also afford neuroprotection against dopaminergic neuronal death and motor dysfunction in experimental
Parkinsonism models. Objectives. The main objective is investigating the potential of physical exercise as a modifying-disease agent of
Parkinsonism. Experimental design. Mice were exercised during six weeks on a treadmill before the striatal lesion, and the evolution of
hemiparkinsonism were followed for four weeks. Methods. Male C57BL/6 mice (8 weeks, 25-30 g) were assigned to two groups:
untrained and runners, using a blood-lactate-controlled exercise during 6 weeks. After it, we injected 6-hydroxydopamine (6-OHDA, 4
pg) or vehicle in the right midstriatum (AP 0.4, ML 1.8, DV 3.5). Rota-rod performance, cylinder task and apomorphine-induced rotations
(0.6 mg/kg, s.c.) were weekly assessed during 4 weeks following stereotaxic surgery, when animals were perfused to
immunohistochemistry analysis. Results. In the cylinder task, 6-OHDA induced an asymmetry forepaw use with significant different
degrees (F2,16=11.9, P<0.05) in sedentary (60-80%) and exercised animals (20-40%). Rota-rod performance demonstrated a significant
poor performance of 6-OHDA-lesioned mice than vehicle-treated animals, while exercise ameliorated these motor impairments
(F3,96=47.1, P<0.05). Apomorphine challenge of 6-OHDA-lesioned animals showed a significant progressive contralateral rotation levels
in sedentary animals, which was not observed in the trained mice (F2,124=3.5, P<0.05). Exercise also prevented the 6-OHDA-induced
decreased of tyrosine hydroxylase immunoreactivity in the striatum (F1,26=3.7, P<0.05) and substantia nigra pars compacta
(F1,44=30.2, P<0.05) of 6-OHDA-treated animals. Conclusion. Our evidences are coherent with this statement due to modifying-disease
effects induced by exercise in 6-OHDA-treated hemiparkinsonian mice.
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130. (273) NEUROPROTECCION DEL DANO GLAUCOMATOSO EN RATAS POR LA INDUCCION DE TOLERANCIA
ISQUEMICA
Belforte N.1; Sande P.2; De Zavalia N.s; Fernandez D.s; Silberman D.s; Chianelli M.s; Rosenstein R.7
Laboratorio de Neuroquimica Retiniana y Oftalmologia Experimental, Dto de Bioquimica Huaman, Facultad de Medicina, UBA,
CEFYBO, CONICET1234567
nicolasbelforte@hotmail.com

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa que involucra diversos mecanismos patogénicos como el dafio por
isquemia/reperfusion. Se ha demostrado que el pre y post-condicionamiento protegen a la retina frente al dafio isquémico agudo.El
objetivo de este trabajo fue examinar el efecto de una aplicacion semanal de pulsos de isquemia retiniana en un modelo experimental
de glaucoma en ratas inducido por inyecciones de condroitin sulfato (CS).Se inyectdé CS(40%) o vehiculo bilateralmente en la camara
anterior del ojo de ratas Wistar macho adultas durante 10 semanas. La isquemia retiniana fue inducida por aumento de la presion
intraocular (P10) a 120 mmHg por 5 min una vez por semana, comenzando luego de la 6ta inyeccion intracameral. A las 10 semanas de
tratamiento se evalud: la PIO, la funcion retiniana (electrorretinograma, (ERG)) y de la via visual (potenciales visuales evocados
(VEPs)), la histologia de la retina y nervio éptico (NO) y la peroxidacion lipidica (determinacion de malonildialdehido).Los pulsos breves
de isquemia no afectaron el aumento de la PIO inducido por CS. En ojos inyectados con CS se observé una disminucion significativa
(p<0.01) en la amplitud de las ondas a y b del ERG y los VEPs (p<0.01).La aplicaciéon de pulsos de isquemia revirtié estas alteraciones
funcionales. Las inyecciones de CS indujeron una disminucion significativa (p<0.01) en el niumero de células positivas para dos
marcadores especificos de células ganglionares (NeuN y Thy-1), en el numero de axones del NO (p<0.01) y el numero de células
apoptoticas (p<0.05). La aplicacion de pulsos de isquemia preservo la estructura de la retina y el NO. La peroxidacion lipidica aumento
significativamente (p<0.01) en ojos inyectados con CS, en tanto que los pulsos de isquemia disminuyeron este parametro.Estos
resultados indican que la induccién de tolerancia isquémica podria constituir una avenida fértil para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas en el tratamiento del glaucoma.

131. (175) CUERPO CALLOSO EN IMAGENES DE RESONANCIA MAGNETICA DEL PLANO SAGITAL MEDIO:
VARIACIONES DE ZONAS DE SU SUPERFICIE CON LA EDAD EN AMBOS SEXOS (PARTE 1)
Merlo A.1; Gomez E.2; Mifo J.s; Albanese A.s; Albanese E.s
Facultad de Medicina, USAL12345
amerlo@salvador.edu.ar

En SAIC 2003 mostramos en un grupo femenino disminuciéon con la edad de superficies de la imagen sagital media del cuerpo
calloso (CC). OBJETIVO: determinar las medidas de superficie de zonas de la imagen del CC en el plano sagital medio de ambos sexos
en dos rangos de edad. MATERIAL Y METODO. En iméagenes digitalizadas del plano sagital medio de resonancias magnéticas de 48
sujetos femeninos y 48 masculinos, diestros, sin diagndstico de enfermedades neuroldgicas ni psiquiatricas, se limitaron tres zonas del
CC cada una contenida en sectores circulares de angulos adyacentes de 60 grados. Por el programa Scion Image for Windows se
midieron las superficies en cm2 de la zona anterior que contiene al genu, la media relacionada con el cuerpo y la posterior que contiene
al esplenio. Se calcul6 la media + ES de los valores por sexo y rango de edad (41-60 y 61-84 afios). Para el estudio estadistico se
utilizé el analisis de varianza. RESULTADOS. Los valores de superficies (media £ ES en cm2) en los rangos de 41-60 y 61-84 afios en
la zona anterior del grupo femenino son 2.55+0.07 y 2.20+0.04 y del masculino 2.54+0.06 y 2.194+0.06, en la zona media del grupo
femenino 1.16 + 0.03 y 1.07 + 0.02 y del masculino 1.18 £ 0.05 y 1.01 + 0.03 y en la zona posterior del grupo femenino 2.42+0.04 y
2.35+0.03 y del masculino 2.38+0.06 y 2.25 +0.05. Las diferencias entre rangos de edad, no entre sexos, son estadisticamente
significativas (p< 0.01, ANOVA). CONCLUSION. Las superficies de zonas del CC en el plano sagital medio de resonancia magnética
que constituyen la totalidad de la imagen sagital media del CC no difieren significativamente entre sexos. En ambos sexos disminuyen a
partir de los 61 afios.

ONCOLOGIA 2

132. (220) SEGURIDAD Y TOLERABILIDAD DE LA QUIMIOTERAPIA METRONOMICA (QTM), COMBINANDO CICLO-
FOSFAMIDA (CY) Y CELECOXIB (CEL), EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA AVANZADO (PCMA) PROGRE-
SADAS A QUIMIOTERAPIA ESTANDAR.

Perroud H.1; Rozados V.z; Alasino C.3; Rico M.4+; Giordano R.s; Pezzotto S.s; Scharovy O.7

Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, UNR1 2467 Instituto de Oncologia y Especialidades Médicass,
Laboratorio Cibics

graciela.scharovsky@gmail.com

La quimioterapia metronémica (QTM) consiste en la administracion crénica, a intervalos regulares, de drogas quimioterapéuticas en
dosis menores a la dosis maxima tolerada, sin periodos de descanso prolongados. El efecto terapéutico se logra por inhibicion de la
angiogénesis tumoral presentando escasos efectos secundarios. El objetivo fue evaluar la seguridad, toxicidad y tolerabilidad de la QTM
con Cy + Cel para el tratamiento de PCMA (Ensayo clinico Fase l/ll en curso, aprobado por Comité de Bioética y A.N.M.A.T) durante su
primera etapa. El plan de tratamiento consisti6 en 50mg Cy + 400mg Cel/dia via oral. Los eventos adversos fueron registrados y
clasificados segun los criterios CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse Events) y seguidos hasta su resolucion. La calidad
de vida se evalué con cuestionario FACT-B (Functional Assessment of Cancer Therapy Breast) y escala ECOG. El tiempo de
permanencia de las pacientes (N=13) vari6 de 4 a 64 semanas (Mediana=13). La toxicidad asociada al tratamiento fue muy baja:
Hematoldgica (2/13, Grado | y II, que revirtieron con reduccion transitoria de la dosis de Cy), Gastrica (4/13, Grado 1) que revirtieron con
la administracion de un gastroprotector. No se observo toxicidad renal, hepatica o cardiaca asociada a la terapia. La calidad de vida
evaluada con la escala ECOG presenté un score aumentado en 3/10 (30%), no mostré modificaciones en 2/10 (20%) y una mejora en
5/10 (50%) pacientes. Los resultados del cuestionario FACT-B no mostraron diferencias significativas al analizar las diferentes
variables. Se observé enfermedad estable (EE) en 9/13 pacientes cuya duracion fue de 12 a 64 semanas (Mediana=18) y respuesta
parcial (RP) en 1/13. El tratamiento mostré baja toxicidad, excelente tolerabilidad y se acompafa de actividad antitumoral en PCMA,
incluso en aquellas pacientes resistentes a Cy, en la dosis maxima tolerada, en lineas previas. La calidad de vida no se modifica o
mejora en un alto porcentaje de pacientes.
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133. (309) E2F1/BRCA1 REGULAN LA TRANSCRIPCION DE ATM EN EL CANCER DE PROSTATA
Moiola C.1; De Luca P.2; Meiss R.s; Vazquez E.«; De Siervi As
Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Dto de Quimica Biolégica, FCEN, UBA1:45; Academia Nacional de Medicinas
cmoiola@qb.fcen.uba.ar

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

134. (498) ESTUDIO EXPERIMENTAL DE TERAPIA POR CAPTURA NEUTRONICA EN BORO (BNCT) PARA EL
TRATAMIENTO DE METASTASIS HEPATICAS
Trivillin V.1; Pozzi E.; Buitrago Montafiez N.s; Cardoso J.s; Colombo L.s; Thorp S.s; Molinari A.7; Garabalino M.s; Heber E.s; Monti
Hughes A.10; Miller M.11; Itoiz M.12; Aromando R.ss; Nigg D.1s; Quintana J.1s; Schwint A.+
Comisién Nacional de Energia Atémicai 236789 10 11 15 16; Instituto de Oncologia Dr. Angel H. Roffo. s; Catedra de Anatomia
Patolégica, Facultad de Odontologia, UBA+213; Idaho National Laboratory, Idaho Falls, Idaho, EE.UU14
trivilli@cnea.gov.ar

Se propuso BNCT como potencial tratamiento de metastasis hepaticas de cancer de colon, multiples, bilobares, irresecables,
resistentes a quimioterapia. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia terapéutica y la potencial toxicidad de BNCT para el
tratamiento de metastasis hepaticas en un modelo experimental en rata con 3 dosis de irradiacion en el reactor nuclear RA-3. Los
calculos dosimétricos se basaron en estudios de biodistribucion con borofenilalanina (BPA). Los animales con tumor se dividieron en los
siguientes grupos, BPA-BNCT (A, B y C): BNCT mediado por BPA, Haz Solo: sin BPA, expuesto al mismo rango de fluencia de
neutrones térmicos que los grupos BPA-BNCT, Sham: control sin irradiacion. La dosis fisica total a tumor con BPA-BNCT fue: (A) 9 + 1
Gy (B) 13+ 3 Gy o (C) 17 + 3 Gy. El higado normal recibié de 6-10 Gy. La superficie de los nédulos tumorales se midié pre-irradiacion.
Los animales se sacrificaron a las 3 semanas. Se evalu6 la superficie y peso tumoral post-tratamiento y se calcul6 la relacion superficie
Post/pre-tratamiento (Tabla).

Tratamienio Superticie Posi/Pre- Peso Tumoral o
Tralamienio Posi-Tratamient{mg)

Sham 5+3 346 £ 302

Haz Solo 32 140 + 106

BPA-BNCT (A) 1.2 #1.0 24 +24

BPA-BNCT (B) 05+02 19 £ 16

BPA-BNCT (C) 04 +04 BiE2

Peso tumoral pre-tratamiento 56 + 39

(grupo adicional)

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

135. (59) LA COMBINACION DE INMUNOTERAPIA GENETICA Y GEN SUICIDA PROLONGA EL TIEMPO LIBRE DE EN-
FERMEDAD Y LA SOBREVIDA GLOBAL EN UN MODELO DE MELANOMA MURINO.
Villaverde M.1; Combe K.2; Wei M.s; Glikin G.s; Finocchiaro L.s
Instituto de Oncologia Angel H Roffo:s+5; Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, Paris, Francezs
marcelavillaverde@hotmail.com

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

136. (444) PARTICIPACION DEL RECEPTOR ACTIVADO POR PROLEFERACION PEROXISOMAL-ALFA (PPARA) EN
LA INICIACION DE LA CARCINOGENESIS HEPATICA
Casella M.1; Monti J.2; Parody J.s; Ceballos M.s; Pisani G.s; Carnovale C.s; Carrillo M.7; Alvarez M.s
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET), Catedra de Morfologia, Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas, UNR:7s; Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET):346; Catedra de Morfologia, Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, UNRs, Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET)
casellamlaura@hotmail.com.ar

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

137. (451) EL FLAVONOIDE SILIBINA MEJORA EL EFECTO ANTITUMORAL DE LA RADIOTERAPIA SOBRE CELULAS
DE CANCER DE VEJIGA HUMANO
Prack Mc Cormick B.s; Eijan A.2; Sandes E.s
Instituto de Oncologia Angel H Roffo, Area de Investigacion: zs
b.mcprack@gmail.com

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

138. (259) LA METALOTIONEINA 1G (MT1G) SENSIBILIZA LAS CELULAS TUMORALES COLORRECTALES A
DISTINTOS TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPEUTICOS.
Arriaga J.1; Levy E.2; Rocca Y.s; Roberti M.4; Aris M.s; Barrio M.s; Mordoh J.7; Bianchini M.s
CIO-FUCA1 23465, Fundacion Instituto Leloir-IBBA-CONICETs; CIO-FUCA, Fundacién Instituto Leloir-IIBBA-CONICET
jm_arriaga@yahoo.com.ar

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

139. (232) “EXPRESION DIFERENCIAL DE FGFR-3 EN CARCINOMAS Y GLANDULAS MAMARIAS MURINAS TRA-
TADAS CON FGF2 O MPA”
Sahores A.1; Giulianelli S.2; Cerliani J.s; Géngora A.«; Lanari C.s; Lamb C.s
IBYME 123456
anuchisahores@hotmail.com

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

ENDOCRINOLOGIA 2

140. (636) EVIDENCIAS DE LA CONTRIBUCION DE LA SENESCENCIA CELULAR EN LA REGULACION DEL
CRECIMIENTO TUMORAL HIPOFISARIO
Sabatino M.:; Petiti J.2; Sosa L.s; Gutiérrez S.s; Glaser V.s; Latini A.s; Torres A.7; De Paul A.s
Centro de Microscopia Electronica, Facultad de Ciencias Médicas, UNC1 2 s 4 7 s; Laboratorio de Bioenergética e Estresse
Oxidativo, Centro de Ciencias Biolégicas, Universidade de Santa Catarinass
Jjetama@hotmail.com

Los adenomas hipofisarios son afecciones benignas con escasa prevalencia de trasformacién maligna, sugiriendo mecanismos
intrinsecos como la senescencia celular que podrian actuar frenando el desarrollo neoplasico. Nuestro objetivo fue determinar la
contribucion de la senescencia celular como mecanismo protector anti-tumoral en el desarrollo del adenoma inducido experimen-
talmente por estrogeno. Ratas macho de la cepa Wistar fueron estrogenizadas por implantacion subcutanea de capsulas con 30mg de
benzoato de estradiol por 10, 20, 40 y 60 dias. Grupo control: animales implantados con capsulas vacias. Se determiné proliferacion
celular por inmunocitoquimica para Ki67. Se analizaron diferentes parametros asociados a senescencia: actividad de B-galactosidasa
por histoenzimologia; expresion de proteinas de fusion (MFN1) y fision (DRP1) mitocondrial, p21 (en fracciones citoplasmaticas y
nucleares), IL-6 y pATM asociado a respuesta al dafio del DNA (DDR) por western blot. Estadistica: ANOVA-Fisher. Los datos revelaron
que la hiperplasia inducida por estrégeno exhibié una respuesta proliferativa bifasica con un aumento significativo inicial a los 10 y 20
dias de tratamiento, seguido por una disminucion a los 60 dias de estimulaciéon (p<0.05). Este descenso de la proliferacion estuvo
acompafiado por incrementos significativos de beta-galactosidasa, de las proteinas de MFN1 y de DRP1 asi como de la citoquina IL-6.
Ademas, se observé un incremento significativo en la expresion de p21, especialmente en la fraccién nuclear lo cual estaria asociado
con su efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular. También se detectd activacion de la DDR medida por un aumento en la
fosforilacion de ATM (p<0.05). Los resultados sugieren que durante el desarrollo de la hiperplasia inducida por estrégeno se activarian
vias moleculares asociadas a la senescencia celular. Estas sefiales podrian relacionarse a un mecanismo regulatorio de la proliferacion
y desarrollo de tumores adenohipofisarios.

141. (588) CRONOLOGIA DE APARICION Y CORRELACION ENTRE CAMBIOS METABOLICOS Y FUNCION INSULAR
INDUCIDOS POR DIETA RICA EN FRUCTOSA (DRF)
Roman C.s; Borelli M.z; Maiztegui B.s; Blaiotta C.s; Massa M.s; Gagliardino J.s
Centro de Endocrinologia Experimental y Aplicadai 23456
lisiroman@hotmail.com

La administracion de DRF durante 21 dias induce hipertrigliceridemia, insulinorresistencia (IR), hiperinsulinemia y aumento de la
secrecion de insulina (SI) en respuesta a la glucosa (G). Objetivo: estudiar la cronologia de aparicién de esos cambios inducidos por la
DRF. Métodos: ratas Wistar macho alimentadas con dieta comercial estandar divididas en 2 grupos: Control (C) y con DRF (10% en el
agua de bebida)durante 7, 14 y 21 dias (DRF1, DRF2 y DRF3). Al término de esos periodos se extrajeron muestras de sangre para
determinar: G, insulina(l) y Triglicéridos (TG). Se calculé el HOMA IR y el HOMA B. Sl:se incubaron 5 islotes a 37° C, durante 1 h .
Resultados:
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Parametros metabdlicos

1 DRF1 c2 DRF2 C3 DRF3
I ingiml) 0,6£0,07 0,620,068 06008  0,7:006  06£0,04 1.120.2"
G (mg/dl) 116+3 118+4 103+3 12148 11742 11743
TG (mg/dl) 1038 134+11* 112415 172+18% 102+11 228+31*

HOMA IR 3,78+0,49 4,80:042 3964035 523+046* 460+032 B8,10+118
HOMA B 394145 47102524 45 79+531 63482518 48464352 7B 48:11,62%

*p< 0.05

Secrecion de | (ngfislotesh)

Glucosa Gl DRF1 c2 DRF2 G3 DRF3

33mM 0172001 0162002 016002 018x002 013001 013001
B83mM  086+=08 070£010 1,22:007 121009 078+003 134+ 000
187m 1,36+ 013 124+000 2,4 +017 1,70+011 1,162 015 2,132 0.12%

*CvsF, #FvsF, pe 005 Condusiones: la DRF aumenia significaiiva y tempranamen-
te (7 dias de tratamiento) el nivel de TG plasmaiicos, mientras que Ja (R y el aumento de
la funcion inswar) se manifiesta a las 21 dias: esto sugiere que los cambios inducidos
porla DRF en la funcian B Insular serian consecuiiva a los ocurridos previamente en la
funcian de afras tgfidas coma el higado y el tefido adipasa

142. (11) EFECTOS DE LA TERAPIA GENICA CON TIMULINA SOBRE LAS POBLACIONES ADENOHIPOFISARIAS EN
RATONES NUDE.
Martines E.1; Regianni P.2; Bracamonte M.s; Luna G.s; Goya R.s; Console G.s
Universidad Adventista del Plata, Céatedra B de Histologia, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP;; Catedra B de Histologia,
Facultad de Ciencias Médicas, UNLP, INIBIOLP-CONICET:34s; INIBIOLP-CONICETs
evmartines@hotmail.com

Introduccién: La interaccion entre timo y sistema neuroenddcrino es clave durante el periodo perinatal. Existe una comunicacion
bidireccional en el eje timo-pituitario, hallandose receptores de hormonas pituitarias en las células epiteliales timicas. Objetivo:
Implementar terapia génica neonatal (TGN) mediante vector adenoviral RAd-FTS (timulina) en ratones inmunodeficientes. Material y
métodos: Se utilizaron ratones nude hembras(H)-machos(M) heterocigotos nu/+ y homocigotos nu/nu que se inyectaron i.m. RAd-FTS o
RAd-GFP (control) con (108 UFP). El dia 71 se sacrificaron y se midié timulina. Se inmunomarcaron poblaciones adenohipofisarias
mediante un sistema anti-HH-EnVision. Registros por videomicroscopia: tamafio celular TC (um2) y densidad celular DC (x10-4).
Resultados: Lactotropas: (P<0.01) TC: H 52,1+4 vs FTS 65,4+6; M 45,1t 3 vs 53,545 sin cambios en DC. Somatotropas: (P<0.01) DC:
H 26,2+3 vs FTS 36,8+4; M 32,1+2, vs 46,7+3 sin cambios en TC. Tirotropas: (P<0.01) DC: H 2,6+1 vs FTS 3,2+1; M 2,320.5 vs 3,81y
TC (P<0.01) H: 47,65 vs 75,9+4; M 46,7+7 vs FTS 76+9. Corticotropas: (P<0.01) DC: H 3,71, vs FTS 5,2+1; M 3,3+1 vs 4,8+1y TC
(P<0.01) H: 47x6 vs 58+7; M 44x5 vs FTS 58+7. Foliculotropas: (P<0.05) DC: 5+0,4 vs FTS 10.2+2; M 4,3+0,3 vs 9,72 y TC (P<0.01)
H: 72,4+4 vs 9846; M 735 vs FTS 13146. Luteinizantes: (P<0.01) DC: 5.840,3vs FTS 10.7+2; M 4,7+0,6 vs 10,2+1 y TC (P<0.01) H:
7215 vs 99+8; M 7214 vs FTS 141+10. Timulina sérica: (P<0.001) (fg/ml) M: FTS 285434 vs 3244 y H FTS 280441 vs 36+5. Conclusion:
Se sugiere efecto restaurativo de la TGN con timulina sobre las poblaciones adenohipofisarias nude. Esta estrategia resultaria eficaz
para prevenir las deficiencias detectadas en el eje timo-pituitario de modelos atimicos.

143. (80) MECANISMO DE AUTORREGULACION DE LA FUNCION TIROIDEA: ROL DEL 2-IODOHEXADECANAL
Rossich L.1; Thomasz L.2; Nazar M.s; Salvarredi L.s; Masini-repiso A.s; Pisarev M.s; Juvenal G.7
Comisién Nacional de Energia Atémicai 2457, Depto. de Bqca. Clinica, Facultad de Ciencias Ocas, UNCss
esyu@hotmail.com

Introduccion: La glandula tiroides capta iodo para sintetizar hormonas tiroideas, el cual ademas cumple un rol autoregulatorio a
través de la sintesis de lipidos iodados, los cuales han sido identificados en glandulas tiroides de distintas especies animales. De estos
se han identificado y caracterizado dos: la 6-yodo-11,14-eicosatrienoico - 8- lactona (IL -8) y el 2-yodo-hexadecanal (IHD). Objetivo:
Determinar y comparar el efecto del iodo y del IHD en diferentes parametros tiroideos. Metodologia y Resultados: Se realizaron ensayos
de captacion de 125l sobre células FRTL-5. Las células fueron tratadas con dosis crecientes de IHD y Kl en presencia de hormona
tiroidea estimulante (TSH). Se observé que el IHD disminuye la captacion del halégeno. Los datos obtenidos fueron correlacionados con
ensayos de Western Blot para los genes NIS, Tg y TPO. Se observé que el IHD moduldé negativamente la sintesis de Tg; NIS y TPO. Se
extrajo ARN total de células FRTL-5 que fueron tratadas con dosis crecientes de IHD y Kl durante 24 hrs. en presencia de TSH y de
TSH + MMl y se realizd PCR cuantitativa. Se observé una regulacion negativa sobre la expresion de los genes tiroideos (NIS, Tg, TPO,
Duox-1, Duox-2, PAX8, TITF1 and FOXE1) por parte de IHD. Esta regulacién negativa se pudo confirmar mediante la transfeccién de
células FRTL-5 con construcciones que contienen las regiones promotoras de NIS, Tg, TPO, Duox 1 y Duox 2. Conclusién: El IHD es un
posible candidato como intermediario del yodo en el mecanismo autorregulatorio de la glandula tiroides.

144. (96) EFECTO DE HIF-1 SOBRE EL PROMOTOR DE HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANO
Haedo M.1; Sapochnik M.z; Fuertes M.s; Gerez J.s; Renner U.s; Stalla J.¢; Stalla G.7; Arzt E.s
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA e Instituto de Investigaciéon en Biomedicina de Buenos
Aires-CONICET-Instituto Partner de la Sociedad Max Planckiz34s; Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemaniass7
mhaedo@fbmec.fcen.uba.ar

La hipodfisis se caracteriza por ser un tejido con baja concentracion de oxigeno. El factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) esta
regulado por la presencia de oxigeno y constituye el factor de transcripcion mas importante en la respuesta adaptativa a hipoxia (HPX),
y su expresion estd documentada en adenomas de hipodfisis. Demostramos que HPX, y particularmente HIF-1, modulan, a nivel
transcripcional, la expresién de hormona del crecimiento (GH). Esta modulacion es independiente de elementos de respuesta a HIF-1
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(HRES). Al ver este efecto, tuvimos como objetivo ver qué elementos de respuesta en el promotor de GH median el efecto de HIF-1.
Mediante ensayos de transfeccion transiente de un gen reportero conteniendo diferentes longitudes del promotor de GH acoplado al
gen de la luciferasa en células GH3, pudimos comprobar que el efecto de HIF-1 se mantiene aun con el promotor minimo humano (-145
hGH-LUC) (p<0,05). En esta region del promotor minimo existen sitios de unién de CREB y Pit-1. Por lo tanto, nos enfocamos sobre
estos factores de transcripcion, sobreexpresandolos solos o combinados con HIF-1 en diferentes concentraciones, y observamos: a)
PIT-1 y CREB por si solos activan al promotor (p<0,05); b) cuando se combina Pit-1 con HIF-1 se observa un efecto aditivo maximo
cuando se utilizan cantidades subsaturantes (0,1ug>0,3pg) (p<0,05), indicando que comparten esta via; ¢) al combinar HIF-1 y CREB,
se observan efectos similares. Concluimos que en el promotor humano de GH el efecto estimulado de HIF-1 no es ejercido a través de
HREs, sino a través de los sitios Pit-1 y CREB.

145. (91) LA DISMINUCION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA (ERA) ASOCIADA AL
ENVEJECIMIENTO ESTA LIGADA A PROCESOS EPIGENETICOS DE METILACION DE ADN
Moreno-piovano G.s; Varayoud J.2; Rossetti M.s; Mufioz-de-toro M.«; Luque E.s; Ramos J.e
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL12s456
gmoreno@fbch.unl.edu.ar

Los estrégenos modulan la actividad del hipocampo, un area del cerebro relacionada con la memoria. Dicha modulacién es mediada
principalmente por el receptor de estrégenos alfa (REa) que se expresa en el hipocampo de forma sexualmente dimoérfica. No obstante,
no se conoce de qué manera la edad puede afectar la regulacion de la expresion del REa en la corteza y el hipocampo. Con el objetivo
de evaluar la influencia del envejecimiento normal sobre la expresion del ERa en el hipocampo utilizamos ratones hembra CF-1 jévenes
(4 meses) y adultos mayores (11 meses). Los hipocampos completos fueron extraidos mediante microcirugia y procesados de manera
individual. La expresiéon del ARNm y la actividad transcripcional relativa de los promotores de A, C y F del gen ERa fueron evaluadas
por RT-PCR en tiempo real. Mediante el analisis combinado de bisulfitacion-restriccion (COBRA) se determinaron alteraciones en la
metilacion de ADN de islas CpG ubicadas en las inmediaciones de los exones A y C. Los ratones adultos mayores mostraron una
disminucion significativa en la expresion del ARNm del ERa respecto a los ratones jovenes (p <0,05). Al considerar la actividad relativa
de cada uno de los promotores, observamos una disminucion significativa en la actividad de los promotores A y C (p <0,001) en los
animales de 11 meses, mientras que la actividad del promotor F se mantuvo sin cambios (p = 0,99). Paralelamente, los niveles de
metilacion de los promotores A 'y C fueron mayores en los animales de 11 meses respecto a los jovenes. Estos resultados demuestran
que el envejecimiento estd asociado a una disminucion en la expresiéon del ERa en el hipocampo, mediada en parte, por una
disminucién en la actividad transcripcional de los promotores A y C. Asociado a la edad, detectamos un aumento en la metilaciéon del
ADN de regiones regulatorias especificas del gen de ERa, lo que indicaria que un mecanismo epigenético estaria interviniendo en la
menor actividad transcripcional del gen.

146. (106) CANALES DE POTASIO ACTIVADOS POR CALCIO (BKCA) REGULAN LA PRODUCCION DE TESTOSTERO-
NA EN CELULAS DE LEYDIG.
Matzkin M.+; Siebert S.2; Spinnler K.s; Rossi S.s; Kunz L.s; Mayerhofer A.s; Calandra R.7; Frungieri M.s
IBYME CONICET, Cétedra de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina, UBA+s; Universidad Ludwig Miximilians, Munichz s s s;
IBYME CONICET.~
maeugmatzkin@hotmail.com

Los canales ionicos ligando- y voltaje-dependientes son conocidos por su acciones en células excitables (células nerviosas y
musculares). Sin embargo, han sido hallados también en células no-excitables. Recientemente, se describio la presencia de canales de
potasio activados por calcio (BKCa) en células ovaricas involucrados en la modulacion de la esteroidogénesis. El objetivo del presente
trabajo ha sido caracterizar la presencia de canales BKCa en el testiculo. Se utilizaron biopsias testiculares provenientes de pacientes
que presentan hipoespermatogénesis y testiculos de hamsteres Dorados (Mesocricetus auratus) adultos. La expresion de los canales
BKCa se evalué por inmunohistoquimica y RT-PCR. Dichos canales fueron localizados en las células de Leydig del testiculo humano y
del hamster. Las células de Leydig de hamsteres fueron purificadas a través de un gradiente discontinuo de Percoll y pre-incubadas con
Iberiotoxina (50 - 100 nM, I), un bloqueante de canales BKCa. Se detecté un aumento significativo en la produccién de testosterona
(pmol/millén de células de Leydig) evaluada en presencia de concentraciones sub-maxima (5 mUl/ml, M5) y maxima de hCG (100
mUl/ml, M100) (control: 2.58 + 0.09, M5: 5.17 + 0.54, M5 + |: 7.16 + 0.02, M100: 121.47 + 1.20, M100 + |: 134.55 + 1.17, n=4, P < 0.05).
Dicho efecto estimulatorio no fue asociado a cambios en la expresion de StAR (PCR en tiempo real). Células de Leydig del hamster
fueron también incubadas en presencia del colorante fluorescente DIBACn(3) sensible a cambios en el potencial de membrana y hCG
(M100), con o sin tratamiento previo con Iberiotoxina (100 nM). hCG hiperpolarizé las membranas celulares. Este efecto fue bloqueado
mediante el pre-tratamiento con Iberiotoxina. En conclusién, este trabajo describe la existencia de canales BKCa en el testiculo humano
y del hamster. Estos canales modularian la produccion de testosterona en las células de Leydig a través de modificaciones en el
potencial de membrana.

147. (210) ANALISIS DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA EN RATONES CARENTES DEL RECEPTOR DE HORMO-
NA DE CRECIMIENTO
Burghi V.1; Giani J.2; Miquet J.s; Mufioz M.4; Toblli J.s; Masternak M.s; Bartke A.7; Turyn D.s; Dominici F.o
IQUIFIB, FFyB, UBA1:23459; Laboratorio de Medicina Experimental, Hospital Alemans; Department of Internal Medicine, Geriatrics
Research, Southern lllinois University, School of Medicine, Springfield, USAs7
valeriaburghi@hotmail.com

Los ratones con delecion del gen que codifica para el receptor de la hormona de crecimiento (GHR-/-) presentan resistencia a la
hormona de crecimiento (GH), reduccién del peso corporal, aumento de la sensibilidad a insulina y de la duracién de la vida. Ademas,
presentan disminucién de la presion arterial sistélica, niveles plasmaticos de renina disminuidos y proteccion frente al desarrollo de
nefropatia diabética. Se desconoce de qué manera las alteraciones en la accién de la GH afectan la expresién de los principales
componentes del SRA in vivo. El objetivo de este estudio fue evaluar la relacion entre la resistencia a GH y la abundancia de diferentes
componentes del SRA en el corazén y el rindn de ratones GHR-/- y de sus controles normales. Se determinaron los niveles locales de
angiotensina (Ang) Il y Ang-(1-7); la abundancia proteica de los receptores AT1, AT2 y Mas como también de las enzimas convertidoras
de Ang: ECA y ECA2. No se detecté maodificacion en los niveles de Ang I, determinada por inmunohistoquimica, entre ratones GHR-/- y
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sus controles normales. Mediante esta técnica se detectd un aumento tanto en los niveles de Ang-(1-7) (p<0,002) como en la expresion
del receptor Mas (p<0,002), junto con una disminucién del receptor AT1 (p<0,002) en ambos tejidos de los ratones GHR -/-. La
expresion del receptor AT2 en el corazon de los ratones GHR -/- aument6 significativamente (p<0,006) mientras que su abundancia en
el rifién no se modificd. No se hallaron modificaciones en la expresion de la ECA en los ratones GHR-/-, pero si en la de ECA2 que
presentdé un marcado aumento (p<0,002) tanto en el rifidn como en el corazén de estos animales. Estos resultados fueron corroborados
mediante la técnica Western Blot. La sobreexpresion del eje ACE2/Ang (1-7)/receptor Mas observada en ratones GHR -/- podria tener
un papel protector de las funciones cardiacas y renales contribuyendo de esta manera al retraso del envejecimiento que presenta este
modelo animal.

148. (224) DISRUPCION GONADOTROFICA PROVOCADA POR EL DI-2 (ETHYL HEXYL PHTHALATE) EN RATAS
MACHO DURANTE LA MADURACION SEXUAL: ROL DEL SISTEMA GABAERGICO.
Samaniego Y.1; Carbone S.2; Reynoso R.s; Scacchi P.4; Cardoso N.s; Ponzo O.s
Laboratorio de Endocrinologia, Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA123456
oponzo@fmed.uba.ar

Previamente hemos demostrado que el Di-2 (ethyl hexyl phthalate) (DEHP) produce cambios ontogénicos en la regulacion del eje
reproductor de ratas macho expuestas durante la gestacion y lactancia. Los objetivos fueron estudiar: a) el efecto de la exposicion
postnatal a DEHP sobre la secrecion de gonadotrofinas en ratas macho, en distintas etapas de la diferenciaciéon sexual. b) si el sistema
GABAérgico participa en los cambios de gonadotrofinas inducidos por el DEHP. Ratas Wistar macho (n= 8-10 / grupo) fueron expuestas
a DHEP (30 mg/kg) en agua de bebida, desde el nacimiento hasta el sacrificio a los 30, 45 y 60 dias de edad. Los controles recibieron
agua libre de DHEP. En el grupo de 60 dias se administré agonistas GABAérgicos tipo A: Muscimol (M) 1 mg/kg (ip) y tipo B: Baclofen
(B) 10 mg/kg (ip) 1 hora presacrificio. Se determind concentracion plasmatica de LH y FSH por RIA. Se consideré como significativo
p<0.05. EI DEHP aumenté LH plasmatica en todas las edades (30 d: C: 22.8+3.2; DEHP: 186.7+57.7; 45 d: C: 11.1£3.2; DEHP:
171.7+£20.8; 60 d: C: 3.2+1.1; DEHP: 5.9+0.6; ng/ml, p<0.01). El aumento de LH provocado por el DEHP a los 60 dias fue revertido por
Muscimol, pero no por Baclofen (DEHP: 5.9+0.6; DEHP+M: 3.06+0.6, p<0.05; DEHP+B: 3.9+1.1 ng/ml). Los niveles de FSH
aumentaron significativamente con DEHP (p<0.05) solamente a los 60 dias (30 d: C: 195.3+20.3; DEHP: 230.9+31.4; 45 d: C:
189.2+17.3, DEHP: 215.64+25.1; 60 d: C: 95.1+20.2, DEHP: 226.2+26.9 ng/ml). El aumento de FSH provocado por el DEHP a los 60
dias no fue revertido por Muscimol ni Baclofen (DEHP: 226.2+26.9, DEHP+M: 244.5+27.1, DEHP+B: 161.1£79.3 ng/ml). Se concluye
que la exposicion postnatal de ratas macho al DEHP estimula la secrecion de LH en diferentes etapas del desarrollo, mientras que solo
lo hace con la FSH a los 60 dias de edad. El sistema GABAérgico estaria involucrado a través del receptor tipo A en la accion
disruptora del DEHP sobre la secrecion de LH de ratas macho adultas.

149. (253) CONSECUENCIAS DE UNA INTERVENCION NUTRICIONAL PERINATAL EN EL POSTERIOR DESARROLLO
DE SINDROME METABOLICO INDUCIDO POR UNA DIETA RICA EN FRUCTOSA
Alzamendi A.:; Castrogiovanni D.z; Spinedi E.s; Giovambattista A.
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular, CONICET, CICPBA1 234
neuroend@imbice.org.ar

Nuestro grupo ha demostrado previamente que la ingesta de fructosa en exceso por la madre lactante induce alteraciones metabolo-
endocrinas en sus crias macho adultas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de una dieta rica en fructosa (DRF, 10% p/v en
el agua de bebida) administrada a ratas macho adultas nacidas de madres que consumieron DRF durante la lactancia. Ratas hembra S-
D prefiadas fueron divididas, inmediatamente seguido al parto, en dos grupos alimentados ad libitum y recibiendo como bebida agua
(MC) o DRF (MF). Entre el destete y el dia 60 de vida, las crias C y F (provenientes de MC y MF, respectivamente) recibieron alimento
ad libitum y bebieron solamente agua. El dia 60 de vida se generaron diferentes sub-grupos experimentales, todos alimentados ad
libitum, y bebiendo durante 3 semanas agua (grupos CC y FC, la primer letra indica el tratamiento de la madre, y la segunda el de la
vida adulta) o DRF (grupos CF y FF). Se registré diariamente el peso corporal (PC) y se sacrificaron el dia 81 de vida, recolectamos
sangre para la posterior cuantificacion de glucosa (G), triglicéridos (TG), insulina (I) y leptina (LEP) circulantes; y se diseco y pesé el
tejido adiposo retroperitoneal (TARP). Los hallazgos indicaron cambios significativos (p<0,05) en los PCs (vs. sus respectivos PCs del
dia 60) de los animales, siguiendo la progresion: CF>FC=FF>CC. Las ratas CF mostraron un aumento significativo (p<0,05 vs CC) de
TG y LEP. En los animales FC se encontr6é un significativo (vs CC; p<0,05) incremento de G y LEP. Las ratas FF presentaron un
aumento significativo (p<0,05) de G vs. CC, CF y FC; de TG vs. CC y FC; y de LEP vs. CC, CF y FC. No observamos cambios de I. La
masa de TARP fue mayor en los grupos CF y FF vs CC (p<0,05). Los resultados indican que la intervencion nutricional materna,
durante el periodo de lactancia, genera un fenotipo en las crias, altamente susceptible al desarrollo de Sindrome Metabdlico durante la
edad adulta. (PICT 2007-1051).

150. (262) IMPACTO DE LA MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANDROGENICA PREPUBERAL SOBRE LA SENSIBILI-
DAD A LA INSULINA EN LA RATA MACHO ADULTA
Ongaro Gambino L.1; Castrogiovanni D.2; Giovambattista A.s; Spinedi E.«
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular, CONICET, CICPBA1 234+
ongaroluisina@imbice.org.ar

Es conocido que los esteroides sexuales desempefian un rol modulatorio de la insulino-sensibilidad del organismo; particularmente,
las evidencias disponibles indican que el medio endégeno androgénico se relaciona con estados de resistencia a la insulina. En el
presente estudio hemos evaluado el efecto de la intervencion pre-puberal sobre la actividad endégena androgénica sobre cambios de la
insulino-sensibilidad en la rata macho adulta (dia 100 de vida). Los grupos de ratas estudiadas fueron: a) las que recibieron un
tratamiento neonatal (dia 5 de vida) con flutamida (FTM; 1.75 mg s.c.), un bloqueador del receptor de andrégeno no esteroideo, b)
aquellas orquidectomizadas (ODX) el dia 25 de vida; y c) sus respectivos controles (CTR), grupo constituido por animales tratados neo-
natalmente con vehiculo solamente y sometidos a cirugia testicular no ablativa el dia 25 de vida. Luego del sacrificio, se recolectd
sangre para determinar la concentracion plasmatica de: glucosa (G), Insulina (1), triglicéridos (TG), adiponectina y factor de necrosis
tumoral (TNF) a. Inmediatamente, se disecd un trozo de tejido adiposo epididimal (TAE) para la cuantificacion de ARNm de IRS-1.
Nuestros resultados indicaron los siguientes cambios significativos (p<0,05 vs. CTR): 1) en animales FTM y ODX ocurrié6 una
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disminucién en los niveles circulantes de G, |, TG y adiponectina, y un aumento en los correspondientes de TNFa. Finalmente, los
niveles de expresion en TAE de ARNm para IRS-1 resultaron significativamente (p<0,05 vs. CTR) mayores en los grupos FTM y ODX.
Nuestro trabajo sustenta el efecto modulatorio del andrégeno enddgeno sobre la insulino-sensibilidad periférica, e indica que una
modificacion temprana (neo-natal/pre-puberal) de la actividad androgénica incrementa la sensibilidad a la insulina. Nuestro postulado
esta sustentado, al menos parcialmente, por el aumento en la expresion génica de IRS-1 en el TAE de los animales FTM y ODX. (PIP
0704).

151. (363) ALTERACIONES DEL EJE REPRODUCTOR EN EL SINDROME METABOLICO. EFECTOS DE LA ADMINIS-
TRACION DE MELATONINA.
Cardoso N.1; Scacchi Bernasconi P.2; Cardinali D.s; Scacchi P.s; Reynoso R.s
Laboratorio de Endocrinologia, Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA1 s, Laboratorio de Endocrinologia, Instituto de
Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica Argentinas+
ncardoso@fmed.uba.ar

Existen evidencias sobre alteraciones de la funcién reproductiva en pacientes con Sindrome Metabdlico (SM). Por otra parte, ha sido
descripto que la melatonina (Mel) es capaz de reducir el peso corporal, la adiposidad intraabdominal y la insulina, por lo que se sugiere
que el tratamiento con Mel podria mejorar el SM y restaurar la funciéon reproductiva. El objetivo del presente trabajo fue estudiar las
alteraciones del eje reproductor de ratas macho adultas con SM por ingesta de fructosa y evaluar los efectos de la administraciéon de
Mel en estos animales. Se estudiaron cuatro grupos de animales, (n=10/grupo), sometidos a los siguientes tratamientos, administrando
los mismos en el agua de bebida; grupo 1: etanol al 0,1% (control), grupo 2: fructosa al 10% (Fru), grupo 3: Mel 25 mgl/l, grupo 4:
Fru+Mel. Se determinaron los niveles de LH (RIA, ng/ml) y testosterona sérica (EQLIA, nmol/l), peso corporal y pesos relativos de
testiculos. Los niveles de LH aumentaron con el tratamiento con Fru respecto del control (3312 vs 45+3, p<0.05), efecto que fue
revertido por Fru+Mel (2042 vs 45+3, p<0.001). La testosterona disminuy6 significativamente con los tres tratamientos al compararlos
con el control, (2.10+0.01 vs 0.102+0.001 p<0.001, 0.1240.01 p<0.001, 0.15+0.02 p<0.001); mientras Fru+Mel incrementd
significativamente el valor de testosterona respecto de Fru (0.102+0.001 vs 0.15+0.02, p<0.01). El tratamiento con Fru incrementé
significativamente el peso corporal respecto al grupo control (351+1 vs 4001, p<0.001), efecto no revertido por Fru+Mel. Fru disminuyé
el peso relativo testicular respecto del control (0.441+0.002 vs 0.404+0.001, p<0.01; efecto no modificado por el tratamiento conjunto.
La reversion de los efectos de Fru sobre los niveles de LH y testosterona por Mel sugieren que ésta podria mejorar la funcion
reproductora de la rata macho con SM.

152. (401) EFECTO DEL INGAP-PP SOBRE LA ACTIVIDAD DE PI3K Y EL METABOLISMO DE GLUCOSA INSULAR
Maiztegui B.1; Roman C.z; Gagliardino J.s; Borelli M.«
CENEXA, UNLP, CONICET; 234
barmaiztegui@hotmail.com

El INGAP-PP aumenta la secrecion de insulina (Sl) y la masa de células B, sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual
produce esos efectos. Objetivo: Estudiar el efecto del agregado de INGAP-PP sobre la actividad y la expresién proteica de glucoquinasa
(GQ), el metabolismo de glucosa (G) y la asociacién de PI3K (subunidad p85) con IRS-1 en islotes de ratas normales cultivados.
Métodos: aislamos islotes pancreaticos de ratas Wistar macho normales (digestién con colagenasa) y los cultivamos durante 4 dias en
RPMI 1640 pH 7,4, conteniendo 2 g/L NaHCO3, 5% suero fetal bovino, 1% penicilina/estreptomicina y 10 mM G, con o sin el agregado
de INGAP-PP (10 pg/ml). Posteriormente preincubamos los islotes con G 3,3 mM a 37°C por 45 min y luego los incubamos con
diferentes concentraciones de G para medir SI, metabolismo de G (production de 14CO2 y 3H20), actividad (produccion de G-6-P) y
expresion proteica (Western blot) de GQ y asociacion PI3K/IRS-1(IP y Western blot). Resultados: C vs. INGAP-PP (* p<0,05): SI
(ng/islote/h): 3,3 mM G: 0,26 + 0,03 vs. 0,34 + 0,07; 8,3 mM G: 1,59 + 0,19 vs. 2,63 + 0,32*; 16,7 mM G: 2,89 + 0,26 vs. 4,66 + 0,45*.
Oxidacion de glucosa: 14C0O2 (pmol/ islote/ 120 min): 3,3 mM G: 0,34 + 0,04 vs. 0,48 + 0,07; 8,3 mM G: 0,37 + 0,06 vs. 0,74 + 0,12%;
16,7 mM G: 0,63 + 0,10 vs. 1,43 + 0,14*. Utilizacion de glucosa: 3H20 (pmol/ islote/ 120 min): 3,3 mM G: 1,30 + 0,22 vs. 1,78 + 0,32;
8,3 mM G: 1,98 + 0,25 vs. 3,15 + 0,40%; 16,7 mM G: 3,28 + 0,40 vs. 5,78 + 0,65*. Actividad GQ (pmol/ islote/h): 2,44 + 0,65 vs. 4,77 +
0,27*. Expresion proteica GQ (%): 100 vs. 191,7 + 3,8*. PI3K (p85) asociada a IRS-1 (%): 100 vs. 183,3. Conclusiones: El INGAP-PP
aumentaria la Sl via activacién de GQ y aumento del metabolismo de glucosa y la activacién de PI3-K explicaria su efecto sobre la
masa de células B.

153. (459) EFECTO DE LA DIABETES TIPO 2 Y EL TRATAMIENTO CON METFORMINA SOBRE EL POTENCIAL
OSTEOGENICO DE CELULAS PROGENITORAS DE MEDULA OSEA DE RATA.
Tolosa M.1; Chuguransky S.2; Sedlinsky C.s; Schurman L.4; Cortizo A.s; Mccarthy A.s; Molinuevo M.z
GIOMM, Departamento de Cs Bioldgicas, Fac. Cs. Exactas, UNLP1234567
maria_jose_tolosa@hotmail.com

En pacientes con Diabetes, se observa frecuentemente osteopenia, osteoporosis y un aumento en la incidencia de fracturas no
traumaticas. Recientemente hemos encontrado que la Metformina posee efectos osteogénicos ex vivo e in vivo: (a) estimula la
proliferacion, diferenciacion y mineralizacion de células progenitoras de médula 6sea (CPMO); (b) en ratas no diabéticas mejora la
microarquitectura del hueso trabecular femoral y (c) en ratas diabéticas tipo | y no diabéticas, incrementa la reparacion de lesiones
6seas inducidas. En este trabajo estudiamos que efecto tiene la Diabetes leve inducida por estreptozotocina-nicotinamida en ratas
sobre la capacidad osteogénica de CPMO; asi como la modulacién de este efecto por un tratamiento oral con Metformina. Para ello,
ratas Sprague-Dawley machos adultos fueron divididos en 4 grupos: Control sin tratamiento -C; Metformina 100 mg/kg/dia -M;
Diabéticas -D y Diabéticas + Metformina —DM durante 15 dias. Las CPMO se aislaron del canal femoral y se subcultivaron en DMEM-
10% FBS (Basal) o un medio osteognico (con beta-glicerofosfato y acido ascorbico) durante 7, 15, 21 dias. Se evalud la expresion de
fosfatasa alcalina (FAL), la produccion de colageno tipo | (Col1), la mineralizacion (Min) y la expresion de Runx2. Bajo condiciones
basales, no se observaron diferencias significativas entre los 4 grupos. Luego de 15 dias de diferenciaciéon osteogénica, las CPMO de
ratas D mostraron una disminucion significativa en todos los parametros estudiados Col1 (4 veces menos), FAL (3 veces menos),
mineral (21dias, 2.5 veces menos) y expresion de Runx2 (2.3 veces menos). La metformina incrementé dichos parametros en los
grupos M y DM. En conclusién, la metformina actia como un agente osteogénico que es capaz de revertir parcialmente las acciones
deletéreas de la diabetes. Estos hallazgos podrian ser mediados a traves de la regulacién del factor de trascripcion osteoblastico
Runx2.
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154. (478) EL CADMIO INDUCE CAMBIOS EN LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA Y DE LAS
HORMONAS ADENOHIPOFISARIAS
Miler E.+; Duvilanski B.2
Instituto de Quimica y Fisico-Quimica Biolégicas-FFYB-UBA:1 >
emiler@ffyb.uba.ar

El Cadmio (Cd2+) es un contaminante ambiental con efectos adversos sobre la salud humana. Este metal es capaz de actuar como
un disruptor endocrino. Previamente demostramos que el Cd2+ induce la proliferacion de las células adenohipofisarias via el receptor
de estrégenos alfa (REa).Objetivo: Investigar los efectos del Cd2+ sobre la expresion del REa y de las hormonas adenohipofisarias.
Cultivos primarios de células adenohipofisarias de ratas hembras adultas jévenes (Wistar), en un medio libre de rojo fenol y con suero
fetal bovino adsorbido, se incubaron con Cd2+ (10 nM) o vehiculo (control, C) por diferentes tiempos. La prolactina (PRL) en el medio
se midi6 por RIA; la expresion del ARNm por PCR semicuantitativa y la expresion de proteinas por Western blot. EI Cd2+ increment6 la
expresion del ARNm del REa a las 8 y 24 hs (expresion relativa REa, % del C: 8 hs: 138.7 + 9.6, p<0,05; 24 hs: 141.6 + 2.0, p<0,01)
mientras que la disminuy6 a las 72 hs de exposicion (Cd2+: 60.0 + 2.3, p<0.05). También aumentd la expresion de la proteina
(expresion relativa REa, % respecto al C: variante 66 kDa: 8 hs: Cd2+: 169.6 + 15.0, p <0.05; variante truncada 46 kDa: 8 hs: Cd2+:
217.3 £ 23.9, p<0.05). ElI Cd2+ estimulé la liberacion de PRL en forma tiempo-dependiente y aumenté la expresion del ARNm de PRL
(expresion relativa PRL, % del C: 8 hs: Cd2+: 169.9 + 18.3, p<0.05; 24 hs: Cd2+: 180.3 + 15.5, p<0.01). Un antagonista del REa (ICI
182,780, 10-7 M) impidié el aumento en la expresion del ARNm de PRL inducido por el metal (ICI: 89.8 + 13.2, Cd2+: 192.4 + 13.2,
p<0,01 vs C, Cd2+ + ICI: 90.9 + 5.0, p<0,01 vs Cd2+). El Cd2+ estimuld la expresion de LH (expresion relativa LH, % respecto del C: 8
hs: 138.6 £ 10.7, p<0,05; 24 hs: 145.1 + 2.9, p<0,01). El Cd2+, a bajas concentraciones, actia como xenoestrogeno aumentando la
secrecion de PRL y la expresion de LH asi como también modificando la expresion del REa y de una de sus variantes de “splicing” en
las células adenohipofisarias.

155. (482) EFECTO DEL TRATAMIENTO PROLONGADO CON ACTH DE CELULAS ADRENOCORTICALES MURINAS:
INDUCCION DE MECANISMOS ANTIOXIDANTES Y RESPUESTA ESTEROIDOGENICA
Giordanino E.1; Repetto E.2; Sanchez R.s; Mercau M.s; Astort F.s; Martinez Calejman C.s; Arias P.7; Cymeryng C.s
UBA Facultad de Medicina-Dpto de Bioquimica Humana, CEFYBO-CONICET: 234565 UBA Facultad de Medicina-Depto de
Fisiologiaz
elianfg@gmail.com

Se ha demostrado que en diversas situaciones fisiolégicas o patoldgicas que cursan con un incremento en la produccion
adrenocortical de esteroides, la actividad del sistema P450 mitocondrial adrenocortical genera especies reactivas del oxigeno (ROS) y
se ha postulado una correlacion de los efectos dafiinos del incremento de ROS con una disminucion de la capacidad de respuesta
esteroidogénica celular. En el presente trabajo se evalué el efecto del tratamiento con ACTH en la linea celular adrenocortical murina
(Y1) en cuanto a parametros de estrés oxidativo y capacidad de respuesta celular a la hormona. Los resultados indicaron que las
células tratadas con ACTH durante 24 horas mostraron mayores niveles de lipoperéxidos (CON: 12.16 + 1.79 vs. ACTH: 20.89 + 2.31
uM/mg prot, p<0.05, n=6) sin diferencias en la produccion basal de ROS. El pretratamiento con ACTH disminuy6 la generacién de ROS
inducida por H202 (43046 + 6186 vs. 28707 + 1480 en UA/ug, p< 0.01, n=3) y produjo un aumento en los niveles de HO-1 (ARNm y
proteinas), mayor actividad de glutatién peroxidasa (CON: 266,4 + 54,6 vs 722,0 + 119,7 mUl/ug prot, p <0.05, n=3) y menor actividad
de catalasa (CON: 16.59 + 1.58 vs. ACTH: 7.81 + 0.22 yM H202/min/ug prot, p<0.05, n=6). No se encontraron cambios significativos en
los niveles de GSH intracelulares ni en la actividad ni expresion de SOD. En cuanto a la capacidad esteroidogénica de las células, se
observo un incremento en la expresion de StAR (0,85 + 0,02 vs 1,81 + 0,11, p< 0,001 n=3) en concordancia con una mayor produccion
“basal” de P4 (CON: 0,55 + 0,06 vs. ACTH 24 h: 13,50 + 0,62 ng/ml/mg prot p<0.001 n=3). Adicionalmente, las células Y1 pretratadas
con ACTH conservaron la capacidad de respuesta aguda a la hormona. Concluimos entonces que el tratamiento prolongado con ACTH
induce mecanismos de defensa antioxidante en las células Y1 que preservan la respuesta hormonal adecuada de las células.

156. (584) EL 17B-ESTRADIOL A TRAVES DEL REa ESTIMULA LA TRANSLOCACION DEL REa ENDOGENO INTRACE-
LULAR A LA MEMBRANA PLASMATICA Y ACTIVA LA ViA PKC/ERK1/2 EN CELULAS ADENOHIPOFISARIAS
NORMALES
Gutiérrez S.1; Sosa L.2; Petiti J.3; Mukdsi J.4; Cambiasso M.s; De Paul A.s; Torres A.7
Centro de Microscopia Electronica, Facultad de Ciencias Médicas, UNC1 23456 7; Instituto de Investigaciéon Médica Mercedes y
Martin Ferreyra, INIMEC-CONICETs
silvina_gutierrez@hotmail.com

En continuaciéon con investigaciones previas en las que demostramos que la actividad secretoria y proliferativa de células
adenohipofisarias es regulada por E2 con la participacion RE de membrana, nos propusimos analizar la modulacion de los diferentes
pooles de RE por accion del 17B-estradiol (E2) en adenohipdfisis. Cultivos primarios adenohipofisarios de rata hembra se trataron con
10 nM de E2 y con un agonista del REa (PPT) por 0, 5, 15 y 30min. Se inmunomarcé el REa mediante microscopia electrénica (ME,
técnica de células intactas) y confocal (MC), citometria de flujo (FACS, en células sin permeabilizar) y por western blot (WB, por
biotinilacion de proteinas de superficie). Ademas, se detecté la activacion de de PKC (por MC) y de ERK1/2 (por WB). Analisis
estadistico ANOVA-Fisher. Nuestros resultados muestran la presencia del REa en la membrana plasmatica de lactotropas,
gonadotropas y somatotropas por inmunomarcacién con ME. Mediante biotinilacion de proteinas de superficie se detectd el full-length
del REa (=66 KDa) en la fraccion del pellet (proteinas de membrana) siendo esta expresion incrementada por E2 y PPT, en el
sobrenadante (proteinas intracelulares) se observé ademas una isoforma de =55 KDa. Mediante MC el REa fue identificado en ntcleo y
citoplasma y luego de la estimulacién con E2 o PPT fue detectado ademas en la membrana plasmatica, colocalizando con el marcador
de membrana Concanavalin A. El 7.7 + 0.6 de lactotropas expresaron REa en la superficie mediante FACS, incrementando 23.0 +2.1 %
la intensidad de fluorescencia luego del tratamiento con E2. A partir de los 5 min de estimulo con E2 o PPT se detectd activacion de la
via PKC/ERK1/2. Nuestros resultados demuestran que el REa esta localizado en la superficie de células adenohipofisarias normales
sugiriendo que el E2 a través del REa estimula la translocacion del REa enddgeno intracelular a la membrana plasmatica.
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157. (52) EL ESTRES MECANICO INDUCE LA EXPRESION DE TNFALFA EN CELULAS EPITELIALES MAMARIAS EN
CULTIVO CON CARACTERISTICAS DE DIFERENCIACION LACTOGENICA
Romarowski A.1; Kordon E.2; Quaglino A.s
IFIBYNE-CONICET, FCEyYN - UBA123
anaromarowski@gmail.com

En la mama, el destete genera la produccién de factores locales que median la apoptosis masiva del epitelio secretorio post-
lactancia. Se ha postulado que el estrés mecanico (EM), resultante de la acumulacién de leche, podria estar involucrado en la induccion
temprana de estos factores. Para probar esta hipétesis, utilizamos un dispositivo disefiado y validado en nuestro laboratorio que permite
ejercer EM a células creciendo en cultivo sobre una membrana flexible. Previamente reportamos que el EM aplicado a células
epiteliales mamarias (HC11) induce la expresion de c-fos, la expresion y secrecién de LIF y la fosforilacion de STAT3, ERK1/2 y JNK.
Nuestros resultados actuales muestran que el EM induce, en las mismas condiciones, la expresion de tnf-a a nivel de ARNm, analizado
por RT-PCR cuantitativa. Ademas, usando inhibidores farmacoldgicos, determinamos que la quinasa ERK1/2 mediaria la induccién de
c-fos, pero no la de tnf-q, en la cual estaria involucrada la via de JNK. Por otro lado, para lograr que nuestro modelo se asemeje mas a
lo que sucede in vivo, donde las células epiteliales mamarias reciben el EM estando completamente diferenciadas, se trataron células
HC11 crecidas sobre membranas flexibles con hormonas lactogénicas (HL). Observamos que, aun en ausencia de HL, las HC11 cre-
ciendo sobre el sustrato flexible presentan niveles detectables de pSTAT5a (por Western blot) y B-caseina (RT-PCR semi-cuantitativa),
marcadores de diferenciacion mamaria. Este efecto a nivel bioquimico, correlaciono, a nivel morfolégico, con estructuras y disposiciones
celulares en 2 y 3 dimensiones, caracteristicas de células mamarias bien diferenciadas. En conclusién, nuestros resultados muestran
que en células mamarias HC11 con algunas caracteristicas de diferenciacion lactogénica, el EM es capaz de inducir la expresion del
ligando de muerte TNF-alfa, sugiriendo que el estiramiento seria capaz de generar respuestas similares en las células de mamas in vivo
luego del destete.

158. (105) PARTICIPACION DEL FACTOR NUCLEAR-KB EN LAS ViAS DE SENALIZACION MUSCARINICA QUE RE-
GULAN LA PROLIFERACION DE CELULAS SCA-9
Espariol A.1; Maddaleno M.z; Goren N.;; Sales M.«
CEFYBO-CONICET 234
aespan_1999@yahoo.com

Se ha descrito que el factor nuclear-kB (NF-kB) esta involucrado en la tumorigénesis. Las enzimas éxido nitrico sintasa (NOS),
arginasas (A) y ciclooxigenasas (COX) son efectoras de la sefializacién muscarinica y hemos demostrado previamente que la activacion
de receptores muscarinicos, juega un rol central en la progresién tumoral. Investigamos el rol del NF-kB como modulador de la
expresion de las enzimas NOS, A, COX que por estimulacion muscarinica, regulan la proliferacién de células tumorales de glandula
submaxilar murina SCA-9. La proliferacion se determind por el método de MTT como porcentaje respecto del basal (células sin
tratamiento) (100%); la actividad de NOS midiendo la produccion de nitrito (NO2-) por el método de Griess, la actividad de A detectando
la formacion de urea por un método colorimétrico, la actividad de COX detectando por RIA PGE2 y la expresion proteica por Western
blot. El agonista muscarinico carbacol (Carb) (10-9M) aumento la proliferacion en un 136+3% (p<0,001 vs. basal). Este efecto se revirtid
al preincubar con el antagonista atropina (10-6M) o con los inhibidores de: NOS2 (aminoguanidina 10-3M), NOS3 (1134 10-5M), A
(NOHA 10-4M), COX (indometacina 10-6M) o COX-2 (NS-398 10-5M) (p<0,001 vs. Carb). También observamos que el efecto
estimulante del Carb se redujo al preincubar las células con 10-5M de IMD354 o MG132, inhibidores de la via NF-kB (p<0,001 vs.
Carb). El Carb ademas increment6 en forma NF-kB dependiente la expresion de las enzimas NOS2, All, NOS3 y COX-1 y aumenté la
producciéon de NO2-:172+17%; urea:272+16% y PGE2:183+8% (p<0,001 vs. basal). El agregado de IMD354 redujo la produccion de
NO2-:41+9%, urea:37+8% y PGE2:51+3% (p<0,001 vs. Carb). Concluimos que la estimulacién muscarinica promueve la proliferacién
de células SCA-9 por activacion de las enzimas NOS, A y COX y este efecto esta mediado por la participacion de la via NF-kB.

159. (183) ESTUDIO DE LOS EFECTOS BIOLOGICOS DE NANOPARTICULAS DE LECITINA DESTINADAS AL
TRANSPORTE DE PEQUENOS RNA DE INTERFERENCIA (SIRNA)
Gandola Y.1; Irene P.2; Pérez S.s; Carlucci A.4; Sotelo A.s; Turyn D.s; Gonzalez L.
Departamento de Quimica Biolégica, FFyB UBA: 25 s 7, Departamento de Tecnologia Farmacéutica de Farmacia y Bioquimica,
UBAs4
gandolayami@hotmail.com

El silenciamiento de genes por interferencia con RNA es un proceso natural que implica la degradacion de mRNA. EI mayor
impedimento para la utilizacion de esta tecnologia con fines terapéuticos es la vehiculizacion de estas moléculas. Nuestro grupo ha
caracterizado nanoparticulas de lecitina capaces de unir siRNA, las cuales representan plausibles sistemas para la vehiculacién de
siRNA. El objetivo de este trabajo es analizar citotoxicidad y efectos bioldgicos de nanoparticulas de lecitina sobre células de cancer de
mama para evaluar su potencial uso como carriers de siRNA. Se usaron dispersiones de lecitina 2% p/v preparadas en buffers
isotonicos (pH 5y 7). La citotoxicidad y efectos sobre proliferacion celular se analizaron en células de cancer de mama MCF-7 mediante
un ensayo basado en la reduccion del cloruro de tetrazolium. La degradacion de PC produce segundos mensajeros implicados en la
sefializacion intracelular, por lo que se analiz6 la activacion y expresion de proteinas activadas por los mismos: Erk 1/2 y mTOR.
También se evalué si las nanoparticulas de lecitina modifican la expresién del EGFR, molécula susceptible de silenciamiento génico
para terapia anti-tumoral. Altas concentraciones de lecitina en ausencia de suero resultaron citotéxicas, mientras que no lo fueron en
presencia de suero. Los estudios de fosforilacién y contenido proteico de mTOR se correlacionan con los resultados de citotoxicidad de
las dispersiones de lecitina, ya que a mayores concentraciones del fosfolipido la fosforilacion de mTOR disminuye respecto a las células
sin tratar. La expresion del EGFR es inducida por altas concentraciones de PC, lo cual se correlacioné con el incremento de la
fosforilacion de Erk1/2. Los resultados descriptos sugieren que el uso de bajas concentraciones de fosfatidilcolina es adecuado para la
vehiculizacién de siRNA por no resultar citotdxico y por que no modifica la expresiéon de proteinas pro-tumorogénicas como el EGFR.
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160. (203) LA METILACION AFECTA LA CAPACIDAD MIGRATORIA INVOLUCRANDO AL CANAL DE SODIO EPITE-
LIAL (ENAC) EN LA LINEA BEWO DE TROFOBLASTO HUMANO
Marino G.1; Assef Y.2; Kotsias B.s
Instituto de Investigaciones Médicas A. Lanariizs
gabinemar@gmail.com

En ensayos de reparacion de la herida en la linea celular BeWo, derivada de trofoblasto humano, demostramos que la aldosterona
influye en la migracion celular a través de sus efectos sobre el canal de sodio epitelial (ENaC). Aldosterona produce un aumento en la
probabilidad de apertura del canal debido a su activacion por protedlisis y/o metilacion de la subunidad B. El objetivo de este trabajo es
determinar el papel de la metilacion en la migracion de células BeWo, y si se ven afectadas las corrientes y la expresién de ENaC.
Evaluamos la capacidad migratoria de las células realizando una herida en las monocapas y midiendo el porcentaje cicatrizado a las 6
h. Las células BeWo estimuladas con el inhibidor de la metilacién 3-deazaadenosina (3-DZA, 200 uM) cubrieron una menor superficie
de las heridas (12.9+£1.5%), que las cultivadas sin inhibidor (45.1£2.0%), (p<0.05, n=12). Observamos un incremento en la reparacion
de la herida en células tratadas con 3-DZA, en presencia de 200 uM del donante de metilos S-adenosilmetionina (AdoMet) (27.3+2.4%),
comparado con células en ausencia del mismo (12.9+1.5 %) (p<0.05, n=10). Ensayos de proliferacién celular indican que la migracién
es el principal factor involucrado en este fenémeno. En presencia de 3-DZA observamos una reduccion de casi la mitad del valor en las
corrientes de ENaC sensibles al amiloride (lamil) (7.0+4.2 pA, p<0.05) con respecto al control (-15.0£4.2 pA) mientras que vuelve a
incrementarse al incorporar AdoMet (-11.0+0.8 pA a -140 mV, p<0.05) (n=6) (patch clamp, célula entera). La expresion de las
subunidades del canal no se modifica con el tratamiento con 3-DZA (n=3). Nuestros resultados suman evidencias sobre el posible
mecanismo de regulacion del ENaC por aldosterona en placenta y células BeWo, y su participacion en la migracién celular, lo cual
podria ser relevante en la preeclampsia, donde se observa una menor invasion de las células trofoblasticas, afectandose el transporte
y/o migracién placentaria.

161. (277) REGULACION DE LA EXPRESION DEL CANAL DE CLORURO CFTR MEDIANTE 1,10 FENANTROLINA
Sanchez F.i; Valdivieso A.2; Taminelli G.s; Schulman G.4; Clauzure M.s; Massip Copiz M.s; Teiber M.7; Santa Coloma T.s
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Programa de Investigaciones Biomédicas UCA-CONICET, Facultad de Ciencias
Meédicas, Pontificia Universidad Catdlica Argentina (www.uca.edu.ar/pib; pib@uca.edu.ar; Francisco_sanchez@uca.edu.ar )12345
678
franciscosancheznv@hotmail.com

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones que producen una reduccion en la
cantidad de canal de cloruro CFTR en la membrana plasmatica. Recientemente hemos desarrollado un anticuerpo monoclonal contra la
primera regién extracelular del CFTR. Logramos reconocer con alta sensibilidad a dicha proteina, tanto en su estado nativo como
desnaturalizado. La 1,10-fenantrolina es un conocido inhibidor de metaloproteinasas, principalmente aquellas asociadas al Zinc.
Nuestra hipétesis es que limitando el rol de las proteasas, en el cultivo celular, deberia disminuir la degradacién del CFTR y obtenerse
una mayor expresion neta. El objetivo de este trabajo fue entonces estudiar el rol de la fenantrolina como potenciador de la expresion
del CFTR en distintos modelos de lineas celulares FQ. El primer modelo esté constituido por células IB3-1 que contienen la mutacién
AF508, la cual afecta el transporte de Cl-, y células S9, que son IB3-1 corregidas mediante un vector viral que expresa CFTR wt. El otro
modelo, células Caco-2 de carcinoma de colon humano, son células que expresan CFTR wt. Utilizando Western blots y microscopia
confocal, determinamos el punto 6ptimo en la estimulacién a partir de una curva de concentraciones de fenantrolina y de una curva de
tiempos de exposicion en los cultivos. Se pudo observar un aumento en la cantidad de CFTR maduro en Caco-2 luego de 24 horas a
100pM. A tiempos mas largos esa concentracion fue toxica. Este estudio nos permitira determinar la utilidad de los inhibidores de
metaloproteasas como potenciadores del CFTR. Las sustancias que aumentan la expresion del CFTR tienen valor potencial terapéutico
en FQ. Agradecimientos: Subsidios del CONICET (PIP 2009-2011), ANPCYT (PICT-2007, 0628) y UCA. Becas CONICET (AGV,
MMMC y GS), ANPCYT (MC), y UCA (GLT, FS, MLT).

162. (304) ¢QUE PASO CON EL ARNI? IMPORTANCIA DEL CLONADO DE CELULAS SELECCIONADAS CON PLAS-
MIDOS QUE EXPRESAN ARN DE INTERFERENCIA.
Valdivieso A.1; Sanchez F.2; Taminelli G.s; Clauzure M.s; Massip Copiz M.s; Schulman G.s; Teiber M.7; Santa Coloma T.s
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Programa de Investigaciones Biomédicas UCA-CONICET, Facultad de Ciencias
Médicas, Pontificia Universidad Catélica Argentina LABORATORIO DE 12345678
angelvaldi@hotmail.com

El uso de ARN de interferencia (ARNi) en el “knock-down” de proteinas es una herramienta muy valiosa, aunque algunas
metodologias resultan costosas y poco practicas cuando se experimenta con grandes cantidades de células (por ej.: el uso de
oligonucledtidos de ARNi sintético). Una alternativa es el uso de plasmidos que expresan ARNi (“shot hairpin-RNAi”, sh-RNAi) con
resistencia a antibiéticos. Anteriormente, comenzamos a desarrollar un modelo celular de fibrosis quistica (FQ) en células de cancer de
colon humano (Caco-2) usando sh-RNAi contra el CFTR para confirmar resultados obtenidos en otros modelos celulares, entre ellos, la
reduccion de la actividad del complejo | mitocondrial (CIm) en FQ. Se usaron cuatro sh-RNAi dirigidos contra diferentes regiones del
CFTR y un plasmido control. Las transfecciones transientes mostraron efecto sobre la actividad del Clm aunque los resultados fueron
dificiles de reproducir. Por esta razén, usamos la resistencia a puromicina de los plasmidos durante varios pasajes, para generar lineas
celulares estables de cada sh-RNAi. Aunque tres de estas lineas con shRNAi mostraron una reduccion significativa de la expresion del
CFTR con respecto al control, las células fueron perdiendo paulatinamente la inhibicién. Finalmente, clonamos las células
seleccionadas mediante dilucién al limite y seleccionamos los clones con menor expresion del CFTR respecto al control (células
transfectadas con el plasmido control) por “dot-blot” con un anticuerpo monoclonal contra el CFTR. El préximo paso sera medir la
expresion del ARNm del CFTR por gqRT-PCR vy la actividad del Clm. El clonado de las células transfectadas con sh-RNAi podria
prevenir la heterogeneidad de células con diferentes grados de interferencia y la disminucion de la inhibiciéon con los sucesivos pasajes.
Agradecimientos: Subsidios del CONICET (PIP 2009-2011), ANPCYT (PICT-2007, 0628) y UCA. Becas CONICET (AGV, MMMC y GS),
ANPCYT (MC), y UCA (GLT, FS, MLT).
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163. (306) REGULACION DE LA TIROSINA QUINASA C-SRC MEDIANTE LA ACTIVIDAD DEL CANAL DE CLORURO
CFTR
Massip Copiz M.1; Valdivieso A.z; Taminelli G.s; Clauzure M.s; Sanchez F.s; Schulman G.s; Teiber M.7; Santa Coloma T.s
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Programa de Investigaciones Biomédicas UCA-CONICET, Facultad de Ciencias
Médicas, Pontificia Universidad Catélica Argentinaizs4se7s
macarena_massipcopiz@uca.edu.ar

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones en el canal de cloruro CFTR.
Previamente encontramos que la expresion y activacion de c-Src estaba aumentada en células FQ (J Biol Chem 277:17239, 2002).
Ademas, en las heridas estd aumentada la activacion de c-Src y las células FQ tienen una cicatrizaciéon mas lenta (Trinh, 2008, Schiller,
2010). Los objetivos de este trabajo fueron determinar si se puede corroborar un aumento de la actividad de c-Src mediante
microscopia confocal en células FQ vy si c-Src se encuentra aumentado en forma diferencial en las heridas de una monocapa celular.
Utilizando células CaCo-2, que expresan CFTR wt, transfectadas con RNA de interferencia para CFTR, observamos que habia un
aumento de la actividad de c-Src. Sin embargo, las células no estaban clonadas y se perdi6 la inhibicién con los pasajes. Ahora
estamos clonando las células para solucionar este problema. También se utilizaron células IB3-1 (mutacién deltaF508 que afecta el
transporte de Cl-), S9 (IB3-1 corregidas mediante un vector viral que expresa CFTR wt) y C38 (iguales que las S9 pero el CFTR wt tiene
parte del extremo 5° truncado). Mediante microscopia confocal, se observé mayor actividad de c-Src (medida con un anticuerpo que
reconoce c-Src fosforilado en la Tyr418) en las células IB3-1 comparadas con las S9. Luego, se crecieron las células en monocapa
llegando a confluencia y se realizaron varias heridas. En este momento se estan probando distintas condiciones para determinar si hay
un aumento diferencial de la expresion de c-Src en heridas hechas a monocapas de estas células. Asimismo, se estan estudiando los
posibles mecanismos involucrados en la sefializacion CFTR-Src. En conclusion, la inhibicion de la actividad o expresion del CFTR
produce un incremento en la actividad de c-Src. Agradecimientos: Subsidios del CONICET (PIP 2009-2011), ANPCYT (PICT-2007,
00628) y UCA. Becas CONICET (AGV y MMMC), ANPCYT (MC) y UCA (FS, GLT, MLT).

164. (318) LA INDUCCION DE LA MAP QUINASA FOSFATASA-2 (MKP-2) MODULA NEGATIVAMENTE LA ACTIVACION
POR AMPC DEL GEN CYP11A1 EN CELULAS DE LEYDIG.
Gomez N.1; Mori Sequeiros Garcia M.2; Gorostizaga A.s; Acquier A.s; Gonzalez-calvar S.s; Méndez C.s; Paz C.7
INBIOMED, Facultad de Medicina, UBA: 23467, IBYME, Facultad de Medicina, UBAs
nataliavgr@hotmail.com

En células esteroidogénicas la activacion de MAP quinasas (MAPKSs) por las hormonas tréficas lleva a la induccién y/o activacion de
proteinas necesarias para la esteroidogénesis. Estos eventos son modulados indirectamente por las MAPK fosfatasas (MKPs), como
MKP-2, dada la capacidad de estas enzimas de inactivar a las MAPKs. Previamente demostramos que en células de Leydig MA-10,
LH/hCG y AMPc promueven la acumulaciéon de la proteina MKP-2 por mecanismos transcripcionales y post-traduccionales, y que la
sobre-expresion de esta enzima reduce la activacion por AMPc del promotor del gen CYP11A1 (gen que codifica para la enzima
P450scc). En este trabajo nos propusimos confirmar -mediante el bloqueo de la expresion de la proteina enddgena- el papel regulatorio
de MKP-2 en la induccién del gen CYP11A1 y determinar los efectos de las modificaciones post-traduccionales inducidas por AMPc
sobre la vida media de esa proteina, utilizando células de Leydig MA-10. Se empled un gen reportero (CYP11A1-luciferasa) para
evaluar la actividad del promotor del gen en estudio y un shRNAI especifico para bloquear la expresion de MKP-2. Se determiné que el
8Br-AMPc aumenta la actividad del promotor (P<0,001) y que el bloqueo de la expresién de MKP-2 por el shRNAi aumenta este efecto:
AMPc=0,74+0,07 vs. AMPc+RNAi=0,96+0,07 (actividad relativa de luciferasa, P<0,05). Para analizar si las modificaciones post-
traduccionales modifican la vida media de MKP-2 se emplearon células transfectadas para la expresion de flag-MKP-2 y se evaluaron
los niveles de la proteina por Western blot (anticuerpo anti-flag). Experimentos de pulse-chase mostraron que la estimulacion con 8Br-
AMPc incrementa la vida media de la proteina recombinante. En sintesis se concluye que MKP-2 se estabiliza por modificaciones post-
traduccionales promovidas por AMPc y que la induccion de esta fosfatasa modula negativamente la accion hormonal sobre la expresion
del gen CYP11A1.

165. (380) APLICACION DE QUANTUM DOTS COMO BIOSENSORES DEL DANO INDUCIDO POR PRESERVACION
HIPOTERMICA EN EL TRANSPORTE ENDOCITICO. EVALUACION EN CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE
RATA.

Hovanyecz P.:; Rodriguez J.2; Guibert E.s; Sigot V.4
Centro Binacional Argentina Italia de Investigaciones en Criobiologia Clinica y Aplicada, UNR1 234
ho_pau@hotmail.com

El transporte endocitico mediado por receptores requiere la integridad de las membranas celulares para la activacion e inter-
nalizacion de complejos ligando-receptor. Esta integridad se ve alterada durante la preservacion hipotérmica (PH), etapa previa a la
aplicacion en transplante celular. Si bien existen técnicas como el andlisis de liberacién de lactato dehidrogenasa (LDH) para evaluar la
viabilidad celular e integridad de la membrana, permitiendo sélo una cuantificaciéon global del dafio. En este trabajo se propone la
evaluacién de la injuria celular inducida por frio monitoreando el transporte endocitico a nivel de células individuales luego de la PH
seguida de reoxigenacién normotérmica (RN). Utilizando nanoparticulas fluorescentes, Quantum Dots (QDs) conjugadas al ligando
factor de crecimiento epidérmico (EGF), se siguié la internalizacion mediada por receptor de los complejos preformados biotina-
EGF:estreptavidina-QDs (EGF-QDs). El sistema se evalué en cultivo primario de hepatocitos de rata (HC) y preservados (HP) a 4°C en
solucién de la Universidad de Wisconsin.

Grupos experimentales Incubacion con complejos QD-EGF a 37°C
HG24 *5 min. y 120 min.
*5 min.QD sin ligando (control).
HP24 y HP72 unidn (10) *5 min.
HP24 y HP72 t120 *120 min.RN {37°C, 5% COg2).

El % de liberacion de LDH en los HC24 y HP24 (t0 y t120) y HP72 (t0) (1917 (n=7), 5£3 (n=7), 11 (n=2) y 9 (n=2) %, respectivamente)
no revelé dafio celular, lo cual se correlaciona con el andlisis microscopico que mostré tanto la unién como la internalizacion de los
complejos. No se observé union inespecifica de los QDs no conjugados a EGF. El dafio en la membrana se observé en HP72 t120 con
un 91+5 % de liberaciéon de LDH (n=2). Los QDs inicialmente unidos en HP72 t0 no fueron internalizados luego de la RN. Mediante esta
técnica los QDs podrian ser utilizados como sensores del dafio inducido por la PH en la capacidad para el transporte endocitico de
hepatocitos previo a su aplicacion en trasplante celular.
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166. (510) NRF2 ES MEDIADOR DE LA ACTIVACION DEL PROMOTOR DE HO-1 POR VGPCR.
Sapochnik D.1; Tanos T.2; Vinuesa A.s; Rabinovich P.4; Sordelli A.s; Martin M.s; Marinissen M.7; Mesri E.s; Coso O.s
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, FCEN, IFIBYNE UBA-CONICET:s4s9; Ecole polytechnique fédérale de Lausanne
ISREC - Swiss Institute for Experimental Cancer Research Lausanne, Suiza:; Instituto de Investigaciones Biomédicas A. Sols,
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Madrid, Madrid 28029, Espafas 7; University of
Miami School of Medicine Miami, USAs
dsapochnik@fbmc.fcen.uba.ar

La Hemo-oxigenasa 1 (HO-1), una enzima inducible que metaboliza el grupo hemo, se encuentra altamente expresada en lesiones
causadas por el Herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi (KSHV). Uno de los genes clave del KSHV involucrado en el desarrollo de
las lesiones del Sarcoma de Kaposi es un receptor acoplado a proteina G oncogénico denominado vVGPCR. vGPCR induce la expresion
de HO-1 y la transformacién de las células infectadas a través de la subunidad G12/13 de las proteinas G heterotriméricas y de la
pequefia GTPasa RhoA, la cual contribuye a la tumorigénesis y a la expresion del Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular (VEGF).
En el promotor de HO-1 se encuentran sitios ARE, que responden al factor de transcripcion Nrf2. Nos hemos enfocado en el rol que
cumple Nrf2 en la via activada por vVGPCR y de la cual participan G12/13 y RhoA. Nos propusimos identificar los caminos de
sefializacién disparados por vVGPCR y su influencia en el rol de Nrf2 en la regulacién del promotor de HO-1. Hemos encontrado que la
expresion de VGPCR aumenta la expresion del gen reportero Luciferasa fusionado a un promotor que responde a Gal4 cuando éste es
co-transfectado con la quimera Gal4- Nrf2 TAD. Observamos también que VGPCR activa la expresion de Luciferasa cuando éste esta
bajo el control de un promotor minimo que contiene 3 sitios ARE respondedores a Nrf2 y que este efecto es bloqueado por un
dominante negativo de Nrf2. Respecto a la localizacion subcelular de Nrf2 hemos demostrado que vGPCR, G12/13 y RhoA producen
traslocacion nuclear y que este efecto es mediado por ERK1/2. Ademas observamos que ERK1/2 tiene efecto sobre la actividad
transcripcional de Nrf2. Nuestros estudios demuestran que VGPCR induce la expresion de HO-1 a través de diversos factores que
convergen en la activacion del promotor de HO-1 via el factor de transcripcion Nrf2. Ademas, el mecanismo a través del cual actua esta
cascada de sefializacién involucra la regulacion de la traslocacion de Nrf2 al nucleo.

167. (545) ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LOS EFECTOS ANTI-INFLAMATORIOS DE IL-10 EN
CELULAS CARDIACAS INFECTADAS CON TRYPANOSOMA CRUZI.
Hovsepian E.1; Penas F.z; Mirkin G.s; Goren N.4
CEFYBO-CONICET: 24 Dto. Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina UBAs
eugehovsepian@yahoo.com.ar

Trypanosoma cruzi (Tc) es el agente etiolédgico de la enfermedad de Chagas caracterizada por infecciones persistentes en el
hombre que afectan la funcionalidad cardiaca. La respuesta inflamatoria desencadenada por la infeccion puede conducir a importantes
darios tisulares. En este sentido, resulta importante estudiar la participacion de la citoquina antiinflamatoria IL-10 y determinar los
mecanismos involucrados en la resolucion del proceso inflamatorio cardiaco. Para ello, cultivos primarios de miocardiocitos fueron
infectados con la cepa aguda RA de T. cruzi y tratados con IL-10. Observamos mediante Western blot (Wb) que IL-10 (20 ng/ml) inhibe
la expresion de oxido nitrico sintasa2 (NOS2) inducida por la infeccién de manera significativa. Ademas, disminuye la liberacion de NO
(MM) (26.2+3.0%;p<0.05) analizada mediante ensayo de Griess a las 48 h post-infeccién. Mas aun, detectamos mediante RT-PCR
cuantitativa (Q-RT-PCR) que el pre-tratamiento con IL-10 inhibe la sintesis de IL-6 y TNF-a 4 h post infecciéon. También comprobamos
que IL-10 inhibe la activacion de la via de NF-kB analizada mediante Wb en términos de deteccién de la proteina inhibitoria IkB-a en el
citosol. Con el objeto de conocer las vias implicadas en los efectos de IL-10 analizamos la activacién de STAT3. Observamos mediante
Wb, que tanto Tc como IL-10 promovieron fosforilacion de STAT3 confirmando activacion de la via. Asimismo, detectamos por Q-RT-
PCR que Tc e IL-10 aumentaron los niveles del ARNm de SOCS3, supresor de la via IL-10/STAT3. Los resultados demuestran que IL-
10 modula la inflamacion en células cardiacas infectadas inhibiendo la activacion de NF-kB, la expresion de NOS-2 y de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-6 y TNF-a. Se podria inferir que STAT3 estaria involucrada en los efectos antiinflamatorios mediados por IL-10.

168. (583) EL RELOJ MITOCONDRIAL DEL ENVEJECIMIENTO: MODULACION DE SIRT3 POR EL INCREMENTO EN LA
EXPRESION DE NNOS
Perez H.:; Alippe Y.z; Elguero M.s; Converso D.s; Carreras M.s; Poderoso J.s
Laboratorio de Metabolismo del Oxigeno, Hospital de Clinicasizs4ss
hernanperez82@gmail.com

En 1956, D. Harman propuso la teoria del estrés oxidativo en la vejez. Considerando que el H202 es generado por inhibicion de la
transferencia de electrones en las mitocondrias y por accién del NO, exploramos el comportamiento redox de las organelas de higado y
cerebro de ratas en el envejecimiento. Se confirmé que en cada etapa existe un contenido de mtNOS especifico, consecuencia del
aumento progresivo en la transcripcion del gen nNOS y de la translocacién y activacion de la proteina (en pmoles/min.mg, higado 3
me=23+2; 18 me=41+1; 24 me=45+2; cerebro 3 me=18+2; 18 me=28+0.5; 24 me=36+2, ratas hembras/machos en ambos érganos;
p<0.05). El aumento de NO se asoci6 a un aumento de anion superéxido (02-) y peréxido de hidrogeno (H202). La disminucién de la
actividad de MnSOD (3 me=1394+95 vs. 24 me=921+11 nmoles/min.mg; p<0.05) contribuy6é a un aumento final en la reaccién de NO
con O2- que determino mayor formacién de peroxinitrito (ONOO-). Esto condujo a la nitracién de proteinas mitocondriales en las ratas
adultas analizado por WB. La nitracion del complejo I, disminuyé su actividad un 60% (3 me=341+48; 24 me=203+19 nmoles/min.mg;
p<0.05). Durante el estrés nitrativo, analizamos un marcador mitocondrial de envejecimiento como es sirtuina 3 (Sirt3) que participa en
el control de los niveles de especies reactivas de oxigeno. En animales jovenes, la actividad de Sirt3 fue de 304114 y 372428 UA en
higado y cerebro respectivamente, mientras que a los 18 meses aumenté a 380127 y 440+15 UA (p<0.05). El tratamiento de
mitocondrias jévenes con ONOO- aumenté la actividad de Sirt3 (314+15 vs.370+11). Sin embargo, la nitracién in vitro de Sirt3 por
ONOO- disminuy6 su actividad en forma dosis dependiente. Concluimos que en el envejecimiento, la expresion/localizacion de nNOS
es controlada cronotropicamente, y que un aumento de NO mitocondrial conduce a la nitracion de proteinas y a la oxidacion de NADH
con una ganancia inicial y un deterioro final de las funciones de Sirt3.
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169. (589) IDENTIFICATION OF ECHINOCOCCUS SP CALCINEURIN:TARGETS OF EG-FKBP-FK506 COMPLEX
Nicolao M.1; Cumino A.z
Laboratorio de Zoonosis Parasitarias, Area de Biologia Molecular de Cestodes, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
UNMDP: 2
acumino@gmail.com

Calcineurin (CaN) is a eukaryotic Ca-and calmodulin-dependent serine/threonine protein phosphatase (PP2B), potently inhibited by
immunosuppressant drugs, CsA and FK506, in the presence of their respective receptor proteins, cyclophilin and FKBP, both described
in Echinococcus sp. (Cumino et. al., 2010). Previous experiments in our laboratory have showed that FK506 and CsA possess dose-
dependent protoscolicidal activity in E. granulosus. CaN is a heterodimeric protein consisting of a catalytic subunit A, which contains an
active site dinuclear metal center and a tightly associated, regulatory Ca-binding subunit B. We identified and analyzed in silico
ortologous in Echinococcus genome: Eg-CaN-A and Eg-CaN-B, both archetypal proteins with all residues implicated in the binding of
pharmacological ligands, and in interactions with possible targets. The primary sequence of both subunits and heterodimeric quaternary
structure is highly conserved in Echinococcus sp. Eg-CaN-A contains a CaM-binding domain (PD343921), a CaN-B-binding domain
(PD862669) and an autoinhibitory domain (PD322644). The CaN-B subunit itself is a CaM-like Ca+2-binding protein that contains four
high-affinity Ca+2-binding EF hands. Binding of Ca+2 to CaN-B stimulates phosphatase activity, although to a lesser extent than when
CaM is also present. Although the estrogen receptor-independent mechanisms of tamoxifen (TAM) remain unclear, it is demonstrated
that TAM is implicated in regulates the transcriptional response to calcium. In E. granulosus, protoscolicidal treatment with TAM, showed
induction of intracellular calcium release, the alteration of cellular membrane properties and the inhibition of P-glycoprotein (Nicolao et
al., 2010). Transcriptional profiling studies showed that TAM reduces the Eg-canB expression, consistently with these observations, in
other cellular systems, TAM could involve in the estrogen-dependent regulation of CaN. These findings highlight the potential to define
novel drug targets and elucidate conserved elements of signal transduction cascades.

170. (623) ESTUDIO DE LA DINAMICA DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION C-JUN Y C-FOS MEDIANTE
TECNICAS DE MICROSCOPIA CONFOCAL
Vinuesa A.:; Naipauer J.;; Guaimas F.;; Degese M.s; Sapochnik D.s; Sordelli A.s; Rabinovich P.7; Coluccio Leskow F.s; Jares-
erijman E.s; Coso O.10
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, IFIBYNE UBA-CONICET: 24567 10,
Departamento de Quimica Orgénica, FCEN, UBA, CIHIDECAR, CONICET, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBAs;
Departamento de Quimica Biolégica, FCEyN, UBAs; Departamento de Quimica Orgénica, FCEN, UBA, CIHIDECAR, CONICETs
angeles.vinuesa@gmail.com

El comportamiento de las células es muy dinamico ya que existe una comunicacion constante entre ellas y el entorno. La
transduccion de sefiales externas y su transformacion en una respuesta celular involucra numerosos eventos de interaccion entre
proteinas. Las técnicas mas utilizadas para estudiar este fendmeno involucran el desarmado de las células y el estudio por técnicas
bioquimicas. Este trabajo pretende estudiar la dinamica de factores de transcipcion (colocalizacion, interaccion fisica directa, etc.) en
células intactas. Se fusionaron los factores de transcripcién c-Fos y c-Jun, que forman parte del heterodimero AP-1, a las proteinas
fluorescentes ECFP y EYFP respectivamente. Se estudio su localizacion subcelular y su dinamica de translocacion al nicleo en células
NIH 3T3 en condiciones de proliferacion, de deprivacion de suero y estimulando con PDGF en presencia o ausencia de inhibidores
farmacolégicos de vias de MAPKs. Ademas, se utilizaron estos constructos para realizar ensayos de colocalizacion en un microscopio
confocal practicando cuantificacion mediante el uso de los coeficientes de Manders’ (CMs), los cuales brindan informacién acerca de la
distribucién de las proteinas y la variacion espacial de la colocalizacion. Dado que los eventos desencadenados en la transduccion de
sefales involucran numerosas interacciones entre pares de proteinas, creimos necesario contar con una técnica mas precisa que la
mera colocalizacién en un compartimento subcelular. Ensayamos la técnica de FLIM - FRET utilizando el par ECFP-c-Fos y EYFP-c-
Jun, de conocida y probada interaccion como prototipo. Utilizando la cuantificacion por CMs y FLIM - FRET estudiamos la dinamica de
AP-1y la influencia de las vias de MAPKSs sobre la misma. Nuestros resultados muestran un efecto diferencial en la influencia de Erk1/2
y p38 como mediadores de la traslocacion al nucleo de c-Fos; lo cual sugiere que, pese a ser ambas Fos-quinasas, tendrian un efecto
diferencial sobre su funcién.

171. (656) EL ESTRES POR SOBRECARGA DE ALBUMINA INDUCE LA EXPRESION DE LAS MAP QUINASA FOSFA-
TASAS 1Y 2 (MKP-1Y MKP-2) EN CELULAS DE TUBULO PROXIMAL RENAL.
Gorostizaga A.1; Acquier A.2; Gomez N.s; Mori Sequeiros M.s; Mendez C.s; Paz C.6
INBIOMED-Departamento de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina, UBA123456
agorostizaga@hotmail.com

La sobrecarga de albumina produce en células de tubulo proximal renal un tipo de estrés denominado estrés por reticulo (ER). EI ER
desencadena la activacion de las MAP quinasas (MAPKs) ERK1/2 y JNK1/2, las cuales tienen efectos sobre la supervivencia o la
apoptosis de estas células frente a este tipo de injuria. Los estimulos que promueven la activacion de las MAPKs inducen la expresion
de diferentes miembros de la familia de MAPK fosfatasas (MKPs), enzimas que promueven la inactivacion de estas quinasas. Dado que
se desconoce el efecto de la sobrecarga de albumina sobre la expresion de las MKPs 1y 2 (MKP-1, MKP-2), el objetivo fue establecer
si en células OK (Opposum kidney), una linea celular de tubulo proximal renal, el estrés por sobrecarga de albimina induce MKP-1/-2 y
en que grado el nivel de MKP-1 promueve la inactivacion de las MAPKs. Mediante Western blot, utilizando anticuerpos contra las
formas fosforiladas de las MAPKs, comprobamos que la albumina produce la activacién de ERK1/2 y JNK1/2 en forma dependiente del
tiempo y de la concentracién. El andlisis por Western blot revelé que la albumina (20 mg/ml) promueve la acumulacién de MKP-1 (2
veces respecto al control luego de 1 hora de estimulacion). Efecto similar se observé sobre los niveles de MKP-2 luego de 2 horas de
estimulacion. En células transfectadas para la expresion transitoria de la proteina recombinante flag-MKP-1, el estimulo con albumina
aumento los niveles de la proteina recombinante a partir de los 15 min de estimulacién, determinados por Western blot. Ademas, la
sobre-expresion de MKP-1 disminuyd la fosforilacién de ERK1/2 promovida por albumina. Concluimos que en células OK el ER produce
un incremento en los niveles de MKP-1 y MKP-2. Respecto de MKP-1 el incremento involucraria eventos post-traduccionales, aunque
no se descarta una accion a nivel transcripcional. La induccién de MKP-1 por albumina contribuiria al “apagado” de la sefial, por su
accion -al menos- sobre ERK1/2.
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172. (695) PARTICIPACION DE C/EBPBETA EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DE PEQUENOS ARNS TRANS-
CRIPTOS A PARTIR DEL ADN SATELITAL DURANTE LA DIFERENCIACION CELULAR
Susperreguy S.1; Piwien-pilipuk G.2
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, CONICET:
susperrequy@fcq.unc.edu.ar

La diferenciacién celular, proceso por el cual una célula adquiere un determinado fenotipo, implica la expresiéon coordinada de
ciertos genes mientras el resto es silenciado. En mamiferos, la region centromérica de los cromosomas esta constituido por arreglos de
secuencias repetitivas en tandem de ADN (satélite mayor y menor) y son regiones de heterocomatina constitutiva, ambiente
transcripcionalmente desfavorable. En estudios previos analizamos el perfil de expresion de los pequefios ARNs transcriptos a partir de
ADN satelital en diferentes sistemas de diferenciacion celular (adipogenesis con preadipocitos 3T3-L1, miogénesis con mioblastos
C2C12 y neurogénesis con células N2a derivadas de neuroblastoma) observando un incremento en la expresiéon de los mismos al
inducirse la diferenciacion. También demostramos que C/EBPB, uno de los factores de transcripcion requerido para la normal
diferenciacién adipocitica, se concentra en los cromocentros uniéndose a sitios consenso presentes en el ADN del satélite mayor
colocalizando con la ARN-polimerasa Il al inducir la diferenciacion adipocitica. Por lo tanto, decidimos evaluar si C/EBP participa en la
regulacion de la expresion de los ARNs satelitales y si su localizacién pericentromérica es necesaria para que la diferenciacion
adipocitica progrese. En preadipocitos donde se interfirid establemente la expresion de C/EBPB empleando shARN, datos preliminares
muestran un cambio en el perfil de expresion del ARN satelital lo que se acompafa de incapacidad de la célula para diferenciarse en
adipocitos. Estamos investigando si la ausencia de C/EBP@ afecta la localizacion pericentromérica de ARN-polimerasa Il y de otros
proteinas que median la formacion de heterocromatina, y si la alta expresion de los pequefios transcriptos satelitales se asocia al
proceso de expansion clonal que tiene lugar durante las primeras 24hs de inducida la adipogénesis.

PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR 1

173. (92) PARTICIPACION DE PKC EN LA REGULACION DEL CICLO CELULAR POR PTH EN LAS CELULAS INTESTI-
NALES CACO-2
Calvo N.1; Russo De Boland A.z; Gentili C.3
Laboratorio de Quimica Biolégica, Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Suri 23
ncalvo@criba.edu.ar

La hormona paratiroidea (PTH) es un importante mediador de la remodelacion 6sea y actia como regulador esencial de la
homeostasis del calcio. PTH también puede estimular o inhibir la proliferacién celular y provocar alteraciones en la regulacién del ciclo
celular. En estudios previos demostramos que la hormona es pro-apoptética y que ademas afecta la progresion del ciclo celular en las
células intestinales Caco-2 incrementando el porcentaje de células en la fase GO/G1, aumentando la expresién de la proteina inhibitoria
p27Kip1 y disminuyendo la expresion de las ciclinas D1y D3 y de la quinasa Cdk6. El objetivo de este trabajo es profundizar el estudio
de los mecanismos moleculares involucrados en el efecto anti-proliferativo de PTH en estas células intestinales. Para tal fin, las células
Caco-2 fueron pre-incubadas con los inhibidores de la quinasa amino terminal de c-Jun (JNK) (SP600125, 20 mM), de la proteina
fosfatasa 2A (PP2A) (acido okadaico, 1 nM y caliculina A, 3 nM) o de la proteina quinasa C (PKC) (Ro-31-8220, 200 nm; BIM, 5 uM y
queleritrina, 2 uM) y luego fueron tratadas con PTH (10-8 M, 6 horas), seguido de analisis por Western blot de los componentes del
ciclo celular. La inhibicién de la actividad de JNK 'y de PP2A no revirtié la respuesta hormonal, lo que sugiere que el efecto de PTH en la
expresion de reguladores del ciclo es independiente de la via de sefializacion de JNK y de PP2A. Sin embargo, los inhibidores de PKC
revirtieron el aumento en la expresion de p27Kip1 y la disminucion de los niveles proteicos de las ciclinas D1y D3 y de la quinasa Cdk6
inducida por PTH. Estos resultados sugieren que en las células Caco-2, el efecto anti-proliferativo de PTH es mediado por cambios en
la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular a través de la via de sefializacién de PKC.

174. (98) EFECTOS DEL ANALOGO TUMORAL DE LA HORMONA PARATIROIDEA EN CELULAS DE CANCER DE
COLON HUMANO
Martin M.1; Calvo N.z; Russo De Boland A.s; Gentili C.4
Laboratorio de Quimica Biologica, Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Suri 234
ma.julia.martin@gmail.com

El andlogo tumoral de la hormona paratiroidea (PTHrP) fue originalmente identificado como el agente causal de hipercalcemia
humoral, uno de los sindromes mas frecuentes paraneoplasicos, aunque actualmente se sabe que estd ampliamente distribuido en el
feto y en la mayoria de los tejidos adultos. Se ha observado que su expresion se correlaciona con la gravedad del carcinoma de colon y
que en ciertas lineas celulares intestinales su sobreexpresion aumenta la proliferacion celular. Sin embargo, hasta el presente se
desconoce el rol de PTHrP en la linea celular Caco-2 derivada de adenocarcinoma de colon humano. En este trabajo se estudié si
PTHrP induce la proliferaciéon de las células Caco-2 y si regula la sefializacion de las MAP quinasas (ERK1/2, JNK1/2) relacionadas con
eventos de proliferacion celular. Se estimé el nimero de células viables en células Caco-2 expuestas al analogo (10-8 M, 3-5 dias)
mediante el ensayo de proliferaciéon celular CellTiter-bluee. Se observé que PTHrP aumenta la bioreduccién del reactivo resazurina
respecto al control en forma dependiente del tiempo, siendo méxima la respuesta a los 5 dias de tratamiento. Ademas, el analisis por
Western blot revela que el tratamiento con PTHrP (1-48 horas) induce la fosforilacién y activacion de las quinasas ERK 1/2 y el aumento
de los niveles proteicos de c-Myc, un factor de transcripcion activado por sefiales mitogénicas que regula genes involucrados en la
proliferacion celular. Sin embargo no se detectaron cambios significativos en la fosforilacion de las isoformas de JNK. Estos resultados
sugieren que PTHrP incrementa la proliferacion, promueve la activacion de la via ERK 1/ 2 y aumenta la expresion de c-Myc en las
células intestinales Caco-2. La comprension de los fendmenos bioldgicos generados por PTHrP permitira conocer su participacion en
cascadas de transduccion de sefales que deriven en la proliferacion de células intestinales.
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175. (112) LA COMBINACION DE PACLITAXEL CON CARBACOL PRODUCE UN EFECTO MUERTE-SOBREVIDA EN
CELULAS MCF-7. VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS.
Jacob G.1; Espafiol A.z; Diez R.s; Sales M.«
Segunda Céatedra de Farmacologia, Facultad de Medicina, UBA1s; CEFyBO-CONICET:+
guillermina_j@hotmail.com

La resistencia a la quimioterapia es critica en la terapéutica antitumoral, siendo la combinacion de drogas antitumorales una
posibilidad para mejorar su efecto individual. Demostramos que el agonista muscarinico carbacol (CARB) promueve la muerte de
células tumorales de mama humana MCF-7. Este efecto se potencia al combinarlo con paclitaxel (PTX). En este trabajo investigamos
las vias de sefializacion activadas en células MCF-7 tratadas con PTX (10-11M) + CARB (10-8M). PTX+CARB incrementaron la muerte
de células MCF-7 en un 394+2% (p<0,001 vs. basal) sin modificar la viabilidad de células normales de mama MCF-10A, medida por
MTT. El efecto se redujo por el pretratamiento con: atropina (AT) (10-5M), antagonista muscarinico; NCDC (10-5M), inhibidor de
fosfolipasa C (PLC) o L-NMMA (10-4M), inhibidor de las 6xido nitrico sintasas (NOS) (p<0,001 vs. PTX+CARB) y se potencié con NOHA
(10-4M) inhibidor de arginasas (Arg) o con MG-132 (2x10-5M) inhibidor de la via del factor nuclear kB (NF-kB). En las células MCF-7
que sobreviven al tratamiento con CARB+PTX observamos un aumento del 42+5% (p<0.01 vs. basal) en la actividad de NOS, medida
como nivel de nitrito por el método de Griess. Este efecto se revirtio al preincubar las células con AT, NCDC o L-NMMA y se potencio
con NOHA o MG-132. Comprobamos mediante ensayos colorimétricos que el tratamiento con PTX+CARB también incremento la
actividad de Arg, medida como nivel de urea, en un 26+3% (p<0,01 vs. basal). Por Western blot, demostramos que PTX+CARB
incrementaron la expresion de ambas isoformas de Arg (p<0,001 vs. basal), efecto que se revirtié en presencia de MG-132. Concluimos
que la asociacion PTX+CARB ejerce un efecto dual con participacion de NF-kB: potencia la citotoxicidad sobre células tumorales de
mama humana, pero en la fraccion de células que sobreviven al tratamiento se observa un incremento en la actividad de NOS asi como
en la expresion y actividad de Arg, que las haria resistentes.

176. (200) LA ENZIMA GLICEROL-3-FOSFATO ACILTRANSFERASA-2 (GPAT2) SE COMPORTA COMO UN ANTIGENO
“CANCER-TESTICULO CORROBORANDOSE SU EXPRESION EN CARCINOMAS INFILTRANTES DE MAMA
CON UN ALTO GRADO HISTOLOGICO.
Pellon Maison Mu; Cattaneo E.z; Garcia Fabiani M.s; Montanaro M.s; Rabassa M.s; Abba M.s; Gonzalez Baré M.r

INIBIOLP12347; CINIBAss
magalipellon@yahoo.com.ar

La sintesis de glicerolipidos comienza con la acilacién del glicerol-3-fofato, reaccion catalizada por la glicerol-3-fosfato acil-
transferasa (GPAT). GPAT2 es una isoforma que se expresa principalmente en células de la linea espermatica y esterifica araquidonil-
CoA en forma preferencial. Mediante andlisis de transcriptomas se establecié que la expresion de GPAT2 disminuye en distintos
modelos de diferenciacion celular y que la linea celular de cancer de mama MDA-MB231 expresa este gen. El andlisis in silico de
perfiles de expresion génica sugiri6 que GPAT2 podria llegar a expresarse en carcinomas infiltrantes de mama, y particularmente en
aquellos tumores menos diferenciados. Estos hallazgos fueron validados mediante RT-PCR cuantitativa en diferentes lineas celulares
de cancer de mama (T47, MCF7, ZR75 y MDA-MB 231) y en muestras de tejido mamario normal y neoplasico. Sélo la linea celular
MDA-MB 231 expresé GPAT2. En segundo lugar, se analizé la expresion de GPAT2 en el modelo de diferenciacion celular de células
3T3-L1 a adipocito; GPAT2 disminuyd su expresion al avanzar el grado de diferenciacion, sugiriendo un rol de esta enzima en la
proliferacion y/o supervivencia celular. Esta hipotesis se corroboré al sobreexpresar el gen en células HeLa, CHO-K1, Vero y HEK293,
evidenciandose en todas ellas un aumento estadisticamente significativo en la viabilidad celular. Finalmente, se analizé la expresion
proteica de GPAT2 mediante IHQ en un grupo independiente carcinomas infiltrantes de mama (n=35) y en muestras normales (n=6).
GPAT2 no se detecta en tejidos normales, mientras que el 37% de los tumores expresa la proteina, existiendo una correlacion
estadisticamente significativa entre la expresion y el alto grado histologico (p=0,02), ya que el 90% de los tumores que expresan GPAT2
son de grado lll. Los resultados indican que GPAT2 se comporta como un antigeno cancer-testiculo, y que su expresiéon en carcinomas
de mama correlaciona con el grado de diferenciacién celular.

177. (250) EFECTOS ANTINEOPLASICOS DEL CALCITRIOL Y DL-BUTIONINA-S,R-SULFOXIMINA EN CELULAS
CACO-2
Liaudat A.1; Bohl L.2; Tolosa De Talamoni N.3; Maletto B.s; Pistoressi M.s; Picotto G.s
Lab Dr F Canas de Bioq y Biol Mol, FCM, UNC:236; Departamento de Bioquimica Clinica, CIBICI (CONICET), FCQ, UNC:s
cliaudat@gmail.com

El calcitriol ha sido reconocido como un potente agente antiproliferativo y promotor de diferenciacion celular. Por otro lado, se ha
demostrado que D,L-butionina-S,R-sulfoximina (BSO), aumenta la sensibilidad de las células neoplasicas a los tratamientos. El objetivo
del trabajo fue determinar el efecto del calcitriol y BSO sobre la proliferacion de las células de cancer de colon y evaluar los posibles
mecanismos involucrados. Las células Caco-2, derivadas de adenocarcinoma de colon humano, se trataron con calcitriol (1-200 nM),
BSO (2-500 pM) o con ambas drogas o su vehiculo a diferentes tiempos. La proliferacién celular se determiné por la técnica de violeta
de cristal. La actividad de las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), fosfatasa alcalina (FAL) y los niveles de glutation
(GSH) se midieron por espectrofotometria. La externalizacion de fosfatidil serina, el potencial de membrana mitocondrial y el ciclo
celular se evaluaron por citometria de flujo. La actividad de caspasa 3 se midi6 por ELISA. El andlisis estadistico se realizé por
ANOVA/Bonferroni. Los resultados demuestran que tanto calcitriol como BSO inhibieron la proliferacion de las células Caco-2. El
contenido total de GSH disminuy6 a las 6 y 48 hs con BSO y con el tratamiento combinado. A las 96 hs la actividad de CAT vy el
potencial de membrana mitocondrial aumentaron sélo con el tratamiento combinado mientras que la actividad de SOD no se modifico.
La actividad de FAL aumenté en las células tratadas con calcitriol y con ambas drogas a las 96 hs. El ciclo celular no se alteré y no se
registraron cambios en los parametros evaluados para la apoptosis. En conclusiéon, BSO incrementa el efecto antiproliferativo del
calcitriol sobre las células Caco-2 mediante aumento del estrés oxidativo. La muerte celular por apoptosis no estaria involucrada. El
incremento de FAL sugiere una induccion de la diferenciacion celular.
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178. (251) HOMOLOGIA FUNCIONAL ENTRE PROTEINAS MAGE HUMANAS Y MURINAS
Ladelfa M.s; Peche L.2; Cangelosi R.s; Schnieder C.s; Monte M.s
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Dpto de Quimica Biolégica, FCEN-UBA1ss; Laboratorio Nazionale CIB, Ara Science
Park, Trieste, Italiaz+
fladelfa@qb.fcen.uba.ar

La subfamilia de genes MAGE-| estd compuesta por los grupos A, B y C, que presentan expresion especifica tumoral y alta ho-
mologia de secuencia. Debido a esto, se infiere que las funciones de las proteinas MAGE son redundantes. Solo en los Ultimos afios
nosotros y otros grupos hemos comenzado demostrar funciones especificas de diferentes proteinas MAGE, generalmente asociadas a
vias de sefalizacion de sobrevida o antiapoptéticas. La utilizacién de modelos murinos para el estudio de la biologia tumoral in vivo es
una herramienta ampliamente utilizada. Para ello, resulta importante estudiar si las proteinas MAGE murinas son funcionalmente
homologas a sus contrapartes humanas ya que la homologia de secuencia entre ellas es menor a la esperada. En este contexto, nos
propusimos comparar las proteinas Mage-b2 murina y Mage-B2 humana, focalizandonos en su localizacion celular y en sus efectos en
la modulacion de las vias de sefializacion de p53 y pRB, por ser éstas vias importantes asociadas al cancer. Nuestros resultados
indican que, al igual que la proteina Mage-B2 humana, Mage-b2 murina presenta localizacion nucleolar y relocaliza del nucléolo al
nucleo y citoplasma frente a estrés ribotoxico y a estimulos proapoptéticos. Ademas, observamos que Mage-b2 murino inhibe la
actividad transcripcional de p53, tal como ocurre con algunas proteinas MAGE-A humanas y en contraposicion con lo observado para la
proteina Mage-B2 humana. Por otra parte, y a diferencia de lo observado para la proteina Mage-B2 humana, Mage-b2 murina no
mostré efectos sobre la via de pRB. En conjunto, estos resultados indican que, si bien las proteinas Mage-B2 humana y Mage-b2
murina presentan la misma localizacion subcelular, podrian tener efectos diferentes sobre las vias de sefializacion de p53 y pRB. Esta
informacion, sumada al estudio de otras proteinas MAGE murinas, sera de gran utilidad al momento de construir modelos animales para
evaluar in vivo las proteinas MAGE humanas.

179. (268) LAS VIAS DE SENALIZACION DE MAPK ESTAN INVOLUCRADAS EN LA RESPUESTA APOPTOTICA
INDUCIDA POR LA 2’-NITROFLAVONA EN CELULAS DE LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA
Cardenas M.s; Blank V.2; Marder M.s; Roguin L.4
IQUIFIB, FFyB, UBA1 234
cardenasmariano@gmail.com

En trabajos previos demostramos el efecto antitumoral de la 2'-nitroflavona (2°-NF) en lineas de leucemias humanas. También
comprobamos que este compuesto induce arresto del ciclo celular y apoptosis en una linea de células de leucemia promielocitica aguda
(HL-60). Con el propésito de evaluar la participacion de las cascadas de sefializacion de MAPK en el mecanismo de accion de la 2’-NF,
analizamos el efecto de este compuesto sobre las vias de p38, JNK y ERK 1/2 en células HL-60. Luego de incubar las células con el
flavonoide observamos un incremento en la fosforilacion de JNK y p38 MAPK de 7,0+0,9 y 1,4+0,1 veces, respectivamente, y una
disminucién de = 50% en la fosforilacion de ERK 1/2. El rol de cada una de estas quinasas en la respuesta apoptética inducida por la 2'-
NF se determind mediante el empleo de inhibidores farmacoldgicos de JNK (SP600125, SP), p38 (SB203580, SB) y ERK 1/2
(PD98059, PD). La incubacién de las células en presencia del flavonoide y SP produjo un incremento del crecimiento celular de 57+4%
(2'-NF) a 76+4%, y una disminucion de la poblacion de células con ADN hipodiploide de 27+4% (2'-NF) a 13+1%. No se observaron
cambios significativos en la proliferacién y en el porcentaje de células hipodiploides con la combinacién de 2'-NF y SB. Cuando las
células se incubaron con 2'-NF y PD incrementé un 20% la actividad antimitogénica de la 2’-NF y alrededor de un 50% la cantidad de
células en sub G1 (27+4% 2'-NF vs. 42+2% 2’-NF+PD). Por otro lado, ensayos preliminares de citometria de flujo indicaron que el
arresto de ciclo celular en G2/M inducido por la 2’-NF se modifica en presencia de SB a expensas de un incremento del porcentaje de
células en la fase S y una disminucién en G2/M. En conclusion, los resultados obtenidos indican que tanto la fosforilacion de JNK como
la inhibicion de la via ERK 1/2 estarian involucradas en la respuesta apoptdética inducida por el flavonoide en las células HL-60, mientras
que la activacion de la via p38 podria participar en el arresto del ciclo celular.

180. (286) PARTICIPACION DE DIFERENTES ViAS DE SENALIZACION EN EL EFECTO APOPTOTICO INDUCIDO POR
UN PEPTIDO CiCLICO DEL INTERFERON ALFA
Blank V.1; Bertucci L.2; Pefia C.3; Roguin L.4
IQUIFIB, FFyB, UBA1 234
vivianablank@yahoo.com.ar

En nuestro laboratorio sintetizamos un péptido ciclico que contiene secuencias del interferon alfa2b involucradas en la interaccion de
la citoquina con el receptor. Dicho péptido posee actividad antiproliferativa e induce una respuesta apoptética. Puesto que previamente
demostramos que el péptido activa la via Jak/STAT, el proposito del presente trabajo fue determinar si esta via u otras cascadas de
transduccion son responsables de mediar la actividad antitumoral inducida por el péptido en una linea de carcinoma de cuello de utero.
Cuando se estudi6 el efecto del péptido sobre la activacion de las MAPKs observamos fosforilacion de p38MAPK (1.7 £ 0.1) a partir de
los 15 min de incubacion, sin modificacién de JNK o ERK1/2. Asimismo, cuando investigamos la posible participacion de la via PI3K/Akt
comprobamos que los niveles de fosfoserina-Akt aumentaron 1.9 + 0.2 veces luego de 30 min de incubacién. El rol de las distintas
cascadas de transduccion en las acciones bioldgicas activadas por el péptido se determind bloqueando estas vias con siRNA (para
STATs) o con inhibidores farmacolégicos (para p38MAPK y PI3K). Cuando las células se transfectaron con siRNA para STAT1 o
STATS3, el efecto antiproliferativo del péptido disminuyd significativamente y el porcentaje de células hipodiploides se redujo de 28+4% a
20+1% o0 a 20+2% para STAT1 y STATS3, respectivamente. Asimismo, cuando se utilizé SB203580 como inhibidor de p38MAPK, o
Ly294002 como inhibidor de PI3K, se observé un descenso de la actividad antiproliferativa del péptido, y una reduccion de la poblacion
de células hipodiploides (de 32+4% en presencia de péptido a 20+5% con péptido y SB203580, 0 a 17+2% con péptido y Ly294002). En
conclusion, los resultados obtenidos indican que no solo la via clasica Jak/STAT sino también p38MAPK y PI3K serian responsables de
la accion antitumoral del péptido ciclico. Notoriamente, PI3K, una via generalmente relacionada con procesos de sobrevida y
proliferacion, es activada por el péptido ciclico para favorecer la induccion de una respuesta apoptética.
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181. (287) ROL DE AKAP350 EN EL MANTENIMIENTO DE LA PROGRESION DEL CICLO CELULAR EN CELULAS
HEPATICAS.
Mattaloni S.1; Ferretti A.2; Favre C.3; Larocca M.4
IFISE, CONICET-UNR:234
mattaloni@ifise-conicet.gov.ar

AKAP350 (A350) es una proteina de anclaje de kinasa A que nuclea complejos proteicos en centrosomas y aparato de Golgi. En
estudios previos reportamos que A350 participa en la diferenciacion de las células hepaticas HepG2 en células polarizadas. Nuestro
objetivo fue analizar si A350 interviene en la regulacién del ciclo celular en estas células. Metodologia: Generamos células HepG2 con
60-80% de disminucién en la expresion de A350 (A350KD) por RNA de interferencia y con delocalizacion centrosomal de A350 por
transfeccion con un plasmido que codifica su dominio de localizacion centrosomal (PACT). Analizamos la distribucion de las células en
las fases Go/G1, S y G2/M del ciclo celular por citometria de flujo, la morfologia centrosomal y nuclear por microscopia confocal y los
niveles de ciclinas D1, E y A350 por western blot. Resultados: El “knock down” de A350 indujo aumento de eventos en G1 (Tabla 1) y
en los niveles de ciclina D1 (+37%*) y E (+76%*), sugiriendo entrada en ciclo celular con arresto en G1, mientras que la expresion del
PACT indujo disminucién de eventos en G1 con aumento en S (Tabla1), disminucion de ciclina D1 (-59%*) y E (-58%*), y aumento de
células binucleadas y alteraciones en la morfologia centrosomal coherente con estos cambios (Tabla 2). Conclusién: el desplazamiento
de A350 centrosomal induce alteraciones centrosomales, generando efectos sobre el ciclo celular diferenciales respecto al “knock
down” de A350. Estos datos apoyan la hipotesis de que, a través de la nucleacion selectiva de complejos proteicos en centrosomas y
Golgi, A350 participaria en la coordinacion de los procesos de diferenciacion y progresion del ciclo celular en células hepaticas.

Tabla 1 GO/GT (%) 3 (%) GeM (%)

contral 44 =7 45+ 8 IR

AZS0KD 58+ 7" 38 6+4

contral 721 18 +1 +1

PACT 64 £ 2% 20 £2¥ +1

Tabla 2 Celulas 1centrosoma 2 juntos 2 separados  mas de 2

binucleadas (%)

control 21 29 +4 58+6 133 T+1
PACT T2 9 x2* B4 x3 193 IRET
*p<0,05

182. (336) CONTROL DE LA APOPTOSIS POR GLUCOCORTICOIDES EN CELULAS DE EPITELIO MAMARIO HC11
DIFERENCIADAS. RELEVANCIA DE LA EXPRESION DE P21CIP1
Stortz M.1; Rocha-viegas L.2; Presman D.s; Pecci A4
Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA+, Departamento FBMC, FCEN, UBA, IFIBYNE-Conicet: 5; Departamento
Quimica Biolégica, FCEN, UBA, IFIBYNE-Conicet:
martinstortz@gmail.com

Los glucocorticoides (GC) retardan la apoptosis en glandula mamaria post-lactancia mediante el control de la expresion de genes
como p21CIP1 (p21) y bcl-X. Los GC inducen la expresiéon de la isoforma antiapoptética Bcl-XL independientemente del grado de
diferenciacién del epitelio mamario. Sin embargo, inducen a p21 en células proliferando (prefiez) y lo reprimen en células diferenciadas
(lactancia). La represion de p21 correlaciona con la prevencion de la apoptosis que ejercen los GC en la involucion mamaria post-
lactancia. Diversos estudios asociaron un cambio en la localizacion subcelular de p21 con su papel en la apoptosis en otros tipos
celulares. El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de expresion de p21, compararlo con el de Bcl-XL y analizar la relevancia
de p21 en el control de la apoptosis por GC. Se utilizé la linea celular de epitelio mamario murino HC11 y se analizé la expresiéon de p21
y bcl-XL por RT-gPCR. Mediante el uso de la linea estable HC11-p21, que expresa la proteina de fusion p21-GFP de manera inducible
se estudio la localizacién subcelular de p21 a lo largo de la diferenciacion y su funcionalidad en la prevencion de la apoptosis por GCs.
En células diferenciadas inducidas a apoptosis por remocién de hormonas lactogénicas, la dexametasona (DEX) produce un aumento
significativo en los niveles de ARNm de bcl-XL, correlacionando éste con la represién de p21 y con un descenso de la actividad de
Caspasa-3. La sobreexpresion de p21 inhibe la prevencion de la apoptosis que ejerce DEX en células diferenciadas; sin embargo per
se, no afecta la actividad de Caspasa-3 (control: 1; DEX: 0.6+0.2; p21: 0.8+0.1; p21+DEX: 0.9+0.2). Por microscopia confocal se
observo que la distribucion subcelular de p21-GFP (preferentemente nuclear) no cambia con la diferenciacién ni con el tratamiento
hormonal. Se concluye que la represién de p21 seria necesaria para el efecto antiapoptético de los GC en células epiteliales mamarias
diferenciadas.

183. (458) MARCADOR ARSENICAL FLUORESCENTE PARA DETECCION DE POBLACIONES APOPTOTICAS EN CE-
LULAS DE LEUCEMIA
Femia L.1; Temprana C.z; Grasselli M.s; Alonso S.s
Universidad Nacional de Quilmesizs4
lisfemia1@hotmail.com

Los compuestos de arsénico han demostrado utilidad médica, ya que probaron ser eficaces en la remisién completa de la leucemia
promielocitica aguda. Si bien se ha informado que el efecto terapéutico se debe a la induccion de la apoptosis a través de la generacion
de radicales libres de oxigeno, el mecanismo involucrado en esta respuesta, no se conoce ni tampoco los posibles objetivos de estos
compuestos in vivo. Por lo tanto, entender mas sobre el modo de accién de arsénico en los sistemas bioldgicos es esencial y nuevas
metodologias son necesarias para lograrlo. En este trabajo se describe la aplicacion de un compuesto de arsénico marcado
fluorescentemente, para ser utilizado con técnicas de fluorescencia en investigacion basica y aplicada, centrado en estudios de
apoptosis inducida por arsénico. El compuesto esta formado por una molécula de acido arsanilico unido covalentemente a una
molécula de isotiocianato de fluoresceina (FITC). Fue previamente sintetizado quimicamente y caracterizado por fluorescencia,
espectrometria UV-Vis, de masas y FTIR. En este trabajo se evallia su actividad apoptética en comparacion a trioxido de arsénico, una
droga actualmente aceptada para el tratamiento de leucemia, asi como sus propiedades fluorescentes en la linea celular HL60, un
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modelo de células de leucemia, mediante citometria de flujo. El compuesto resulté ser util en la induccion de apoptosis en el modelo de
leucemia elegido. El marcado fluorescente de las poblaciones celulares fue de tal manera que los mayores porcentajes de apoptosis
correspondieron a la mas alta fluorescencia FITC, que se correlaciona a la cantidad mas alta de arsénico.

184. (480) EFECTO DEL 2-IODOHEXADECANAL SOBRE LA REGULACION DEL CRECIMIENTO Y LA MUERTE CE-
LULAR PROGRAMADA EN UNA LiNEA DE TIROIDES NORMAL.
Thomasz L.1; Rossich L.2; Oglio R.s; Salvarredi L.«; Pisarev M.s; Juvenal G.s
Comisién Nacional de Energia Atémicai 234 Comisién Nacional de Energia Atémica, Facultad de Medicina, UBA, CONICETs;
Comisién Nacional de Energia Atémica, CONICETs
thomasz@cnea.gov.ar

Introduccion: El iodo es utilizado por la glandula tiroides para sintetizar hormonas tiroideas pero ademas cumple un rol regulatorio a
través de la sintesis de lipidos iodados. De ellos se han identificado y caracterizado dos: la 6-iodo-11,14-eicosatrienoico -8-lactona (IL-
0) y el 2-iodo-hexadecanal (2-IHDA) que inhiben varios parametros tiroideos. Objetivo: Investigar el efecto del 2-IHDA sobre el
crecimiento y la muerte celular programada en la linea de tiroides normal FRTL-5. Metodologia y Resultados: Las células FRTL-5 fueron
tratadas con concentraciones crecientes de 2-IHDA o Kl en presencia de TSH. El 2-IHDA inhibié la proliferacion celular en forma dosis y
tiempo dependiente. El 2-IHDA produjo una inhibicion del 30 % (p< 0,05), 45 % (p<0,01) y 65 % (p< 0,001) a 33 uM luego de 24, 48 y
72 h de tratamiento. A 10 uM la inhibicion fue del 31 % (p< 0,05) y 35 % (p< 0,01) luego de 48 y 72 h respectivamente. Mientras que el
ioduro de potasio inhibié la proliferacion celular unicamente a 33 uM luego de 72 h de tratamiento. El analisis del ciclo celular mostré
que el 2-IHDA produjo un aumento del numero de células en G1 (TSH G1: 54,5%, 2-IHDA 33 uyM G1: 65,3%, 2- IHDA 10 uM G1: 63%,
p<0,01) y al analizar la expresion de p21 y p27 por inmunocitoquimica observamos la translocaciéon de estas proteinas al nucleo
(p<0,01).El tratamiento con 2-IHDA produjo una disminucién de la actividad de catalasa (UE/mg proteina): TSH: 0,21, 2-IHDA 33 pM:
0,14, (p <0,01), 2-IHDA 10 pM: 0,17, (p <0,01) y de los ROS (20 % p<0,01) cuantificado con la sonda fluorescente DCFH-DA . Al
analizar la expresion del complejo AP-1 se observd que la expresion de c-jun cayd a partir de la primer hora de tratamiento (p<0,01). El
2-IHDA produjo un incremento en la actividad de caspasa-3 y de la expresion de Bax luego de 6 h de tratamiento
(p<0,01).Conclusiones: El 2-IHDA inhibe la proliferacion celular e induce la muerte por apoptosis.

185. (512) EVALUACION DE LA PROTECCION EJERCIDA POR FERREDOXINA REDUCTASA DE PISUM SATIVUM
ANTE LA INJURIA PROVOCADA POR HIPOTERMIA Y AUMENTO DE HIERRO INTRACELULAR QUELABLE EN
CELULAS RENALES COS-7.

Pucci Molineris M.1; Mamprin M.2; Mediavilla M.s

Centro Binacional de Criobiologia Clinica y Aplicada CAIC: s; Centro Binacional de Criobiologia Clinica y Aplicada CAIC,
Farmacologia, Fac. Cs. Bioq. y Farm. UNR:

melipucci@hotmail.com

La injuria por hipotermia es mediada por un aumento de hierro (Fe) intracelular quelable, al menos en parte. Previamente hemos
mostrado que la enzima Ferredoxina Reductasa (FNR) de arveja es capaz de prevenir el dafio ocasionado por insultos oxidativos en
hepatocitos y células Cos-7 (isquemia/reperfusion y H202, respectivamente). Se ha visto, en bacterias y plantas, que FNR protege del
dafo oxidativo mediado por OH-- producido por aumento del Fe intracelular. Nos propusimos estudiar si FNR es capaz de proteger a
Cos-7 del dafio producido por Fe y frio. Para ello, Cos-7 que expresan FNR y sus controles (transfectadas con el plasmido vacio) fueron
sometidas a incubaciones (4 y 24h) en hipotermia (4°C, solucién de preservacion tipo Viaspan®, 5% CO2) o con Fe (37°C,
Fe:hidroxiquinolina 5 pM:10 yM, DMEM/SFB, 5% CO2). Se estudiaron viabilidad (reduccién de MTT; liberacién de LDH) y produccién
de radicales O2¢-. Los resultados fueron:

Tratamiento Ensayo  Viab. controles (%) Viab. Cos-7/FNR (%)

Sol. pres 24h MTT 7128+ 12,14 72,49 + 4,24
Fe 4h MTT 69,33 £ 92 F174%22
Fe 24h LDH 5747 £ 55 548870

A 4h de incubacion en frio no se observé reduccion significativa de viabilidad (MTT: cont 108,2 + 20,3 % y Cos-/FNR 108,21 + 15,8
%; n=3). No se observo aumento de O2¢- en ninguna condicién. En conclusién, FNR no protege del dafio por hipotermia o aumento del
Fe intracelular. Es probable que el mecanismo de proteccion de FNR en Cos-7 observado anteriormente para H202 no involucre
cambios en la homeostasis del Fe como sucede en bacterias y plantas.

186. (530) EL HEXAC!.OROBENCENO INDUCE APORTOSIS A TRAVES DE LA ACTIVACION SOSTENIDA DE LA ViA
DE SENALIZACION DE ERK1/2 Y LA GENERACION DE ROS
Chiappini F.1; Pontillo C..; De Tomaso Portaz A.s; Alvarez L.«; Randi A.s; Kleiman De Pisarev D.s
Laboratorio de Efectos Biolégicos de Contaminantes Ambientales, Departamento de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina,
UBA123456
florenciachiappini@hotmail.com

El hexaclorobenceno (HCB) es un contaminante ambiental deletéreo para la salud humana, e inductor de disfunciones endocrinas,
inmunoldgicas y cancer en animales. Demostramos previamente que el HCB, induce la expresion de TGF-B1 y apoptosis en células
tiroideas de rata FRTL-5. Objetivos: Estudiar el efecto del HCB sobre el estado oxidativo celular, y el rol de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de las MAPKSs en la induccién de apoptosis en células FRTL-5. Se realizaron ensayos en funcién del tiempo (2, 6, 8,
24 y 48h) con HCB 5 pM y dosis (HCB: 0,005; 0,05; 0,5 y 5 uyM) a las 8h. Resultados: a) los niveles de ERK1/2-P [Western blot (WB)]
aumentaron en funcion de la dosis y tiempo de tratamiento con un pico a las 8h (208%, p<«0.05); b) los niveles de JNK-P (WB)
aumentaron 60 y 80% a las 6 y 8h, respectivamente (p<0.05), retornando a valores control (C) a las 24h; c) los niveles de p38-P (WB)
no se modificaron entre las 2 y 48h; se observé un aumento a los 15 min (104% p<0.01); d) el pre-tratamiento con PD98059, un inhibidor
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especifico de MEK1 llevé la viabilidad celular (ensayo de MTT) a niveles C a las 24h; e) el pre-tratamiento con SP-600125, inhibidor
especifico de JNK, no revirti6 la pérdida de viabilidad celular; f) la expresién de la enzima catalasa (RT-PCR) aumenté a partir de las 8h
(150% p<0.001) hasta las 24h. La expresion de enzima Cu-ZnSOD (RT-PCR) disminuy6 a las 2 y 6h (64% y 30% p<0.01,
respectivamente) y aumentéd a las 24h (115% p<0.001) de tratamiento; g) los niveles intracelulares de ROS, determinados por
fluorescencia (DCF-DA), aumentaron a las 4h, con HCB 0,5 y 5 uyM (750 y 685% respectivamente); h) el pre-tratamiento con el
antioxidante TROLOX, revirtio la pérdida de la viabilidad celular. Conclusion: EI HCB induce la pérdida del balance entre el crecimiento
y la muerte celular en células FRTL-5. La induccion de apoptosis ocurre por mecanismos que involucran la generacion de ROS, y la
activacion sostenida de ERK1/2.

187. (675) REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE LA EXPRESION DE LOS GENES MAGE-A
Toledo M.1; Peche L.2; Monte M.s
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA1s; Laboratorio Nazionale CIB, Ara
Science Park, Trieste, Italia:
mftoledo@gqb.fcen.uba.ar

La mayoria de las células tumorales poseen aumentada actividad del factor de transcripcion E2F1. Segun el contexto de las células,
E2F1 puede inducir proliferacién o apoptosis via la induccién de p53. Algunos miembros Mage-A son capaces de inhibir la actividad de
p53 y podrian ser inducidos durante la proliferacion celular. Por ello hemos buscado sitios de uniéon para factores de transcripcion
potencialmente oncogénicos, y encontramos en el promotor de Mage-A6 potenciales sitios para: c-myc y E2F1. Mientras c-myc es un
potente inductor de la proliferacion en células tumorales, E2F1 es capaz de regular transcripcionalmente genes pro-proliferativos como
c-myc, y pro-apoptéticos como p14ARF. Para estudiar la especificidad en la regulacion transcripcional de Mage-A6 hemos clonado, en
el vector pGL3-LUC/basic, la region del promotor donde se identificaron los sitios consenso para estos factores. Nuestros resultados
indican que E2F1 no activa al promotor de Mage-A6 directamente, pero podria hacerlo via c-myc que si mostré induccién en la actividad
de este promotor. Por otra parte, observamos que la expresion de p14ARF, fue capaz de relocalizar distintas proteinas Mage-A a los
nucléolos, bloqueando asi la actividad de estas proteinas tumorales de inhibir a p53. De esta manera, la hiperactividad de E2F1 en las
células tumorales, podria inducir la expresién de las proteinas Mage-A a través de c-myc y éstas inhibir la actividad de p53. En el caso
que las células fueran p14ARF positivas, E2F1 podria inducir su expresion y éste anular la actividad de las proteinas Mage-A y gatillar
la apoptosis mediante p53.

188. (711) ACCION DEL CLORPIRIFOS SOBRE EL DESARROLLO DEL TEJIDO MAMARIO.
Miret N.1; Ventura C.2; Randi A.s; Mohamad N.s; Croci M.s; Venturino A.s; Rivera E.7; Cocca C.s; Nufiez M.o
Laboratorio de Radioisétopos, FFyB, UBA1 2 4 7 s 5; Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UBAs; Instituto de
Inmunooncologia “Dr. EJV Crescenti”s; LIBIQUIMA, CONICETs
laflaca_nm@hotmail.com

El Clorpirifos (CPF) es un insecticida organofosforado utilizado para el control de insectos que se caracteriza por presentar
citotoxicidad debida a la inhibicién irreversible de la enzima acetilcolinesterasa. Sin embargo, no todos los efectos sobre la salud
pueden explicarse a través de esa accién. Muchos pesticidas han manifestado efectos estrogénicos en diferentes modelos
experimentales, pudiendo incidir en el riesgo de padecer cancer de mama. Objetivo: evaluar si el CPF es capaz de modificar el
desarrollo del tejido mamario de ratas en dosis que afecten o no la actividad de la enzima colinesterasa. Metodologia: los animales se
dividieron en tres grupos a los cuales se les administré por v.o.: CPF 0,01 mg/Kg/dia, CPF 1 mg/Kg/dia o vehiculo. La actividad de la
enzima butirilcolinesterasa (BChe) se cuantifico en el plasma de los animales. Se estudiaron las caracteristicas histoldgicas del tejido
mamario evaluando el nimero y el tamafo de ductos. La proliferacion celular se cuantificé a través del nimero de mitosis y de células
PCNA positivas. Se realizé el estudio histologico del tejido hepatico y se valoraron los pesos de los animales y sus higados. Resultados:
la dosis de 1mg/kg/dia disminuy6 la actividad de la enzima BChe (p<0,001) mientras no se observé variacion utilizando la dosis 0,01
mg/Kg/dia. Para ambas dosis de CPF en el estudio histolégico se observan mamas con lobulillos hiperplasicos, junto con signos de
diferenciacion como secrecion intralobulillar. Se registré un incremento del nimero de mitosis asi como también del nimero de células
PCNA positivas (p<0,05). El estudio de los higados mostré focos hemorragicos, congestivos, necréticos; sin embargo, no se hallaron
variaciones significativas en sus pesos, ni en el peso de los animales tratados con CPF. Conclusién: Hemos observado que la
exposicion al téxico induce un incremento de la proliferacion del tejido mamario aun cuando la actividad colinesterasa no se ve
afectada.

189. (712) EFECTO DEL CLORPIRIFOS SOBRE EL CICLO CELULAR Y EL BALANCE REDOX EN LAS LINEAS MCF-7 Y
MDA-MB-231.
Ventura C.1; Nuiez M.z; Miret N.s; Martinel Lamas D.s; Randi A.s; Venturino A.s; Rivera E.7; Cocca C.s
Laboratorio de Radioisétopos, Catedra de Fisica, Departamento de Fisicomatematica, FFyB, UBA12345675
cventura@ffyb.uba.ar

El Clorpirifos (CPF) es un insecticida organofosforado utilizado para el control de plagas e insectos. Dada la importancia del estudio
de los contaminantes ambientales como factores que inciden en el riesgo de padecer cancer de mama, nuestro objetivo fue evaluar el
efecto del CPF sobre el crecimiento y el estado redox en dos lineas celulares derivadas de carcinomas mamarios humanos, una
dependiente (MCF-7) y la otra independiente (MDA-MB-231) de estrégenos para su crecimiento. Se utilizaron concentraciones de CPF
entre 5.10-2 y 50 pM. La proliferacién celular se evalué mediante recuento clonogénico e incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU). El
tiempo de duplicacion fue evaluado por recuento celular a diferentes tiempos. El contenido de especies reactivas del oxigeno (ROS), las
fases del ciclo celular y la apoptosis se analizaron por citometria de flujo utilizando las sondas DCF-2DA, ioduro de propidio y anexina V
respectivamente. Altas concentraciones de CPF (50 uM) disminuyeron la capacidad clonogénica en ambas lineas celulares (40% en
MCF-7, 15% en MDA-MB-231, p<0,01), incrementaron un 20% el tiempo de duplicaciéon (p<0,001) y aumentaron el porcentaje de
células en la fase S del ciclo (42% en MCF-7, 27% en MDA-MB-231, p<0,001). Estas modificaciones fueron acompafiadas por un
aumento en el contenido de ROS (32% en MCF-7, 108% en MDA-MB-231, p<0,001) y en el porcentaje de células apoptdticas (p<0,05).
Por otra parte, el CPF 5.10-2 uM incrementa la incorporaciéon de BrdU en la linea celular MCF-7 (p<0,05) y se acompaié de un
incremento del 36% en la fosforilacion del receptor estrogénico alfa (p<0,01). No se observaron modificaciones en la incorporacion de
BrdU en la linea MDA-MB-231. En conclusién, altas dosis de CPF disminuyen el crecimiento celular en las dos lineas utilizadas,
mientras que bajas concentraciones inducen la proliferacion de la linea MCF-7, la cual puede relacionarse con una accion estrogénica
del toxico sobre este tipo celular.
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190. (477) ACTIVIDAD DE LA OXIDO NITRICO SINTASA EN EL MUSCULO CILIAR DEL CERDO
Benozzi G.1; Benozzi J.z; Reina S.3; Borda E.«; Orman B.s
Céatedra de Farmacologia, Facultad de Odontologia,
UBA1 2345
betinaorman@yahoo.com.ar

El musculo ciliar (MC) es un musculo liso en forma de anillo cuya contracciéon al provocar un cambio de forma y ubicacion del
cristalino, permite la acomodacién, dando lugar al correcto enfoque de la imagen en la retina. En este trabajo nosotros evaluamos la
actividad de la 6xido nitrico sintasa (ONS) del MC del cerdo en presencia y en ausencia de un agonista colinérgico y sus antagonistas.
Mediante la cuantificacion de 14C-citrulina valoramos el efecto de la pilocarpina y los antagonistas colinérgicos de diferentes subtipos
(M1, M2, M3 y M4) sobre la produccién de 6xido nitrico (ON). Se observé que el agonista muscarinico a concentraciones crecientes
(desde 1 x 10-10 a 1 x 10-6 M) incrementa la produccion de ON dependiente de la dosis, alcanzando un efecto maximo a 1 x 10-7 M de
89.9% + 8 (n=8). Por otro lado, este efecto fue inhibido en presencia de 1 x 10-6 M atropina y por 8 x 10-4 M L-NMMA, un inhibidor de
sustrato de de la ONS (basal: 163 cpm/mg de téjido himedo + 15, n=5; L-NMMA: 146 cpm/mg de téjido humedo + 14, n=5). Asimismo,
los ensayos con los antagonistas colinérgicos muscarinicos especificos de los diferentes subtipos a saber: M1 (1 x 10-6 M pirenzepina),
M2 (1 x 10-6 M AF-DX 116), M3 (4.5 x 10-9 M J104129) y M4 (1 x 10-6 M tropicamida) mostraron que la produccién de ON por pi-
locarpina estd mediada por los subtipos M1 y M3 y no participan los subtipos M2 y M4. Conclusién: Estos resultados sugieren una
participacion del sistema nervioso auténomo parasimpatico en la contraccion del MC. Por otro lado, sefialan también la participacion de
la pilocarpina como estimulador de la actividad de la ONS a través de la unién y activacion de los receptores muscarinicos colinérgicos
del subtipo M1y M3 en el MC del cerdo.

191. (503) LA RETRACCION REVERSIBLE DE PROCESOS EN OLIGODENDROCITOS INDUCIDA POR ESTRES
OXIDATIVO NO-LETAL ESTA MEDIADA POR LA FOSFORILACION DE CRMP-2 EN UN SITIO SUSTRATO DE RHO-
QUINASA
Fernandez Gamba A.i; Leal M.z; De Tullio M.s; Roher A.«; Morelli L.s; Castafio E.s
Fundacién Instituto Leloiri2s5s; Sun Health Research Institute (USA)+
afernandezg@leloir.org.ar

Los oligodendrocitos (OLG) forman la vaina de mielina en axones, proceso esencial para la integridad neuronal. El estrés oxidativo
agudo podria causar una mielinizacion inadecuada y por ende, una disfuncion neuronal. Objetivos: 1) Caracterizar el efecto de la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) sobre la extension de procesos de OLG primarios y de la linea OLN-93. 2)
Analizar el proteoma de OLG en condiciones de estrés oxidativo agudo. Metodologia: Exposicién a &cido 3-nitropropiénico (3-NP),
deteccion de ROS por diacetato de 2'7’diclorofluoresceina, viabilidad celular, microscopia confocal y analisis de imagenes. Proteémica
por 2D-DIGE, digestion triptica y espectrometria de masa. Caracterizacion de fosforilacion por Western blot. Inhibicion farmacolégica de
quinasas. Transfeccion de OLN-93 con mutante de CRMP-2. Resultados: El tratamiento con 3NP (1 mM/1h) 1) no afectd la viabilidad de
OLG, indujo peroxinitritos, disminuyé el diametro de OLG vy la longitud de procesos de OLN-93 en forma reversible. Este efecto fue
prevenido por un analogo hidrosoluble de vitamina E y por N-acetil-cisteina, un precursor de glutation. 2) El analisis protedmico mostré
aumento de CRMP-2 (1.76 veces) y disminucién de proteina ribosomal SA (-2.0 veces) en OLG tratados con 3-NP respecto al control.
3) La forma fosforilada de CRMP-2 en T555 aument6 40% con 3-NP (p<0.01) y fue prevenido por Y27632, un inhibidor de Rho-quinasa
(ROCK). La retraccion de procesos inducida por 3-NP fue prevenida por Y27632 y por la expresiéon de CRMP-2-T555A, dominante
negativa de fosforilacion en el sitio de ROCK. Conclusiones: La acumulacion de ROS podria regular la dindmica de crecimiento de
procesos en OLGs mediante la activacion de ROCK vy la fosforilacion de CRMP-2. Este mecanismo podria actuar en condiciones
fisiolégicas regulando la longitud de procesos y en condiciones patoldgicas de estrés oxidativo, afectando la normal mielinizacién en el
SNC.

192. (513) EFECTO DE LA EXPOSICION A UN AMBIENTE ENRIQUECIDO SOBRE EL DANO VISUAL ISQUEMICO
Dorfman D.1; Fernandez D.z; Rosenstein R.s
Laboratorio de Neuroquimica Retinal y Oftalmologia Experimental, CEFYBO-CONICET, UBA:2s
damiandorfman@gmail.com

El dafio isquémico es un componente patogénico central de diversas enfermedades retinianas que constituyen causas frecuentes de
ceguera. No existen actualmente recursos eficaces para la prevencion o terapéutica del dafio isquémico retiniano. Evidencias recientes
demuestran que la exposicion de ratas adultas ambliopes a un ambiente enriquecido (AE) promueve una recuperacién completa de la
agudeza visual y la dominancia ocular. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la exposicion a un AE en un modelo de
isquemia retiniana aguda. Se utilizaron ratas Wistar macho adultas expuestas a un ambiente estandar (AS) o AE. El AE consistié 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 y se sustituyeron completamente 1 vez/semana. Luego de 3 semanas de exposicion a AE o AS se indujo
una isquemia retiniana unilateral (aumento de la presion intraocular a 120 mmHg durante 40 min) y se regresaron los animales a sus
respectivos ambientes durante 2 semanas. Se analizé la funcion (por electrorretinografia, ERG) y la histologia retiniana, el transporte
anterogrado al coliculo superior (CS) (subunidad b de la toxina colérica) y la reactividad glial en el CS (inmunomarcacion de la proteina
gliofibrilar acida (GFAP)). En animales expuestos a un AS, la isquemia indujo una caida significativa en la amplitud de las ondas ay b
del ERG (p<0,01), una disminucién significativa en el numero de células ganglionares retinianas (CGR) (p<0,01), un aumento en la
inmunomarcacion para GFAP y una disminucion en el transporte anterégrado. La exposicién a AE previno parcialmente la disfuncion
retiniana (p<0,01), la disminucion del niumero de CGR (p<0,01), los niveles de GFAP en el CS y preservo el transporte anterégrado.
Estos resultados sugieren que la exposicién a un AE podria constituir una nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de la isque-
mia retiniana.



72 Physiological Mini Reviews, Vol.5 N2 6, 2012

193. (548) LA EXPRESION DE ACUAPORINA-4 (AQP4) CEREBRAL SE ASOCIA CON DIMORFISMO SEXUAL EN LA
ENCEFALOPATIA HIPONATREMICA
Maskin B.1; Cestari J.2; Struck C.s; Leston A.s; Alemano G.s; Zotta E.s; Damiano A.7
Hospital Prof. A. Posadas: 2345, Laboratorio de Fisiopatogenia, Depto. de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBAs, Laboratorio de
Biologia de la Reproduccién, Catedra de Biologia Celular y Molecular, Depto. de Ciencias Biologicas, FFyB, UBA7
bermask@fibertel.com.ar

Introduccién: Existen diferentes factores de riesgo para la severidad de la encefalopatia hiponatrémica, entre los que se destacan las
mujeres en edad reproductiva. Las acuaporinas (AQPs) son canales proteicos de transporte de agua. AQP4 es la isoforma mas
abundante en el cerebro, fundamentalmente en la barrera hematoencefélica (BHE). La AQP4 se considera un modulador critico de la
homeostasis del agua y los iones en el cerebro. Objetivo: Determinar la expresion de AQP4 cerebral en un modelo experimental de
encefalopatia hiponatrémica en ratas de ambos sexos. Métodos: Los experimentos fueron realizados en ratas Wistar, de 200-250 g de
peso, divididas en cuatro grupos: hembras normonatrémicas, n=8; machos normonatrémicos, n=8; hembras hiponatrémicas, n=8;
machos hiponatrémicos, n=8. La hiponatremia aguda fue inducida por la administraciéon de vasopresina subcutanea y solucién de
dextrosa/agua 5% intraperitoneal. El experimento duré cuatro horas. Los animales fueron sacrificados y el cerebro fue inmediatamente
preparado en solucion fisiolégica fria para la determinacion de la proteina AQP4 por Western blot y en formol 10 % para analisis
immunohistoquimico. Resultados: Se encontré una significativa reducciéon de la natremia (mEq/L): 109.4 + 12.7 vs. controles 141.1
2.1. No se observo diferencias entre ambos grupos hiponatrémicos: 111.5 £ 13 vs. 112.5 £ 13. El Western blot semicuantitativo mostré
un incremento significativo de la forma glicosilada de AQP4 cerebral solo en las ratas hembra hiponatrémicas. El estudio
inmunohistoquimico detectd expresion de AQP4 en la BHE (endotelio y proceso del pie de los astrocitos). Las ratas hembra
hiponatrémicas muestran expresion en ambos sitios comparada con ratas hembra controles. Las ratas macho hiponatrémicas expresan
AQP4 solo a nivel endotelial. Conclusiones: Estos resultados sugieren que la expresion de AQP4 en el cerebro, en hiponatremia aguda
experimental, muestra dimorfismo sexual.

194. (592) DESBALANCE DE LAS MOLECULAS DE ADHESION NCAM / PSA-NCAM EN UN MODELO EXPERIMENTAL
DE AUTISMO: POSIBLES CONSECUENCIAS SOBRE EL REMODELADO ESTRUCTURAL HIPOCAMPAL
Codagnone M.1; Podesta M.z; Uccelli N.s3; Reinés A.4
Instituto de Investigaciones Farmacoldgicas ININFA (CONICET-UBA), Catedra de Farmacologia, FFyB, UBA1 : 4 Instituto de
Investigaciones Farmacologicas ININFA (CONICET-UBA)s
mcodagnone@ffyb.uba.ar

Se ha postulado la participacion de las moléculas de adhesion en las alteraciones sinapticas descriptas en el autismo. El modelo
experimental de autismo por administracion de &cido valproico (VPA) en ratas durante la gestacion reproduce varias de las
caracteristicas conductuales y neuroanatdmicas descriptas en la patologia. En éste trabajo nos propusimos estudiar en animales VPA
las alteraciones en la citoarquitectura hipocampal y en la adhesividad sinaptica, mediada por la molécula de adhesion neuronal (NCAM)
y su variante polisialilada PSA-NCAM. Los animales VPA evidenciaron un déficit en las pruebas de evaluacién madurativa realizadas en
estadios postnatales tempranos. Mostraron un retraso en el crecimiento y en la apertura de ojos, un incremento en la latencia al
reconocimiento del nido durante la prueba de discriminacion olfatoria y alteraciones en el reflejo de geotaxis negativa y la conducta de
nado. Al evaluar la conducta de los animales VPA en la adolescencia temprana se evidencié una reduccion en la actividad exploratoria
y una tendencia a la menor interaccion entre pares al evaluar la conducta social de juego. A dia postnatal 35, la tincién de Nissl reveld
alteraciones en la citoarquitectura hipocampal de los animales VPA mientras que la inmunohistoquimica para NeuN, marcador neuronal,
confirmé la participacion neuronal en dichos cambios. En los animales VPA se observé un incremento de NCAM en el area CA3 del
hipocampo y una disminucién de PSA-NCAM tanto en el CA3 como en el giro dentado. Los resultados obtenidos indican que la
alteracion conductual de los animales VPA, observada en pruebas dependientes del hipocampo, se acompafia de cambios morfologicos
en éste area y de una disminucién del marcador de remodelado positivo PSA-NCAM, sugiriendo una alteracién en el remodelado
estructural. El aumento de NCAM podria pensarse como un mecanismo molecular tendiente a normalizar los niveles de PSA-NCAM
anormalmente disminuidos.

195. (625) PARTICIPACION DE LAS MAPK EN LA REGULACION DE LA TIROSINA HIDROXILASA POR LAS ENDO-
TELINAS EN LOS BULBOS OLFATORIOS
Giannoni F.1; Nabhen S..; Saffioti N.s; Hope S.4; Bianciotti L.s; Vatta M.s
Cétedra de Fisiologia, IQUIMEFA-CONICET, FFYB, UBA: 2345 Céatedra de Fisiopatologia, FFyB, UBAs
mvatta@ffyb.uba.ar

Las endotelinas (ETs) son péptidos que actian como neuromoduladores en diferentes regiones y areas del sistema nervioso central,
incluidos los bulbos olfatorios (BO). Estos estan relacionados con diversas funciones biolégicas entre ellas la fisiologia cardiovascular
involucrando diferentes neurotransmisores entre los que resaltan las catecolaminas. Diversas areas de los BO expresan tirosina
hidroxilasa (TH) que es la enzima que regula el paso limitante en la biosintesis de las catecolaminas y que se encuentra complejamente
regulada. En trabajos previos demostramos que las ETs incrementan la actividad de TH mediante el aumento en la expresion total y de
la fosforilacién de la enzima, y del ARNm-TH. Estos mecanismos se encuentran regulados por diferentes quinasas incluidas las MAPK
(ERK1/2). Trabajos previos demostraron que la ERK1/2 modulan la fosforilacion de TH en la Serina 30 y 40, sitios que son activados
por las ETs. Sobre esta base, el objetivo del presente estudio es determinar si las ETs modulan la TH en los BO a través de la via de
las MAPK. En el presente trabajo se evaluo el efecto de las ET-1 y 3 sobre la expresiéon de ERK1/2 y de sus formas fosforiladas
(Western blot), y su participacién en el incremento del ARNm-TH (RT-PCR en tiempo real) producido por estos péptidos. Los resultados
se expresan como % vs Control (ANOVA vy test de Student-Newman-Keuls, p<0.05; n: 3-4). Los datos muestran la ET-1 y ET-3
incrementan los niveles totales de ERK 1 (39% y 38%, respectivamente. p<0.05) y ERK 2 (42% y 41%, respectivamente. p<0.05). Sin
embargo no madificaron los niveles relativos de las ERK 1y 2 fosforilados. Por otra parte observamos que la inhibicién de ERK 1/2 con
PD98059 disminuyé el incremento de los niveles de ARNm-TH producido por las ETs (p<0.05).Estos resultados nos permiten concluir
que las ETs modulan, en este caso la expresion de TH involucrando la via de las MAPK en los BO.
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196. (633) S100B ESTIMULA LA MIGRACION Y PROLIFERACION ASTROGLIAL. IMPLICANCIAS PARA SU ROL COMO
DAMP (DAMAGE ASSOCIATED MOLECULAR PATTERN)
Seoane R.1; Villarreal A.z; Ramos A.s
Instituto de Biologia Celular y Neurociencias Prof. E. De Robertis, Facultad de Medicina, UBA123
seoanerocio@gmail.com

S100B es una proteina glial cuya liberacion constitutiva al espacio extracelular se incrementa significativamente luego de una injuria
cerebral. Una vez en el espacio extracelular S100B se comportaria como DAMP activando el receptor RAGE y promoviendo la
respuesta inmune innata. Luego de la isquemia cerebral, S100B se libera desde el core isquémico y los astrocitos circundantes se
vuelven reactivos, aumentando su tamafio, su tasa de mitosis y direccionando sus procesos hacia la lesion isquémica. El objetivo de
este trabajo fue estudiar los efectos de S100B sobre los astrocitos in vitro, especificamente los cambios en la tasa mitética y en la
capacidad migratoria inducidos por S100B asi como determinar la ruta de sefalizacion utilizada. Utilizando cultivos primarios de
astrocitos de rata determinamos que la exposicion a S100B (50 nM y 1 pM) induce un aumento de la tasa de division celular evaluada
por la incorporacion de BrdU. Este efecto fue bloqueado por anticuerpos neutralizantes de RAGE. La migracion astroglial fue estudiada
en ensayos de herida artificial (scratch wound healing). Asi, S100B demostr6 incrementar la extension de procesos gliales hacia la
lesién artificial, promovié la migracion astroglial y la invasién de la herida artificial en forma RAGE-dependiente alin en presencia del
inhibidor de la mitosis 5-fluorouracilo. Cuando los astrocitos fueron transfectados con un dominante negativo de Cdc42 se evidencié una
pérdida de la migracién inducida por S100B-RAGE. Nuestros resultados muestran que S100B es capaz de promover un aumento en la
tasa de division celular de los astrocitos, estimula la extensiéon de procesos y migraciéon hacia una herida artificial en forma RAGE
dependiente. La migracion astroglial inducida por S100B requeriria de la actividad de la pequefia GTPasa Cdc42, tal como fue descripto
en células de glioma o en microglia.

197. (640) SEVERE ENERGY DEFICIENCY INDUCED BY CHRONIC HYPERGLYCEMIA ELICITS INCREASED CREATINE
KINASE ACTIVITY IN SENSITIVE AND NON-SENSITIVE INSULIN TISSUES
Remor A.1; Mattos F.2; Glaser V.s; Ghisoni K.4; Rech V.s; Vannmacher C.s; Bem A.7; Latini A.s
Laboratorio de Bioenergética e Estresse Oxidativo, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, Brazili 2 s + 7 s; Centro Universitario Franciscano Da Satde, Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul, Porto
Alegre, Brazils
alineremor@gmail.com

Diabetes mellitus is the most common metabolic disorder worldwide, and hyperglycemia appears to be the triggering factor in
inducing debilitating vascular pathologies, including neuropathies in these patients. This study aimed to investigate markers of tissue
energy deficits and the effect of long-term insulin administration on tissue energetics in streptozotocin (STZ)-induced hyperglycemic rats.
The activities of key energy metabolism enzymes, oxygen consumption, oxidative stress, and apoptotic parameters were measured in
CSF, blood, brain and/or peripheral tissues from STZ-treated rats (single intraperitoneal injection of 55 mg / kg). In addition, in order to
evaluate the effect of the tight glucose control, these parameters were also assessed in rats receiving insulin (1.5 Ul Novolin® N insulin,
twice a day). The animals remained in this conditions during ten or 60 days. A marked energy deficiency was observed in brain of STZ-
animals as shown by the significant reduction in the activities of the electron transfer chain complexes I-IV and increased succinate-
stimulated respiring state IV in STZ-rats. This impaired energetics was associated with increased creatine kinase activity, which was also
confirmed in peripheral STZ-tissues, where it was also found altered hexokinase activity (increment in skeletal muscle and reduction in
the liver). Additionally, systemic oxidative stress was evidenced by increased blood lipid peroxidation and reduced levels of free thiols,
and low concentration of CSF BH4. Insulin therapy was effectiveness in preventing deficits on energetic metabolism and failed to prevent
the altered oxidative stress parameters. This study demonstrated increased creatine kinase activity as a possible compensatory
mechanism induced by severe energy deficit in STZ-rats. This could be related to the debilitating neuropathy observed in diabetic
individuals, including hypersensitivity to stress, increased risk of stroke, dementia and cognitive impairment.

198. (659) EFECTO DEL SULFURO DE HIDROGENO SOBRE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA NITRERGICO EN LA
RETINA DEL HAMSTER DORADO.
Séaenz D.1; Chianelli M.z; Keller Sarmiento M.s
Laboratorio de Neuroquimica Retiniana y Oftalmologia Experimental, Departamento de Bioquimica Humana, CEFYBO, Facultad
de Medicina, UBA, CONICET1 23
dasaenz@fmed.uba.ar

Inicialmente el sulfuro de hidrégeno (H2S) fue conocido como un gas altamente téxico. Estudios mas recientes, han permitido
identificar al H2S como una molécula gaseosa con nuevas caracteristicas fisioldgicas relevantes. Junto con el 6xido nitrico (NO) y el
mondxido de carbono (CO), no actuan a través de segundos mensajeros clasicos, sino que pueden difundir a las células adyacentes e
interactuar con moléculas blanco y modificar quimicamente ciertas proteinas extra e intracelulares. Evidencias experimentales sugieren
que el H2S posee multiples acciones, a nivel neuroldgico, cardiovascular, gastrointestinal, génitourinario y enddcrino. Algunos de estos
efectos son compartidos con el NO. En este contexto, dado que no ha sido previamente examinado el rol que desempeiia el H2S en la
regulacion de la fisiopatologia retiniana, el objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del H2S sobre el sistema nitrérgico
retiniano. Para ello, se analizo el efecto de un dador de H2S (sulfuro acido de sédio, NaHS) sobre los siguientes parametros: influjo de
L-arginina en sinaptosomas (utilizando 3H-arginina), actividad de NOS (a través de la conversion de 3H-arginina en 3H-citrulina) y
niveles de GMPc y AMPc (por RIA). EI H2S (50 uM) aumenté significativamente el influjo de L-arginina (control: 5,6 + 0,4; H2S: 8,6 + 0,8
pmol/mg prot. min; p<0,01) y la actividad de NOS (control: 5,5 + 0,3; H2S: 6,6 + 0,3 pmol/mg prot. 30 min; p<0,05). La acumulacién de
ambos nucledtidos ciclicos, se determiné en presencia de 3-Isobultil, 1-metilxantina, un inhibidor de la fosfodiesterasa. El H2S no mo-
dificd significativamente la acumulacién de GMPc (control: 55 + 3; H2S: 60 + 3 pmol /mg prot.) ni de AMPc (control: 16 + 1; H2S: 15 + 1
pmol /mg prot.). Estos resultados sugieren que el H2S podria regular positivamente el sistema nitrérgico en la retina del hamster.
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199. (660) NEOPTERIN INCREASES LONG-TERM MEMORY BY FACILITATING GLUTAMATERGIC NEUROTRANS-
MISSION
Matos F.1; Ghisoni K.z; Scheffer D.s; Laura G.4; Perez M.s; Latini A.s
Laboratorio de Bioenergética e Estresse Oxidativo, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, Brazil:2ss; Departamento de Farmacologia, Facultad de Ciencias Quimicas, IFEC-CONICET:s
filipematos301@gmail.com

Neopterin (Neo), an endogenous pteridine, is found at increased levels in cerebrospinal fluid of patients with neurodegenerative
processes. Currently, this metabolite is considered an inflammatory marker; however, it is virtually unknown the main role of Neo in the
central nervous system. Therefore, in this study we exposed adult male rats to a single and intraventricular Neo administration (0.4 pmol;
2uL), and 30 min later the rodents were submitted to the step down test. Twenty-four hours after Neo treatment animals were killed and
the hippocampus was dissected and handled for measuring long-term potentiation (LTP) generation. In addition, naive rat hippocampal
slices were treated with crescent concentration of Neo (0-500nM) for assessing uptake of glutamate, and with azide (0-50mM) for
measuring whether mitochondrial dysfunction provokes the release of Neo. The results demonstrated a facilitated step-down inhibitory
avoidance long-term memory induced by Neo administration, which directly correlated with increased electrophysiological activity
(increased of LTP generation; up to 125%). On the other hand, exposure of hippocampal slices (3 h incubation) to Neo provoked a
significant increase in the rate of glutamate uptake, with the highest effect at 50 nM concentration of Neo (increase of 203%).
Additionally, when slices were treated with azide (3 h incubation) the release of Neo was induced, showing a dose-dependent response
(R2=0.99). Therefore, it could be concluded that besides being an inflammatory marker, Neo might facilitate memory by increasing
glutamatergic signalling and removal of glutamate from the synaptic clef (uptake of glutamate), possibly representing a protection to
neuronal injury.

INMUNOLOGIA 2

200. (26) ACCION TERAPEUTICA DEL COMPUESTO A EN UN MODELO DE DIABETES AUTOINMUNE
Barcala Tabarrozzi A.1; Castro C.2; Antunica Noguerol M.s; Liberman A.s; De Bosscher K.s; Haegeman G.¢; Arzt E.7; Perone M.s
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, DFBMC, FCEN, UBA e Instituto de Investigacién en Biomedicina de Buenos
Aires-CONICET-Instituto Partner de la Sociedad Max Planck: 2 s « 7 s; Laboratory for Eukaryotic Gene Expression and Signal
Transduction (LEGEST), Gent, Belgicass
ezetab@fbmc.fcen.uba.ar

El Compuesto A (CpdA) es un ligando no esteroideo del receptor de glucocorticoides (GC) derivado de la planta Salsola
tuberculatiformis botsch. que interfiere con la actividad del factor de transcripcién (FT) inflamatorio NFkB sin inducir la activacion de
genes dirigidos por elementos de respuesta a GC. Este ha mostrado ser un agente terapéutico eficaz en modelos de artritis
reumatoidea y esclerosis multiple, sin efectos secundarios adversos, pero se desconoce si posee accion terapéutica para la diabetes
tipo 1 (T1D). Empleamos el modelo de transferencia adoptiva de la enfermedad en ratones NODscid para evaluar el potencial
terapéutico del CpdA en la T1D. Se transfirieron (ip) 5x106 células diabetogénicas/raton al dia 0 (dO) y se tratd (ip) con 100ug
CpdA/ratéon 3 veces/sem hasta el d50. A partir del d20 se dos6 la glucemia (dos dias sucesivos >300mg/dl = diabetes). EI CpdA inhibié
la aparicion de T1D en el 30% de los ratones y retrasé su incidencia (p<0,0001 vs veh) sin mostrar signos de toxicidad. Ademas, redujo
el grado de insulitis y la pérdida de expresion de insulina en las células B. Para conocer los posibles mecanismos involucrados en la
accion del CpdA en este modelo, se analizé la expresion de moléculas de superficie (FACS) en esplenocitos de ratones NODscid
transferidos y tratados con CpdA o veh al d20. El CpdA redujo el porcentaje de células MHCII+ en la poblacién CD11¢c+/CD11b- (p<0,05
vs veh) y no modificé los porcentajes de las poblaciones CD11c+/CD11b+, CD11c+/CD11b-, CD11c-/CD11b+, ni la relacion
CD4+/CD8+. Se pre-trataron esplenocitos de ratones NOD pre-diabéticos y diabéticos con CpdA o veh y se estimularon con
PMA+lonomicina (24h in vitro). EI CpdA redujo la expresion del FT T-bet (WB; p<0,01 vs veh) y la secrecion de IFNg, IL-6, TNFa e IL-4
(ELISA; p<0,01 vs veh) inducidas por PMA/I. Estos resultados indican que el CpdA, a través de su accion sobre células del sistema
inmune, es un potencial candidato terapéutico para el tratamiento de la T1D.

201. (350) REGULACION DE LA EXPRESION DE GALECTINAS 1Y 3 EN LA ARTRITIS INDUCIDA POR ANTIGENO
Cabello J.1; Acosta Pedemonte N.z; Goy D.s; Cointry G.4; Croci D.s; Cerliani J.s; Rabinovich G.7; Feldman S.s
LABOATEM, Fac Cs Médicas, UNR:234s; Laboratorio de Inmunopatologia, Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-
CONICET)ss7
Jjulietalcabello@gmail.com

Dada la relevancia de las galectinas 1 (Gal1) y 3 (Gal3) en fendmenos de autoinmunidad, nos propusimos caracterizar, en nuestro
modelo experimental de artritis inducida por antigeno, el nivel expresion de estas lectinas. A tal fin, conejos hembras New Zealand,
(n=10) se dividieron en 2 grupos: AIA (2 inmunizaciones sucesivas con OVA (5 mg/ml,1:1 AFC) y posterior inmunizacién intra-articular
OVA y C (control, dosis placebo). Noventa dias post-deteccion en AIA de fendmeno inflamatorio (presencia de inflamacién visible con
incremento diametro femoro-tibio-toruliano, dolor y retraccién a la palpacion) se confirmé perpetuacion del fenémeno por Resonancia
Magnetica, presencia de hidrartrosis, hiper-intensidad y alteracion de los tejidos blandos medidos, (scores de | a lll). Se realizaron
estudios de los niveles séricos de 1) ON (6xido nitrico), 2) TNF (factor de necrosis tumoral), 3) IFN-y (interferon gamma), asi como
estudios 4) anatomopatolégicos de membranas sinoviales, 5) contenido mineral 6seo volumétrico CMOv (tomografia axial computada
periférica de huesos largos) 6) expresion de Gal1 y Gal3 (Western blot de extractos membranas sinoviales). Se observd: AlA > C para
1), 2) y 3) (p<0.01), 4) AlA: intima hiperplasiada, alteraciones fibrovasculares del intersticio e infiltrados plasmo-linfocitarios, 5) AIA <
C.,(p<0.01). 6) incremento significativo de Gal1 y Gal3 para AlA vs C. El incremento en AIA de ON, TNF e IFN-g, asi como Gal3 da
cuenta del proceso autoinmune inducido, y colocan a estos factores como posibles biomarcadores en este modelo. La disminucion de
CMOv indicaria una posible osteopenia metabdlica. Por el otro lado, el incremento de Gal1, probablemente se deba a una respuesta del
organismo intentando regular el desequilibrio provocado por el fenémeno autoinmune inducido. Estos resultados permiten convalidar a
nuestro modelo experimental para ser utilizado en el ensayo de estrategias terapéuticas contra la artritis.
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202. (360) POTENCIAL ACCION TOLEROGENICA DEL TRATAMIENTO CON PRO-VITAMINA D SOBRE ARTRITIS
INDUCIDA POR ANTIGENO: MODULACION DE LA EXPRESION DE CITOQUINA PRO-INFLAMATORIAS Y DE
GALECTINA 3
Abranson D.1; Cabello J.2; Mortarino P.s; Gorosito E.s; Toledo J.s; Zingoni N.s; Radice B.7; Dorming M.s; Bumaguin G.s; Garcia
Tentella B.1; Cointry G.11; Feldman S.12
LABOATEM LAB:4; LABOATEM lab biologia osteoartic, Ing Tisular y Terapias Emergentes Fac Cs Médicas
UNR23567891011 12
saryfeldman@yahoo.com.ar

Observamos en modelo experimental conejos con artritis (A) que Interferon gamma (IFN-gamma) y galectina 3 (Gal3) aumentan.y
que hidrolizados enzimaticos de colageno suministrados oralmente (L), podrian generar tolerancia. Dado que existen evidencias de que
vitamina D (1,25D) podria ser inmunoreguladora, decidimos investigar efectos de pro-vitamina D en nuestro modelo. Conejos A
recibieron L (AL), colecalciferol (AD), ambos (ADL), o dosis placebos(Ap), C grupo control (n=5c/grupo). Estudios y resultados: 1)
Incrementos diametro femorotibiorotuliano, Ap<C (p<0.01.); ADL<AL (p<0,05) y ADL<AD=Ap, (p<0.05); Al vs AD n.s. 2) presencia de
dolor (retraccion a la palpacién de c/rodilla, promedio 3 observadores independientes): C.sin dolor ; Ap>AL( p<0.5); Alvs AD 6 vs
ADLn.s. 3) resonancia magnética (scores 0-lll), Ap>AL=AD=ADL (p<0.5). 4) Histopatologia de membranas sinoviales (infiltrado
mononuclear e hiperplasia sinoviotelio): Ap severa; AD y AL,moderada-alta, ADL, leve. 5) Estudios tomograficos de los fémures (pQCT),
determinando |) parametros de masa (contenido mineral éseo (CMO) total(t) y cortical (c) y drea désea cortical (AC): observandose
significativa disminucién de Ap respecto al resto de los grupos, ( C vs Al o C Vs ADL n,s,) . Il) Pardmetros de mineralizacién:, densidad
mineral ésea volumétrica (vDMO) total (t) y cortical (c)): disminuciéon muy significativa de Ap vs resto de los grupos. C, Al, AD, ADL n.s.
6) Niveles séricos de IFNgamma; Ap> ADL (p<0.05), AL y AD >ADI (p<0.05 ambos casos), 7) Niveles de expresion de Gal3 (Western
blot)C=0 , ADL< AD, (p <0.05). y ADL< AL (p <0.05)., AD y Al n.s. Se propone una estrategia terapéutica que pretende disminuir la
progresion de la patologia osteoarticular probablemente al gatillar mecanismos tolerogénicos e inhibir mediadores pro-inflamatorios.
Estudios posteriores seran criticos para analizar los genes diferencialmente expresados en esta patologia y su relacién con los
parametros estudiados.

203. (445) EL MICROAMBIENTE INFLAMATORIO AUMENTA LA FORMACION DE NETS (TRAMPAS DE DNA EXTRA-
CELULARES DE NEUTROFILOS) MEDIADAS POR PMA.
Lapponi M.s; Carestia A.»; Etulain J.s; Schattner M.4
Academia Nacional de Medicina, Laboratorio de Trombosis l1234
mariajoselapponi@yahoo.com.ar

Durante la respuesta inflamatoria, los neutréfilos migran al sitio de infeccion en donde matan a los patdgenos invasores por
fagocitosis, secrecion de mediadores antimicrobianos y a través de la liberacion de NETs. Las NETs son estructuras antimicrobianas
recientemente descriptas formadas por cromatina y agentes microbicidas. Debido a que la acidosis y la hipertermia son caracteristicas
del foco inflamatorio, en este trabajo evaluamos la formacién de NETs bajo estas condiciones asi como la inhibicién de la formacién de
las mismas por drogas antiinflamatorias. Se estudié por microscopia confocal y por ELISA la formacién de NETs a partir de neutréfilos
de origen humano a 37,40y 42°CyapH 7.4, 7.0 y 6.5 en ausencia o presencia de acido acetil salicilico (AAS), dexametasona (Dex) y
un inhibidor de NFkappaB (BAY117082). Los datos obtenidos muestran que la formacion de NETs mediada por PMA (potente activador
de PKC y modelo para la formacion de NETs) aumenta significativamente con la disminucién del pH y el aumento de la temperatura
(n=3-6, vs. 37°C o pH 7.4, *p<0.05, test de ANOVA). Mientras el tratamiento con AAS o Dex no modificé la formacién de NETS, la
preincubacion de los neutréfilos con BAY117082 redujo en un 75% su generacién tanto en condiciones normales como a pH acido o
condiciones de hipertermia (P<0.05, n=3-6).

Tabla 1 {ng/ul de ADN liberado) Tabla 2 (ng/ul de ADN liberado). *P<0.05

“P<0.05 vs pH 7,4{n=5) vs 37°C(n=4); #P<0.05 vs pH 4°C
ADN ADN
pH 74 2.2+0.2 37°C 2103
pH 7.0 2.5+0.3 40RC 2.8+0.3"
pH 6.5 2.9+04" 4220 3.0+0.4"#

En conclusién, nuestros resultados muestran que condiciones de estrés del microambiente inflamatorio como la acidosis y el
aumento de temperatura contribuirian a promover la formacién de NETs e identifican a la activacion del factor de transcripcion NFKB
como un mediador critico en este proceso.

204. (668) IDENTIFICACION DE GALECTINA-1 COMO UN NUEVO BLANCO TERAPEUTICO EN CANCER DE MAMA
METASTASICO
Dalotto Moreno T.1; Croci D.z; Cerliani J.s; Dergan Dylon S.s; Mascanfroni |.s; Rabinovich G.s; Salatino M.~
IBYME1234567
tomasdalotto@hotmail.com

Galectina-1 (Gal1) es una proteina inmunosupresora que ha sido asociada a escape tumoral. El objetivo de este trabajo es
investigar el impacto de Gal1 tumoral sobre la inmunosupresion, el crecimiento tumoral y la formacion de metastasis en cancer de
mama. El bloqueo de la expresion de Gal1 en el tumor 4T1 (que expresa altos niveles de Gal1) utilizando un shRNA especifico indujo
una reduccion en el crecimiento tumoral (Media 4T1 WT= 564 mm3 vs. KD= 217 mm3, p<0.05) y en el nimero de metastasis
pulmonares. Este efecto fue suprimido si en el flanco contralateral del ratén se inoculaba un tumor WT sugiriendo que el efecto
antitumoral dependia del sistema inmune. El analisis por IHQ determin6 que las metastasis pulmonares identificadas en ratones con
tumor WT resultaron fuertemente positivas para Gal1, no asi el tejido circundante. El estudio del compartimiento inmunolégico en estos
ratones reveld una mayor frecuencia de células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3+ en bazo (WT=12+0.4% vs.KD=10,5+0,3%, p<0.05),
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en ganglios drenantes (WT=35%2.1%vs.KD=24+1.8%, p<0.01), intratumorales e intrapulmonares. El bloqueo de Gal1 tumoral logré
revertir la inmunosupresion asociada al tumor, fenédmeno que se evidencié por un aumento en la proliferacién in vitro de esplenocitos y
linfocitos de ganglio de ratones con tumor KD y un desvio de la respuesta hacia un perfil Th1. Finalmente demostramos que la
administracion ip de un anticuerpo monoclonal neutralizante de Gal1 (F8.G7; pero no su control de isotipo) a ratones portadores del
tumor WT no sdélo inhibié el crecimiento tumoral y la formacién de metastasis pulmonares, sino que revirtié la inmunosupresion asociada
al tumor (p<0.01). Nuestros resultados demuestran que el bloqueo de Gal1 inhibe el crecimiento del tumor y la formacién de metastasis
en cancer de mama postulando a Gal1 y sus glicanos como nuevos blancos atractivos en el tratamiento del cancer de mama
metastasico.

205. (543) NIVELES SERICOS DE INTERLEUQUINAS EN LAS ETAPAS AGUDA Y CRONICA DE LA INFECCION CON
TRICHINELLA SPIRALIS (TS) EN RATONES CBI-IGE SUSCEPTIBLES O RESISTENTES
Codina A.1; Di Martino A.z; Vasconi M.s; Bertorini G.4; Di Masso R.s; Hinrichsen L.s
Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR12; Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas,
UNR, Area Parasitologia, Fac. Cs.Bioquimicas y Farmacéuticas, UNRs; Area Parasitologia, Fac. Cs.Bioquimicas vy
Farmacéuticas, UNRy; Instituto de Genética Experimental (IGE), Fac. Cs. Médicas, UNR; CIC-UNRss
vikicodina@hotmail.com

Los modelos animales genéticamente definidos son valiosos para investigar tanto la resistencia/susceptibilidad a la infeccion como
el curso de la enfermedad. La base inmunolégica de los cambios de la fisiologia intestinal asociados a la expulsién de los nematodos
gastrointestinales no esta totalmente dilucidada, pero se acepta que la respuesta Th2 generada en la infeccién por estos parasitos
juega un rol importante en ello. Para evaluar el papel del tipo de citoquina en la primoinfeccién con Ts, se analizé la evolucion del perfil
sérico Th1/Th2 de ratones de las lineas CBi (susceptible) y CBi/L (resistente) del modelo murino desarrollado en el IGE, en las etapas
aguda y croénica de la infeccion. Se utilizaron machos y hembras adultos (n=8 por sexo), infectados por via oral con 2 larvas infectantes
L1 de Ts por g de peso corporal. Los ratones se sacrificaron en la fase entérica (dia 6 post-infeccion) y en la parenteral (30 dias post-
infeccion) para analizar la concentracion sérica de IL-2, INF-y, IL-4 e IL-10 (ELISA). En el periodo crénico se determiné la carga
parasitaria en lengua (CP) y se estimo el indice de capacidad reproductiva de Ts (ICR=CP/dosis infectiva). CBi tuvo valores de IL-2,
INF-y, IL-4 e IL-10 significativamente mayores en la etapa crénica que en la aguda (P=0.006, P<0.0001, P=0.002 y P<0.0001,
respectivamente). En ese lapso los niveles séricos de IL-10 disminuyeron en CBi/L (P=0.017) mientras que las otras citoquinas no
mostraron variaciones. ICR fue significativamente mayor en CBi que en CBi/L (1.04+0.199 vs 0.17+0.030; P<0.0001). Los resultados
sugieren que en este modelo la susceptibilidad se asociaria a niveles iniciales bajos de IL-4 que determina un medio ambiente intestinal
favorable para que el gusano complete su ciclo. En tanto, valores altos de IL-10 en la fase intestinal protegerian al huésped contra la
insercién muscular del nematodo.

206. (651) CIRCUITOS MEDIADOS POR GALECTINA-1 Y GLICANOS DESACTIVAN LA MICROGLIA Y CONTROLAN
PROCESOS NEURODEGENERATIVOS INDUCIDOS POR INFLAMACION
Mascanfroni |.1; Starossom S.2; Imitola J.s; Cao L.4; Raddassi K.s; Hernandez F.s; Elyaman W.7; Bassil R.s; Croci D.s; Wang Y .1o;
Khoury S.11; Rabinovich G.12
IBYME-CONICET1 s 9 12; Center for Neurologic Diseases, Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School, Boston MA
USA23457811
idmascan@gmail.com

La neurodegeneracion mediada por inflamacion ocurre durante las fases aguda y cronica de la esclerosis multiple (EM) y en su
modelo animal, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La microglia activada de manera clasica (MG-M1) juega un rol clave
en este proceso a través de la secrecion de mediadores pro-inflamatorios. En funcion de las propiedades anti-inflamatorias de galectina-
1 (Gal1), lectina endogena expresada en el sistema nervioso central (SNC), estudiamos el papel de la interaccion entre Gal1 y sus
glicanos como posible mecanismo regulatorio de la MG. Observamos, por PCR en tiempo real, WB e inmunofluorescencia, expresion
mayor de Gal1 en el SNC durante el pico de la enfermedad a nivel de células T CD4, MG y astrocitos. Dicha expresion se mantuvo
selectivamente en astrocitos durante la fase crénica de la EAE. Mientras que estimulos pro-inflamatorios (LPS, IFN-g) fueron capaces
de inhibir la expresion de Gal1, estimulos regulatorios (IL-4, TGF-b) promovieron su expresion. Co-cultivos de astrocitos WT expuestos
a TGF-b con MG-M1 demostraron menor activacién celular de MG-M1 con respecto a co-cultivos con astrocitos Gal1 KO, evidenciado
por la expresion de CD86 (rMFI 500 vs 100) y MHCII (rMFI 1500 vs 900) El analisis mecanistico revel6 que Gal1 se une en forma
selectiva a N- y O-glicanos en MG-M1 pero no en MG-M2 inhibiendo la activacién de p38MAPK y pCREB y controlando la produccion
de mediadores pro-inflamatorios como iNOS, TNF y CCL2 (p<0.01 vs control). In vivo, tanto la inyeccién de rGal1, como la transferencia
adoptiva de MG expuesta ex vivo a Gal1 o la transferencia icv de astrocitos WT (pero no Gal1 KO) logré atenuar la EAE (p<0.01 vs
control). El efecto anti-inflamatorio de astrocitos WT sélo se observé en forma limitada en ratones a los cuales se les eliminé la MG
utilizando clodronato encapsulado en liposomas. Nuestros hallazgos identifican un circuito regulatorio mediado por Gal1 y glicanos
capaz de desactivar la MG e inhibir la inflamacién en procesos neurodegenerativos crénicos.

REPRODUCCION 2

207. (103) LA EXPOSICION A BISPHENOL A INDUCE UN RETRASO DEL DESARROLLO MAMARIO EN RATAS
MACHOS PREPUBERALES
Kass L.1; Manfroni-ghibaudo E.z; Altamirano G.s; Durando M.4; Luque E.s; Mufioz-de-toro M.s
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL123456
lkass@fbcb.unl.edu.ar

Previamente demostramos que la exposicion perinatal a Bisphenol A (BPA) altera el desarrollo morfolégico y funcional de la glandula
mamaria en la hembra, afectando la lactancia e incrementando el riesgo de lesiones tumorales. En este estudio, evaluamos el efecto de
bajas dosis de BPA sobre el desarrollo morfolégico mamario en machos prepuberes, utilizando diferentes vias y periodos de exposicion.
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Ratas Wistar prefiadas se asignaron a dos experimentos. Experimento 1, desde el octavo dia de gestacién (DG8) y hasta el parto, las
madres fueron expuestas a BPA a través de bombas osméticas subcutaneas (gestacion). Experimento 2, las madres recibieron BPA en
el agua de bebida desde el DG9 hasta el destete (gestacion + lactancia). En ambos experimentos se obtuvieron las glandulas mamarias
abdomino-inguinales de las crias machos a los 5, 15 y 30 dias postnatales (DPN), en DPN30 también se obtuvieron glandulas
mamarias de crias hembras. Las mamas derechas se procesaron como whole-mounts, y en todas las muestras se evalué el area
ocupada por la mama y la elongaciéon ductal; ademas, se clasificaron y cuantificaron las estructuras terminales. La exposicion a BPA
causo un retraso del desarrollo mamario de los machos evidenciado, en DPN30, por una disminucion significativa de la elongacion
ductal y una disminucion en el niumero de botones terminales (TEBs). Similares efectos se observaron independientemente de la via y
periodo de exposicion. En DPN30, el desarrollo mamario de las hembras expuestas a BPA no presenté cambios. Los resultados
sugieren que, en el periodo prepuberal, la glandula mamaria de la rata macho es mas sensible a la perturbaciéon endocrina que la de las
hembras; por lo tanto, podria ser utilizado como modelo en la identificacion de sustancias con accion hormonal.

208. (111) POSIBLES ViAS DE ACCION DE LA ANANDAMIDA DURANTE LA CAPACITACION ESPERMATICA EN
BOVINOS
Osycka Salut C.1; Gervasi M.z; Davio, C.s; Pérez-Martinez S.4
Laboratorio de Biologia de la Reproduccién en Mamiferos, CEFYBO-CONICET-UBA: » s; Catedra de Quimica Medicinal,
Laboratorio de Farmacologia de Receptores, FFyB, UBA+
claudia.osycka@gmail.com

Previamente demostramos que la anandamida (AEA), principal endocannabinoide, induce la capacitacion espermatica en bovinos
aumentando los niveles de o6xido nitrico (NO). Es conocido que durante la capacitacién se activan distintas vias moleculares en el
espermatozoide (ESP) que incluyen al NO y a la proteina kinasa A (PKA) entre otros. El objetivo del siguiente trabajo fue estudiar las
posibles vias de accion de AEA en la modulacién de los niveles de NO durante la capacitacion espermatica en bovinos. En primer lugar,
nos propusimos evaluar los receptores de cannabinoides (CB1 y TRPV1) involucrados en la produccién de NO en ESP capacitados con
AEA. Para ello se realizaron capacitaciones in vitro de ESP bovinos criopreservados con MetAEA (analogo no hidrolizable de AEA) en
presencia de antagonistas de CB1 (SR1) o de TRPV1 (CZP) junto con la sonda DAF-FM diacetato (que fluoresce en presencia de NO).
La fluorescencia se mididé por citometria de flujo. EI aumento de los niveles de NO observado al incubar los ESP con MetAEA,
disminuyd en presencia de ambos antagonistas (p<0,05). Por otro lado, con el fin de dilucidar la participacién de PKA en la capacitacion
inducida por AEA, se realizaron capacitaciones in vitro en presencia de MetAEA y H89 (inhibidor de PKA). Se evaluo el estado de
capacitacion, mediante las técnicas de clortetraciclina e induccion de la reaccion acrosomal por lisofosfatidilcolina (revelada con PSA-
FITC), y la produccién de NO por citometria de flujo. La incubacion de los ESP con H89 inhibié el efecto capacitante del
endocannabinoide (p<0,05). A su vez, los niveles de NO disminuyeron en los ESP incubados con MetAEA vy el inhibidor de PKA
(p<0,05). En conjunto, los resultados sugieren que la AEA activaria la via del NO durante la capacitacion espermatica a través de los
receptores CB1 y/o TRPV1 y que en este proceso estaria involucrada una PKA.

209. (189) REGULACION DE LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS POR ACTIVACION DE PPARa EN LA CELULA DE

SERTOLI.
Regueira M.1; Riera M.2; Galardo M.s; Pellizzari E.4; Cigorraga S.s; Meroni S.e
CEDIE CONICET: 25456

mregueira@cedie.org.ar

Se ha postulado que la célula de Sertoli (CS) utiliza acidos grasos (AG) como fuente de energia. En tejidos que metabolizan AG,
diversos genes se encuentran regulados, entre ellos: el transportador de acidos grasos (FAT/CD36), la carnitina palmitoil-transferasa 1
(CPT1, esencial para la entrada de los AG a la mitocondria) y las deshidrogenasas de cadena media (MCAD) y larga (LCAD). La
oxidacion de AG también puede estar favorecida por la actividad de la piruvato deshidrogenasa kinasa (PDK), que regulando
negativamente la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa, inhibe la entrada de piruvato proveniente de la glicdlisis al ciclo de
Krebs. En musculo esquelético y cardiaco, tejidos que utilizan la oxidaciéon de AG como fuente energética principal, el factor de
transcripcion PPARa, perteneciente a la familia de los PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), participa en la regulacion
de genes vinculados con el metabolismo de AG. El objetivo del presente trabajo fue analizar la posible regulaciéon por activacion de
PPARa de la expresion de genes relacionados con el metabolismo de AG en CS. Cultivos de CS de ratas de 20 dias de edad fueron
incubados en condiciones basales o estimulados con WY 14643 (WY, 10 uM), activador farmacoldgico de PPARa, por 24hs y 48hs. Se
determinaron los niveles de ARNm de CPT1 por Northern Blot y de LCAD, MCAD, FAT/CD36 y PDK3 -isoforma de PDK de alta
expresion en el testiculo- por RQPCR. Se observé que WY estimula la expresion de CPT1 a las 48hs (1,4+0,1*) y de LCAD, MCAD,
FAT/CD36 y PDK3 a las 24hs (1,8+0,3*; 2,24+0,1*; 1,9+0,3* y 1,7£0,2*, respectivamente), los resultados indican veces de estimulo con
respecto al basal (X£DS,*p<0,05, n=3). En su conjunto estos resultados sugieren que la activaciéon de PPARa participa en la regulacion
de la expresion de genes vinculados a la metabolizacion de AG en CS y apoyarian la hipétesis que los AG son una fuente energética
importante para este tipo celular.(PIP2008N°806; PICT2007N°1004).

210. (303) ALTERACIONES EN LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS INVOLUCRADAS EN LAS UNIONES
INTERCELULARES DE CELULAS DE SERTOLI, INDUCIDAS POR LA ACCION IN VITRO DEL MONO-(2-
ETILHEXIL) FTALATO (MEHP): PAPEL DEL GLUTATION.

Sobarzo C.1; Nogueira De Morais R.; Lustig L.s; Denduchis B.s; Schteingart H.s
Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de Medicina, UBA1:+ CEDIE, Hospital de Nifios R. Gutierrezzs
ciruba02@hotmail.com

Se ha descrito que el metabolito activo del di-(2-etilhexil) ftalato, el MEHP, es un tdxico que induce estrés oxidativo y atrofia
testicular. El objetivo de este trabajo es estudiar, en cultivos de células de Sertoli (CS), el efecto del MEHP sobre la integridad de las
uniones intercelulares y la participacion del glutation (GSH) en el dafio por estrés oxidativo. Se aislaron CS de ratas de 20 dias de edad
y se cultivaron por 5 dias en medio quimicamente definido. Los cultivos celulares se estimularon con MEHP (200 pM) (E) y sin MEHP
(C) durante las ultimas 24 horas. Los niveles de GSH intracelular total se determinaron por un método espectrofotométrico. Los datos se
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expresan como % del basal, media + DS, n=6, (Basal: 344.7+21.8 pmolGSH/ugDNA). EIl MEHP disminuyé significativamente los niveles
de GSH intracelular a un valor de 24+ 5* vs el basal (*p<0,01). Por inmunofluorescencia (IF) y “Western blot” (Wb) se determiné la
localizacion y expresiéon de las proteinas de las uniones adherentes: N-cadherina (N-cad) y a y b-cateninas; estrechas: ocludina,
claudina-11 y “zonula occludens” (ZO-1) y de las nexo: Conexina-43 (Cx-43). Se observé un patrén lineal de IF localizado a nivel de las
uniones inter-Sertoli, en las proteinas analizadas tanto en los C como en los E. Sin embargo, observamos para N-cad, a-catenina y ZO-
1 una deslocalizacién de la sefial desde las zonas de contacto entre las células hacia el citoplasma en los E comparados a los C. Por
Wb se observo un aumento en la expresion de N-cad, a-catenina y ZO-1, y una disminucion significativa de Cx-43 en los E respecto de
los C. No se detectaron variaciones en la expresién de claudina-11 y ocludina. En base a nuestros resultados y a los obtenidos en otros
modelos se sugiere que MEHP induce estrés oxidativo, evidenciado por los niveles disminuidos de GSH, generando alteraciones de las
moléculas que constituyen las uniones adherentes y nexo, y no modificando la expresion de las moléculas de las uniones estrechas.

211. (311) CELULAS DE LEYDIG DE RATONES MACHOS HiBRIDOS CON FUSIONES ROBERTSONIANAS PRE-
SENTAN CARACTERISTICAS INMUNOHISTOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES DE APOPTOSIS
Diaz De Barboza G.i; Rodriguez V..; Maldonado C.s; Ponce R.4; Theiler G.s; Tolosa De Talamoni N.e
Laboratorio Cahas, Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Médicas, UNCBA: > s; Centro de Microscopia
Electronica, Facultad de Ciencias Médicass, Quimica Biolégica A, Facultad de Odontologia+; Introduccién a la Quimica y Fisica
Biolégicas, Facultad de Odontologias
gabyediaz@yahoo.com

Previamente demostramos que ratones Graomys hibridos con rearreglos Robertsonianos presentan arresto de la espermatogénesis
por apoptosis masiva de células germinales, lo cual explica su esterilidad. La testosterona sérica se encuentra disminuida en estos
ratones con respecto a los controles. Por este motivo nos propusimos estudiar la presencia de apoptosis en las células de Leydig que
sintetizan esta hormona esteroidea. El proceso apoptético se determiné mediante la técnica de TUNEL, inmunolocalizacién de Bax,
citocromo c, Fas, FasL y por microscopia electrénica, tanto en ratones hibridos como en sus parentales. Las células intersticiales de
ratones hibridos fueron negativas tanto para TUNEL como para la inmunoexpresién de Bax y de citocromo c; sin embargo, mostraron la
presencia de Fas y FasL. La frecuencia de las células Fas(+) incrementé con la edad, mientras que la inmunotincion de FasL se
presento elevada con respecto a los controles en todos los tiempos estudiados. El andlisis ultraestructural de células de Leydig en los
ratones controles adultos mostro la clasica presencia de mitocondrias de crestas tubulares y de inclusiones lipidicas, sustrato necesario
para la esteroidogénesis. En cambio, las células de Leydig de los ratones hibridos de la misma edad presentaron vacuolas parcial o
completamente vacias. Ademas, las mitocondrias revelaron pérdida de las crestas tubulares y aumento del espacio intramitocondrial. La
cromatina y la envoltura nuclear mostraron ultraestructura normal sin signos compatibles con fragmentacién nuclear. Los resultados
revelan células de Leydig con caracteristicas inmunohistoquimicas y ultraestructurales de una etapa temprana de la apoptosis como lo
demuestra la elevada expresion de Fas y FaslL, la alteracion mitocondrial y la ausencia de la fragmentacion del ADN. En estas
condiciones las células no podrian producir testosterona en forma adecuada y favorecerian al arresto de la espermatogénesis.

212. (346) PARTICIPACION DE LAS HORMONAS OVARICAS EN LA REGULACION DEL PROCESO DE LIBERACION
DE LOS ESPERMATOZOIDES DEL EPITELIO OVIDUCTAL INDUCIDO POR ANANDAMIDA (AEA) EN BOVINOS
Gervasi M.1; Osycka-salut C.2; Lam P.s; Rana S.4; Marczylo T.s; Konje J.s; Perez-martinez S.7
Lab. de Biologia de la Reproducciéon en Mamiferos, CEFyBO-CONICET: » 7; Endocannabinoid Research Group, Reproductive
Sciences Section, Department of Cancer Studies and Molecular Medicine, University of Leicestersase
maria.gracia.gervasi@gmail.com

Previamente demostramos que la AEA induce la liberacién de los espermatozoides (ESP) de las células epiteliales del oviducto
(CEOQ). Se sabe que las enzimas que degradan y sintetizan AEA (FAAH y NAPE-PLD) son moduladas por estradiol (E) y progesterona
(P) en utero de roedores, y que en humanos los niveles plasmaticos de AEA fluctian a lo largo del ciclo menstrual. Nuestro objetivo fue:
a) Estudiar la participacion de las hormonas ovaricas y su relacion con la AEA en la interacciéon ESP-CEOQ; y b) Caracterizar la principal
via metabolica de AEA durante el ciclo estral en el oviducto bovino. Se realizaron experimentos de liberaciéon de los ESP de las CEO
incubando con E o P por 1, 2 6 4h. Las hormonas disminuyeron el n° de ESP unidos a las CEO a las 2 y 4h (p<0,05). La incubacién con
un antagonista de CB1 revirtio el efecto del E y la P (p<0,05) mientras que el antagonista de TRPV1 revirtié solo el efecto del E
(p<0,05). Esto sugiere que la AEA estaria involucrada en el mecanismo de accion de E y P en la liberacion de los ESP del oviducto.
Ademas se analizo la expresion del ARNm de FAAH y NAPE-PLD, por RT-PCR, y se determind la produccion de AEA por UHPLC/MS-
MS en CEO incubadas con E o P durante 2h. Los resultados indicaron un aumento en la expresion del ARNm de NAPE-PLD (p<0,05)
mientras que no se observaron cambios en la de FAAH. Asimismo, la concentraciéon de AEA determinada en cultivo fue similar en todos
los tratamientos. Los estudios de inmunohistoquimica indicaron que ambas enzimas se localizan en el epitelio oviductal y que la
expresion de NAPE-PLD esta regulada a lo largo del ciclo estral. La concentracion de AEA medida en fluido oviductal bovino fluctua en
el rango nanomolar y los mayores niveles se determinaron en los estadios post-ovulatorios. En conjunto, estos resultados sugieren que
las hormonas ovaricas participan en la regulacién de la seleccion oviductal de ESP mediada por AEA y podrian estar modulando el
camino metabdlico de AEA oviductal in vivo.

213. (683) NUEVAS EVIDENCIAS ACERCA DEL PROCESO DE DESCONDENSACION DEL ESPERMATOZOIDE
HUMANO IN VIVO.
Julianelli V.1; Farrando B.z; Calvo J.s; Calvo L.s; Romanato M.s
IBYME: 245, IBYME, FCEN, UBA3
vaninaj@gmail.com

La descondensacion (desc) del nlcleo espermatico humano in vivo, ocurriria en presencia de glutation (GSH) y heparan sulfato
(HS). Demostramos presencia de HS en ovocitos maduros e inmaduros murinos. La desc cromatinica involucra tiorreduccién de
protaminas y su reemplazo por histonas ovocitarias. Se ha propuesto que estos procesos son sucesivos e independientes. Nuestros
resultados previos por método indirecto sugieren que heparina (Hep), analogo del HS, coopera con GSH en la tiorreduccién durante la
desc espermatica humana in vitro. 1) Evaluar presencia de HS en ovocitos inmaduros humanos y células del cumulus (cc) por
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inmunocitoquimica en pacientes (clinica de fertilidad con CI firmado), utilizando anti-HS monoclonal y anti-lgM-FITC de ratén. 2)
Analizar efecto de Hep sobre tiorreduccion cromatinica durante desc espermatica humana in vitro por método directo. Nucleos
espermaticos (donantes OMS) con tiorreductor: 10mM GSH ¢ 0,YmM DTT 30’, con o sin Hep (46uM) durante 5. Se evalu6 estado
tiorreducido por tincién con reactivo tidlico cuantificando fluorescencia por Image J. Resultados 1) Localizacién citoplasmatica y nuclear
de HS en ambos tipos celulares. 2) La exposicion a los tiorreductores aumento intensidad de marca en nucleos sin cambiar tamafrio. El
agregado de Hep favorecié desc. promoviendo aparicién de nucleos mas grandes y menos marcados debido a perdida de protaminas.
La intensidad de fluorescencia de nucleos no descondensados expuestos a GSH+Hep, aumenté respecto al GSH solo (1137 vs 6817
unidades arbitrarias; n=4; ANOVA-Dunn). Esto no se observé con DTT. Demostramos que en la desc cromatinica del espermatozoide
humano in vitro, la Hep actia como aceptor de protaminas y favorece la tiorreduccién de las mismas por el GSH. También,
demostramos presencia de HS en estadios tempranos del desarrollo folicular humano. Esto correlacionaria con el rol fundamental de
esta molécula en el ovocito para asegurar una correcta desc y asi una fecundacién exitosa.

214. (731) EVIDENCIAS DE SINERGISMO EN LA DESCONDENSACION DE LA CROMATINA DE ESPERMATOZOIDES
MURINOS: EFECTO DEL DERMATAN SULFATO Y LA HEPARINA.
Sanchez M.1; Fontana V.z; Romanato M.s; Julianelli V.; Pifieiro De Calvo L.s; Calvo J.s
IBYME 345, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA-, IBYME, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBAs
mel.godine@hotmail.com.ar

Introduccién. La descondensaciéon cromatinica es fundamental para formar el pronucleo masculino y permitir singamia. Requiere
tiorreduccion de disulfuros en protaminas e intercambio con histonas ovocitarias que, en espermatozoides humanos dependeria de
heparan sulfato. En espermatozoides murinos encontramos que dermatan sulfato (DS) también descondensa la cromatina. Las
diferencias observadas entre ambas especies podrian indicar una condensacion diferencial de la cromatina. Objetivos. Estudiar la
descondensacion en espermatozoides murinos, utilizando DS, comparando con heparina y evaluar diferencias en el grado de
condensacion. Metodologia Los animales se sacrificaran y, en forma aséptica se obtendran los espermatozoides epididimarios, que
seran descondensados con Heparina/DS y GSH durante distintos tiempos a 37 °C. Se fijaran con glutaraldehido 2% en PBS y se
determinara el porcentaje descondensacion en contraste de fases, clasificando segun refringencia, aspecto granuloso y tamafio del
nucleo: sin cambios (S), moderadamente descondensados (M), o groseramente descondensados (G). El porcentaje de desconden-
sacion sera la suma (M+G), por duplicado y evaluando al menos 200 células en cada muestra. Resultados y conclusiones. DS induce
una descondensacion similar al de heparina, con cinética para ambos glicosaminoglicanos semejante (t0.5 = 43.55 + 2.19 min para
Heparina y 35.45 + 2.17 min para DS). Sin embargo, combinando ambos, se observa efecto sinérgico con disminucién del t0.5 a 17.96
+ 1.2 min, correspondiendo a un incremento en descondensacion de 3 veces por sobre la suma de los efectos individuales, indicando
una interaccion diferente de cada GAG con la cromatina, posiblemente debido a las caracteristicas quimicas de las moléculas, como
también un probable grado de compactacion diferente de la cromatina. Esta compactacion diferencial podria incidir en fertilizacion
asistida, cuando observamos fallas en la descondensacion.

ONCOLOGIA 3

215. (135) HEMO OXIGENASA 1 (HO-1) MODULA EL ESTRES OXIDATIVO EN UN MODELO DE METASTASIS A HUESO
DE CANCER PROSTATA
Ferrando M.1; Meiss R.z; De Siervi A.s; Navone N.4; Vazquez E.s
Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Depto de Quimica Biolégica, FCEN, UBA:ss; Academia Nacional de Medicinaz; GU Medical
Oncology, MD Anderson Cancer Center, Houston, USA«
<mercedesf@qb.fcen.uba.ar

El cancer de prostata (PCa) es uno de los tumores mas frecuentes entre los hombres en Argentina. Se caracteriza por su capacidad
de desarrollar metastasis 6seas. En trabajos previos demostramos que la induccién de hemo oxigenasa 1 (HO-1), enzima anti-oxidante
y citoprotectora, disminuia la proliferacién, migracién e invasiéon en células de PCa in vitro y el crecimiento de tumores in vivo. El
objetivo de este trabajo fue estudiar el rol de HO-1 en la interaccién de las células de PCa y el hueso y la modulaciéon del estrés
oxidativo. Se utilizé un sistema de co-cultivo de células de la linea humana PC3 con osteoblastos primarios de raton (PMO). Las células
de PCa fueron pre-tratadas o no con hemina (inductor especifico de HO-1; 80uM, 24h). Por andlisis de western blot encontramos un
aumento significativo en la expresion de HO-1 en los PMO co-cultivados con PC3 pre-tratadas con hemina. Mediante RT-qPCR se
observo un incremento de 1,95 veces (P<0,05) en la expresion de la enzima anti-oxidante catalasa, que se correlacionaba con el
aumento en la cantidad de especies reactivas de oxigeno determinado por citometria de flujo (14%; P<0,01). Ademas, se co-cultivaron
células PC3 pre-tratadas o no con hemina con explantes de calvarias de raton. Aunque el analisis histolégico de los explantes luego de
7 dias de co-cultivo demostré que no habia diferencias en la formacion de hueso, se detecté un aumento en la inmuno-reactividad
positiva de HO-1 en los osteoblastos activos por ensayos de inmunohistoquimica. Todos estos resultados sugieren que la modulacion
de la expresion y/o actividad de HO-1 en las células PC3 afecta el nimero de osteoblastos activos, lo que podria impactar en la
respuesta 6sea del PCa.

216. (316) INMUNOTERAPIA PARA EL TRATAMIENTO DE TUMORES DE CEREBRO: PAPEL DE LAS CELULAS B EN
LA PRESENTACION DE ANTIGENOS TUMORALES
Candolfi M.1; Yagiz K.2; Curtin J.5; Assi H.¢; Wibowo M.s; Alzadeh G.s; Foulad D.7; Kroeger K.s; Alden A.s; Liu C.10; Dunn R.1;
Gislaine M.12; Lowenstein P.13; Castro M.14
Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Fac de Medicina, UBA:;, Gene Therapy Research Institute, Cedars Sinai Medical
Center-UCLA, Los Angeles, CA1; Gene Therapy Research Institute, Cedars Sinai Medical Center-UCLA, Los Angeles, CAz345675
91011121314
maru.candolfi@gmail.com

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral primario mas agresivo y frecuente. La administracion intratumoral de vectores
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adenovirales que expresan la citoquina FIt3L y la molécula citotoxica timidina quinasa (TK) desencadena una respuesta inmune
antitumoral dependiente de células T que induce regresion tumoral en modelos preclinicos de GBM. El objetivo de este trabajo fue
estudiar el papel de las células B en la respuesta inmune antitumoral inducida por la terapia. Mientras que el tratamiento intratumoral
con Ad-TK+Ad-FIt3L en ratones wild type (WT) portadores de gliomas intracraneales GL26 indujo un 60% de sobrevida, en ratones
Igh6-/- (que no poseen células B) la terapia fallé por completo, sugiriendo que las células B participan en la respuesta inmune
antitumoral inducida por la terapia. Sin embargo, el tratamiento no parece desencadenar una respuesta inmune humoral, ya que no
pudieron ser detectados anticuerpos antitumorales circulantes y que la terapia fue igualmente efectiva en ratones WT y en ratones
Prdm1flox/flox CD19Cre/+ (cuyas células B son funcionales pero no se diferencian a plasmocitos). Por ello, evaluamos si las células B
actian como presentadoras de antigenos en este modelo. El tratamiento con Ad-TK+Ad-FIt3L en ratones WT indujo un incremento en
el numero de células B que expresan marcadores de coactivacion y que se asocian a antigenos tumorales en los nédulos linfaticos
cervicales (dLN). Las células B purificadas de los dLN de ratones tratados (pero no de ratones control) estimularon la proliferacion de
células T in vitro, lo que sugiere que solo las células B de ratones tratados proveen las sefales coestimulatorias necesarias para la
activacion de linfocitos T. Nuestros resultados indican que las células B actian como presentadoras de antigeno en la respuesta
inmune antitumoral inducida por Ad-TK+Ad-FIt3L. Estas observaciones son importantes a la hora de disefiar modalidades
inmunoterapéuticas para el tratamiento de cancer de cerebro.

217. (377) PARTICIPACION DEL FGF-2 EN EL MECANISMO DE ACCION ANTITUMORAL DE BACILO CALMETTE-
GUERIN (BCG) EN UN MODELO DE CANCER DE VEJIGA MURINO
Langle Y.1; Belgorosky D.2; Lamb C.s; Gongora A.«; Baldi A.s; Lanari C.s; Eijan A7
Instituto de Oncologia Angel H Roffo, Area de Investigacién:zz; IBYMEsse
yaninalangle@yahoo.com.ar

Bacilo Calmette Guerin (BCG) es el tratamiento estandar para prevenir recidivas y progresion del cancer vejiga (CaV) superficial de
alto grado histolégico. BCG inhibe el crecimiento sc de células de CaV murinas MB49, generando tejido fibrético. In vitro observamos
que BCG promueve la muerte de MB49 e induce proliferacion y diferenciacion de fibroblastos en forma directa o via factores solubles
liberados por los macréfagos, siendo el FGF-2 uno de esos factores. El objetivo fue estudiar la participacion del FGF-2 y la expresion de
sus receptores (FGFR) en células y tumores MB49 en respuesta a BCG. Las células MB49 son productoras de FGF-2 (western blot), el
cual disminuye por el tratamiento con BCG (inmunofluorescencia). El tratamiento con FGF-2 no promueve la proliferacion de MB49 ni
revierte la muerte inducida por BCG in vitro (p<0,001) (recuento celular). In vivo, FGF-2 (5ng/ratén intra-tumoral) reduce el tamafio de
tumores sc MB49 (p=0,0061) y no revierte la inhibicién del crecimiento inducida por BCG. En un ensayo piloto in vivo observamos que
el anticuerpo bloqueante de FGF-2 DB3 muestra una tendencia hacia la reversion de la inhibicién del crecimiento tumoral inducida por
BCG. Por inmunohistoquimica observamos una marca citoplasmatica para el FGFR-2 y FGFR-3 en el urotelio vesical normal mientras
que el tumor MB49 ortotdpico o sc expresa intensamente FGFR-3 tanto en el nicleo como en el citoplasma y el tratamiento con BCG
reduce dicha expresién. Concluimos que el FGF-2 esta involucrado en el tratamiento con BCG activando al estroma y disminuyendo la
expresion del FGFR-3 en los tumores MB49. EI FGF-2 no revertiria la muerte de las células de CaV inducida por BCG y contribuiria in
vivo a la reduccion del crecimiento tumoral.

218. (420) EFECTOS DE LA PROLACTINA SOBRE LA EXPRESION DE LA TRISTETRAPROLINA EN CELULAS
EPITELIALES MAMARIAS HUMANAS Y MURINAS.
Goddio M.1; Gingerich T.2; Lacunza E.s; Tocci J.4; Fachinetti M.s; Curino A.s; Lamarre J.7; Abba M.s; Kordon E.o
LEGMA, IFIBYNE-CONICET, Dpto Qca Biolégica, FCEN, UBA: +s; Ontario Veterinarian College, University of Guelph, Ontario,
Canada: 7; CINIBA, Fac de Cs Médicas, UNLPs s; Laboratorio de Biologia Basica del Cancer, INIBIBB-CONICET, Centro
Cientifico Tecnolégico, Bahia Blancass
victoriagoddio@gmail.com

Tristetraprolina (TTP) desestabiliza ARN mensajeros (ARNm) especificos, como algunos asociados a crecimiento e invasividad
tumoral. Ademas, la expresion de TTP se encuentra reducida en diferentes tipos de cancer. En mamas humanas, analizando datos
publicos provenientes de microarreglos de cDNAs y de librerias de SAGE (Serial Analysis Gene Expression) encontramos que la
expresion de TTP se encuentra disminuida en carcinomas comparados con glandulas de fenotipo normal. Basados en esto, en estudios
que indicaban la capacidad de la prolactina (PRL) de inhibir la invasividad tumoral y en nuestros resultados que mostraban la induccion
de TTP durante la lactancia del ratén, postulamos que la PRL podria inducir TTP en células mamarias. Efectivamente, encontramos que
esta hormona indujo ARNm de TTP en la linea mamaria murina HC11, en presencia y ausencia de glucocorticoides por, al menos, 24
horas. Esta induccién se produciria por activacion a nivel del promotor ya que la PRL aumento la actividad de luciferasa en HC11
transfectadas con una vector al que se le insert6 la secuencia promotora del TTP murino rio arriba del gen que codifica para dicha
enzima. Hallamos que el factor de transcripcién StatSa es relevante en esta actividad, ya que la co-transfeccién con un mutante
dominante negativo del mismo bloqued la induccién generada por PRL. En la linea tumoral mamaria humana T47D, PRL también indujo
la expresién de TTP, sin embargo, esta induccion resultd ser transiente, al ser evaluada tanto por gRT-PCR como por western blot.
Ademas, el tratamiento con PRL de células transfectadas con un vector reportero al que se le inserté el promotor de TTP humano,
sugiere que el mismo seria menos sensible al tratamiento con PRL y a la actividad del Stat5a. Estos resultados sugieren que en células
murinas el promotor de TTP es especialmente sensible al estimulo lactogénico, mientras que en células mamarias humanas existen
mas factores involucrados en la expresion de esta proteina.

219. (413) ESTUDIO DEL EFECTO TERAPEUTICO Y MECANISMO DE ACCION DE LA QUIMIOTERAPIA
METRONOMICA (QTM) CON CICLOFOSFAMIDA (CY) Y DOXORUBICINA (DOX) EN EL MODELO DE
ADENOCARCINOMA DE MAMA MURINO M-234P.

Mainetti L.1; Rozados V.2; Rico M.s; Roggiero E.s; Scharovsky O.s
Instituto de Genética Experimental, Fac Cs Médicas UNR12345
leandromainetti@@gmail.com

La QTM consiste en la administracion crénica de farmacos a intervalos regulares y sin periodos prolongados de descanso. Nuestro
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objetivo fue evaluar el efecto antitumoral y antimetastasico de la QTM con Cy + Dox en el modelo M-234p y su mecanismo de accién.
Ratones hembras BALB/c fueron desafiados con M-234p por via A) s.c. o B) i.v. En los dias 10 (s.c.) y 3 (i.v.) fueron distribuidos en 4
grupos (n= 6-8/grupo): Gl-Testigo: 0.2ml solucion fisiolégica i.p. 3 veces/semana; GlI-Cy: 20mg/kg de peso en agua de bebida; GlllI-
Dox: 0.5 mg/kg, 3 veces/semana i.p.; GIV: igual que GII + GlIl. Se determiné volumen tumoral y peso corporal, se extrajo sangre en el
dia 0 y al final del experimento, para evaluar recuento leucocitario, niveles séricos de VEGF (ELISA) y de células T reguladoras
(Citometria de flujo). En tumores extirpados se evalué apoptosis (TUNEL). En el dia 31 el volumen tumoral fue menor en A-Glll y A-GIV
que en A-GI (P<0,001) y A-GIl (P<0,05 y P<0,001). La supervivencia en A-GIV fue mayor comparada con A-GI (P<0,001) y A-GllII
(P<0,05). EI N° de metastasis pulmonares en B-Gll y B-GIV fue menor comparados con B-Gl (P<0,01 y P<0,05). En los experimentos A
y B, el tratamiento no mostré toxicidad, evaluada por evolucion del peso corporal y recuento leucocitario. El nivel sérico de VEGF (dia
31) fue menor en los tres grupos tratados respecto del testigo, siendo el de A-GIV el mas bajo (P<0,001). El analisis de apoptosis en
tumor 1ario mostré valores mayores en A-GIV comparado con A-Gl (P<0,05). El nivel sérico de Tregs no difirié entre grupos. En
conclusion, la QTM combinada con Cy + Dox es mas eficaz que los tratamientos individuales, presenta efecto antitumoral y
antimetastasico significativo, aumenta la supervivencia y carece de toxicidad en el modelo de adenocarcinoma de mama murino. La
inhibicion de la angiogénesis y el aumento de la apoptosis serian algunos de los mecanismos responsables de los efectos terapéuticos
obtenidos.

220. (305) EVIDENCIAS DE CONEXION ENTRE LAS ViAS WNT/BCATENINA Y TGF/SMADS EN HEPATOCARCINOMA
CELULAR (HCC)
Ceballos M.s; Parody J.2; Alvarez M.s; Ingaramo P.4; Carnovale C.s; Carrillo M.s
Instituto de Fisiologia Experimental, CONICET125456
ceballos@ifise-conicet.gov.ar

La via Wnt/Bcatenina esta frecuentemente activada en HCC e involucra la acumulacién de Bcatenina y su migracién al nucleo,
donde promueve la proliferacién uniéndose al factor TCF4. El Interferon a (IFN) posee potencial terapéutico para prevenir y tratar el
HCC. ElI TGFB (TGF) es un mediador de apoptosis y actla a través de las proteinas Smads. Una forma de interaccion entre las vias
Whnt/Bcatenina y TGF/Smads es por asociacion de Smads con el complejo Bcatenina/TCF4. Demostramos anteriormente que IFN y TGF
reducen los niveles nucleares de Bcatenina y su unién a TCF4, disminuyen proliferacion y aumentan apoptosis, en HepG2 y Huh7.
Decidimos evaluar los efectos de IFN y TGF (48hs) en HepG2 y Huh7, sobre los niveles proteicos del receptor de la via Wnt/Bcatenina
(Frizzled7) y de Smads (inmunoblot), y sobre la asociacién Smads/TCF4(co-inmunoprecipitacion). Analizamos también los niveles
proteicos de Bcatenina y Smads (inmunoblot), luego de tratar las células con Wnt3a (48hs). IFN y TGF disminuyeron Frizzled7 en lisado
(HepG2: IFN -66%* TGF -69%* Huh7: IFN -64%* TGF -83%*), Smads en nucleo (HepG2: Smad2p: IFN -68%* TGF -85%* Smad3p: IFN
-72%* TGF -79%* Smad4: IFN -66%* TGF -81%* Smad7: IFN -65%* TGF -69%*. Similar en Huh7) y la unién Smads/TCF4 en lisado.
Wnt3a aumenté en nucleo los niveles de Bcatenina (HepG2: +420%* Huh7: +880%*) y Smads (HepG2: Smad2p: +400%* Smad3p:
+350%* Smad4: +110%* Smad7: +290%* Huh7: Smad2p: +1000%* Smad3p: +800%* Smad4: +170%* Smad7: +650%*).*p<0,05.
Estos resultados, junto con los anteriores, indican que IFN y TGF no solo atentan la via Wnt/Bcatenina, sino que también reducen los
niveles de Smads y su asociacién a TCF4 en lineas de HCC. La activacion de Wnt/Bcatenina con Wnt3a aumenta Smads, indicando
que el nivel de estas proteinas estd modulado por el estado de dicha via. La inhibicion de la formacién de complejos
Bcatenina/TCF4/Smads podria desacelerar la oncogénesis, ya que las citoquinas disminuyen proliferaciéon y aumentan apoptosis.

221. (165) UN MODELO NOVEL DE DESARROLLO TUMORAL IN VIVO BASADO EN LA SOBRE-EXPRESION DE LA
ENZIMA ACIL-COA SINTETASA-4 (ACSL4): SU IMPLICANCIA TERAPEUTICA.
Orlando U.1; Garona J.2; Ripoll G.3; Alonso D.s; Gémez D.s; Duarte A.s; Malobert P.7; Avagnina A.s; Solano A.s; Podesta E.1o
INBIOMED, Depto de Bioquimica Humana, Fac de Medicina, UBA1s7910; Laboratorio de Oncologia Molecular, UNQ:z34s; CEMICs
ulises_orlando@yahoo.com.ar

La acil-Co sintetasa ACSL4 se expresa en altos niveles en adenocarcinoma de colon y hepatocelular y en cancer de mama.
Demostramos que la sola sobre-expresiéon de ACSL4 en la linea celular MCF-7 de cancer de mama genera un fenotipo agresivo en
estas células. Nuestro objetivo fue desarrollar un modelo novel de cancer de mama humano en ratones nude que demuestre la accion
de ACSL4 en el desarrollo tumoral. Mediante la transfeccion estable e inducible de la linea MCF-7 con el plasmido conteniendo el cDNA
de ACSL4 bajo el control de tetraciclina desarrollamos una linea celular (MCF-7 Tet-off/ACSL4), que exhibe un fenotipo agresivo y
aumento de productos de la lipooxigenasa (LOX) y ciclooxigenasa-2 (COX-2). Se conoce que la inoculacion de células MCF-7 en
ratones nude no generara tumores in vivo, sin embargo las células MCF-7 Tet-off ACSL4 desarrollaron tumores, inhibibles por
tratamiento con tetraciclina, que alcanzaron un tamafio de 468 mm3 a los 70 dias post inoculacién. Estos resultados confirman el papel
de ACSL4 en el desarrollo tumoral. Los tumores tienen baja expresién de los receptores de Estradiol y Progesterona e histolégicamente
son semejantes a los desarrollados por células MDA-MB-231, las que sobre-expresan constitutivamente ACSL4. Los inhibidores de la
COX-2 han sido considerados como una gran promesa terapéutica en el tratamiento del cancer de mama, sin embargo su utilizacion
esta cuestionada debido a sus efectos cardiotoxicos. En este trabajo logramos inhibir el crecimiento de tumores en la linea celular MDA-
MB-231, utilizando inhibidores de las enzimas ACSL4, LOX y COX-2 y en concentraciones que per se no tienen efecto antitumoral. El
sinergismo observado confirma el papel clave de la accién secuencial de ACSL4, LOX y COX2 en la regulacion del desarrollo del tumor
y abre nuevas perspectivas terapéuticas basadas en tratamientos combinados para la reduccién de masa tumoral, con la potencialidad
de disminuir efectos adversos.

222. (284) EL TEJIDO ADIPOSO HUMANO REGULA EL COMPORTAMIENTO DE CELULAS EPITELIALES MAMARIAS
HUMANAS TUMORALES Y NO TUMORALES
Fletcher S.1; Sacca P..; Giudice J.3; Bruzzone A.4; Gonzalez E.s; Calvo J.s; Pistone Creydt V.7
Laboratorio de Quimica de Proteoglicanos y Matriz Extracelular, IBYME, CONICET; 2 s 7; Laboratorio de Hormonas y Cancer,
IBYME, CONICETy; Instituto de Oncologia Ange/ H Roffo, UBAs; Laboratorio de Quimica de Proteoglicanos y Matriz Extracelular,
IBYME, CONICET, Dpto de Quimica Biolégica, FCEN, UBAs
sabrifletcher@yahoo.com
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La interaccion epitelio-estroma media el desarrollo mamario y la iniciacién y progresion de tumores. El objetivo fue evaluar el efecto
de medios condicionados (MCs) de explantos de tejido adiposo humano mamario normal (EANh) y tumoral (EATh) en la proliferacion,
migracion y adhesion en lineas celulares epiteliales mamarias humanas tumorales (MCF-7 e IBH-7) y no tumorales (MCF-10A). Y se
evalud la expresion del proteoglicano vérsican en la linea MCF-7. Se obtuvo tejido adiposo proveniente de mamas normales y
tumorales de pacientes intervenidos quirdrgicamente (consentimiento informado). Se recolectaron MCs de EANh y EATh luego de 24 hs
de incubacion. Se crecieron las células MCF-10A, MCF-7 e IBH-7, se incubaron con los MCs y se midié proliferaciéon por incorporacion
de timidina, migracion por cicatrizacién de la herida y cambios en la adhesién sobre placas expuestas previamente a los diferentes
MCs. Finalmente se evalud la expresion de vérsican por inmunofluorescencia en células MCF-7 incubadas con los MCs. Observamos
que las células tumorales y las no tumorales aumentaron significativamente la proliferacion con respecto al control (p<0,01) luego de
incubarlas 24 hs con los MCs de EATh, mientras que no se observaron cambios significativos luego de incubarlas con los MCs de
EANh. Los MCs de EATh estimularon la migracién de las células MCF-7 e IBH-7 luego de 6hs de incubacion (p<0,01). La adhesién de
MCF-7 e IBH-7 fue significativamente mayor con los MCs de EANh respecto a los MCs de EATh (p<0,001). Finalmente, se observé un
aumento en la expresién de vérsican en células MCF-7 incubadas con los MCs de EATh respecto a células incubadas con los MCs de
EANh (p<0,001). Se concluye que el microambiente tumoral co-evoluciona con el epitelio mutado. La manipulacién de la matriz
extracelular seria una forma de control de la funcionalidad de una célula, convirtiendo a la matriz en un posible punto de accion para la
regulacion de la actividad tumoral.

CARDIOVASCULAR 1

223. (18) CAMBIOS EN LA RESPUESTA VASODILATADORA INDUCIDA POR EL PEPTIDO NATRIURETICO TIPO C EN
LA HIPERTENSION ARTERIAL: PARTICIPACION DEL OXIDO NiTRICO.
Caniffi C.1; Cerniello M.2; Mendes Garrido F.s; Suarez Di Salvo D.s; Sueiro L.s; Wenk G.s; Arranz C.7; Costa M.s
Cétedra de Fisiologia, FFyB, UBA, IQUIMEFA, CONICET12345678
ccaniffi@ffyb.uba.ar

En estudios previos in vivo mostramos que la infusion de péptido natriurético tipo C (CNP) aumenta la actividad de la oxido nitrico
(NO) sintasa (NOS) cardiovascular. Objetivo: estudiar los efectos del CNP, y su interaccion con el sistema del NO, sobre el tono
vascular en ratas normotensas y espontaneamente hipertensas (SHR). Métodos: Ratas Wistar (W) y SHR macho de 16 semanas de
edad fueron sacrificadas por decapitacion, se extrajo arteria aorta y se obtuvieron anillos de 3-5 mm de ancho, con y sin endotelio (SE).
Se suspendieron en solucion Krebs (95% 02, 5% CO2, 37+1°C, pH=7,4), se ajustaron a una tension basal de 1 g. Se midi6 tension
isométrica (g) utilizando un transductor de fuerza en presencia de CNP (10-12-10-6M) en anillos precontraidos con fenilefrina (10-7-10-
5M), con o sin previa incubacién con L-NAME (inhibidor de la NOS, 10-5M, 30 min). Se determind actividad NOS en aorta con 14C L-
arginina como sustrato (pmol 14C L-citrulina/g tejido.min). Los resultados se expresaron como mediatESM, n=8/grupo. Analisis
estadistico: ANOVA, test a posteriori Bonferroni. Resultados: Tabla: Relajaciéon maxima (Rmax, %) y potencia (pCE50) del CNP.

W SHR
GNP SE+CNP LMNAME+CHNP GNP SE+CNP L-MAME+CNP
Rmax 81,7401 82.1+88 Te+B7T 90.3+886 58.8+6.0" TO3+4.47

pCESO  BEB+018  628+0.068f 6.19+0.06% T46+010F @14x004"  837+0.06"

*p<0.01 vs SHR-CNP; £p<0.01 vs W-CNP. La actividad basal de la NOS fue mayor en SHR y el CNP incremento la actividad en ambos
grupos. El aumento de la actividad de la NOS inducido por el CNP en SHR fue menor en comparacion con W (W A(CNP-Basal): 103+11
vs SHR A(CNP-Basal): 65+7*; *p<0,01).Conclusiones: La respuesta vasodilatadora inducida por el CNP, mediada en parte por el
sistema del NO, esta disminuida en los animales hipertensos con respecto a los normotensos. Esta alteracion podria contribuir en el
desarrollo y/o mantenimiento del estado hipertensivo en este modelo de hipertension.

224. (116) CAMBIOS REDOX DEL RECEPTOR DE RIANODINA CARDIACO (RYR2) EN SITUACIONES FISIOPATO-
LOGICAS
Said M.1; Becerra R.z; Valverde C.s; Mundifia-weilenmann C.s; Mattiazzi A.s; Vittone L.s
Centro de Investigaciones Cardiovasculares, CCT-La Plata, Facultad de Cs Médicas, UNLP123456
msaid@aetos.med.unlp.edu.ar

Alteraciones postraduccionales como cambios en la fosforilacion y/o en el estado redox de proteinas involucradas en el manejo del
[Ca2+]i, se reconocen como factores patogénicos en enfermedades del miocardio. Pero el rol potencial de estas alteraciones para las
distintas proteinas, no se ha estudiado en profundidad. El objetivo fue investigar si existen cambios redox y de fosforilacion durante la
injuria reversible por isquemia-reperfusién o atontamiento, en una de las proteinas responsables del manejo del [Ca2+]i y fundamental
para el acoplamiento éxcito-contractil del miocardio: el canal liberador de Ca2+ del reticulo sarcoplasmatico o receptor de rianodina
(RyR2). Los experimentos se realizaron en corazones de ratas aislados y perfundidos por la técnica de Langendorff, que se sometieron
a un protocolo de isquemia global y reperfusion (I/R, 20/30min). Para las detecciones bioquimicas, los corazones fueron congelados al
inicio de la reperfusién (R1min), momento en el que se describe un aumento del [Ca2+]i. Miocitos aislados de rata fueron sometidos a
un protocolo de I/R simulada para estudiar las liberaciones espontaneas de Ca2+ o “calcium sparks” a través del RyR2. Encontramos
un aumento significativo de la fosforilacion del RyR2 en el sitio Ser2815 (dependiente de la proteina quinasa dependiente de Ca2+ y
calmodulina, CaMKIl) a R1min, que pudo ser prevenido por el inhibidor especifico de la CaMKII, KN-93 (228.5+40.7% R1min vs
97.2+11.1% R1min+KN). La nitrosilacion del RyR2 aumenté al mismo tiempo que la fosforilacién, de 1£0.14 U.A. (Ctrol) a 3.34+0.72
U.A (R1min) p<0.05. Estos cambios también se asociaron con un incremento del numero de “calcium sparks” (1+0.07
sparks/100um/seg Ctrol vs 3.5+0.51 sparks/100pm/seg R1min). Proponemos, que los cambios redox y de fosforilacion facilitarian la
pérdida espontanea de Ca2+ por el RyR2, al inicio de la reperfusion. Estas modificaciones contribuirian a la disfuncién contractil
presente en el corazén atontado.
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225. (170) LA SOBREEXPRESI()N CARDiACA’ DEL RECEPTOR AT1 DISMINUYE LA RESERVA INOTROPICA Y
LUSITROPICA A TRAVES DE LA EXPRESION Y FOSFORILACION DE PKCa Y AKT.
Matorra L.1; Donato M.2; Rey Deutsch A.z; Rando M.s; Casanova V.s; Cicale E.s; Giani J.7; Dominici F.s; Turyn D.o; Basso N.i;
Gelpi R.11
Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Catedra de Patologia, UBA1 2 s 4 10 11; Bioterio Central, FCV, UBAss; IQUIFIB, FFyB,
UBA7s9
f_matorra@hotmail.com

Evidencia experimental demuestra que en animales transgénicos (Tg), con sobreexpresion del receptor AT1 (RAT1) a nivel
cardiaco, presentan un deterioro contractil. Sin embargo, en este modelo, no ha sido evaluada la reserva inotrépica (RI) y lusitrépica
(RL). Por lo tanto, un primer objetivo fue evaluar si la sobreexpresion del RAT1 modifica la Rl y RL. Un segundo objetivo, fue relacionar
los posibles cambios en Rl y RL con la expresion y fosforilacion de PKCa y Akt. Finalmente, se considerara si el tratamiento con
losartan (LOS) revierte los resultados obtenidos. Se evaluaron ratones no Tg (NTg, n=5), con sobreexpresion del RAT1 (Tg, n=6) y Tg
tratados con LOS (50 mg/Kg/dia) durante 30 dias (TgL, n=6). Se realizé cateterismo cardiaco para evaluar la funcién ventricular
izquierda y se administré isoproterenol (ISO; 56 ng/Kg) para determinar la reserva inotrépica y lusitrépica, que fue evaluada a través de
la +LVdP/dtmax y del t1/2, respectivamente. El grupo Tg tuvo una disminucién en RI respecto del grupo NTg (NTg basal: 5.730 + 244,
1ISO: 8585+1009; Tg basal: 3.897+209, I1SO: 62651206 mmHg/seg; p<0.05 vs NTg), el tratamiento con LOS mejoré el deterioro en RI
(TgL basal: 6425659, 1SO: 9341+494 mmHg/seg; p<0.05 vs Tg). De la misma manera, observamos una alteracion en RL en los
animales Tg, que mejor6 con LOS (NTg basal: 6.2+0.6, ISO: 4.0+£0.2; Tg basal: 8.3+0.4, ISO: 5.9.£0.4; TgL basal: 6.31£0.5, ISO: 4.6+0.3
mseg, p<0.05 NTg y TgL vs Tg). En los animales Tg se observé un incremento significativo de la expresion y fosforilacion de Akt y
PKCa que revirtié con LOS. Estos datos sugieren que la sobreexpresion del RAT1 disminuye la reserva inotrépica y lusitropica a través
de la mayor expresion y fosforilacion de Akt y PKCa. El tratamiento con LOS revierte tanto las alteraciones funcionales como la
expresion y fosforilacion de ambas proteinas, demostrando su participacién, en los mecanismos deletéreos activados por la
sobreexpresion del RAT1.

226. (206) ACCIONES CELULARES Y MOLECULARES DE TESTOSTERONA EN SISTEMA VASCULAR.
Campelo A.1; Massheimer V.2
Catedra de Bioquimica Clinica Il, BBYF, UNS, CONICET:.
acampelo@uns.edu.ar

Previamente demostramos que en el sistema vascular, las células endoteliales (CE) y musculares lisas (CMLV) son blanco de la
accion del androgeno tesosterona (T). En CE, T estimula la proliferacién en forma dependiente de 6xido nitrico (NO), y en CMLV
favorece la movilidad y migracion celular. En este trabajo estudiamos los mecanismos moleculares involucrados en estas acciones del
androgeno. Empleando RT-PCR se estudio el efecto del T sobre la expresion de VEGF, proteina reguladora del crecimiento endotelial.
Se observé que, en CE, 4 hs de tratamiento con 1nM T aumento los niveles de expresién de ARNm de VEGF. A 48 hs de tratamiento
hormonal, no se detectaron diferencias respecto al control. Siendo el NO un modulador del efecto mitogénico de T, estudiamos la
sefializacion intracelular que conduce al aumento del vasoactivo. La preincubacién de las CE con 1uM LY-294002, inhibidor de PI3K,
anulo el estimulo de T (4,30 + 0,83 vs 7,02 + 0,98; 4,82+0,77 vs 4,31+0,52 nmoles NO/mg prot, C vs T -/+ LY). En CE el aumento en NO
involucra la participacion del receptor de andrégenos (AR). La presencia de 100nM flutamide (FL, antagonista AR) suprimio el efecto de
T (63% vs 5% s/C, T vs T+FL p<0,01). Se demostro la especificidad para T. La inhibicion con anastrazole (AN) de la aromatasa, no
alterd la accion de T sobre la produccion de NO. Tampoco fue modificada por presencia de un antagonista del receptor de estrégenos
(ICI-182780 10uM) (67%, 60%; 71% s/c T; T+AN; T+ICl respectivamente p <0,05). El estimulo de T sobre NO se observé también en
CE de ratas adultas (p<0,05). En CMLV, T estimulé la sintesis de ADN (incorporacion de 3H-timidina), efecto que depende parcialmente
de la conversién a estradiol e involucra la participacion del AR (45%, 15%, 2% s/c, T; T+ AN; T+FL p<0,05). Los resultados presentados
aportan evidencias sobre las bases moleculares de la accién de T en la regulaciéon de procesos celulares de alto impacto tanto en la
fisiologia como en la disfuncién vascular.

227. (562) LA ESTIMULACION VAGAL EFERENTE PRE-ISQUEMICA AUMENTA EL TAMANO DE INFARTO DE
MIOCARDIO EN CONEJOS POR CO-ACTIVACION SIMPATICA
Buchholz B.s; Rodriguez M.z; Hocht C.s; Buitrago E.«; Perez V.s; Donato M.s; Gelpi R.7
Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Dto de Patologia, Facultad de Medicina, UBA1 :ss7; Departamento de Farmacologia,
FFyB, UBA34
bbuchholz@fmed.uba.ar

La estimulacién vagal (EV) prolongada reduce la mortalidad por insuficiencia cardiaca cronica. Sin embargo, no existen datos
concluyentes acerca de sus efectos sobre el infarto de miocardio in vivo, cuando la estimulacion es aplicada antes de la isquemia. El
objetivo fue evaluar los efectos de la EV preisquémica sobre el infarto agudo de miocardio y el sistema nervioso simpatico. Para ello se
realizé la ligadura de una arteria coronaria por 45 min seguida de 4 hs de reperfusion (Grupo 1, n=14). En el grupo 2 (n=9), se repitio el
protocolo del grupo 1 aplicandose, antes de la isquemia, EV eferente derecha durante 10 min, seguida de 5 min de recuperacion. En el
grupo 3 (n=5) se repitié el protocolo de G2 pero se administré atropina durante la EV. En el grupo 4 (n=6) se repitié el protocolo de G2,
pero se administré atenolol (bloqueante adrenérgico 31). En el grupo 5, se administré atenolol sin EV (n=4). En el grupo 6 (n=5) se
repitié el protocolo de G2 pero se administré reserpina 24 horas antes de la EV. El grupo 7 (n=4) recibié reserpina sin EV. Se midieron
los niveles plasmaticos de catecolaminas por HPLC y se calculé el consumo de oxigeno a través del triple producto. Los valores se
expresaron como la XtESM. La EV preisquémica aumento el tamafio de infarto desde 45.2+2.4 a 62.9£3.1 % (p<0.05). La atropina, el
atenolol y la reserpina bloquean el efecto deletéreo de la EV sobre el tamafio de infarto reduciéndolo a 44.8+3.9, 48.5+2.8 y 44.0+2.6 %,
respectivamente. El atenolol sin EV y la reserpina sin EV no modificaron el tamafio del infarto respecto al grupo control (47.5+1.6 y
47.8+2.2 %, respectivamente). La EV incrementa significativamente los niveles plasmaticos de catecolaminas y el triple producto. De
esta manera, la estimulacion vagal eferente preisquémica incrementa significativamente el tamafio de infarto por un mecanismo colinér-
gico muscarinico y por co-activacion simpatica.
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228. (572) LA ENDOTOXEMIA INDUCE BIOGENESIS MITOCONDRIAL EN CORAZON DE RATA
Vanasco V.1; Cimolai M.2; Evelson P.s; Boveris A.4; Alvarez S.s
Programa de Radicales Libres en Biologia, CONICET, Catedra de Fisicoquimica, FFyB, UBA::4s; Programa de Radicales Libres
en Biologia, CONICET, Céatedra de Quimica General e Inorganica, FFyB, UBA:
vvanasco@ffyb.uba.ar

La biogénesis mitocondrial puede participar en procesos de recuperacion tisular durante la sepsis, permitiendo mantener la funcién
mitocondrial, evitando la iniciaciéon de mecanismos apoptéticos y/o necroticos desencadenados por el desequilibrio energético y
disfuncion organica propios de la etapa final del sindrome. El 6xido nitrico (NO) desempefiaria un papel importante en la biogénesis mi-
tocondrial mediante la activacion de factores de transcripcion, como PGC-1a y Tfam, involucrados en la iniciacién de dichos procesos.
El objetivo de este trabajo fue estudiar marcadores moleculares relacionados con la biogénesis mitocondrial desencadenados por
aumentos en los niveles de NO y cambios en el estado redox celular durante el transcurso de la endotoxemia. Ratas hembras Sprague-
Dowley (45 dias), fueron inyectadas con LPS (10 mg/kg, ip), luego de 6 hs se realizaron las determinaciones correspondientes al estado
redox; y los parametros de biogénesis mitocondrial a 6, 9, 12, 18 y 24 hs post tratamiento. Los animales tratados con LPS mostraron un
incremento mayor al 200% en los niveles de NO en sangre venosa a partir de las 6 hs. La velocidad de produccién mitocondrial de NO
aumentoé en un 35% (control: 0,66+0.07 nmol/min mg prot., p<0,05), y el O2+- y H202 aumentaron un 66% (control: 2,34+0,25 nmol/min
mg prot, p<0,05) y 68% (control: 1,20+0,13 nmol/min mg prot, p<0,05) respectivamente en mitocondrias de corazén de animales
tratados con LPS. Se determind la expresion de Tfam y PGC-1a, encontrandose ambos significativamente aumentados respecto del
control a partir de las 6 hs post tratamiento. La relacion entre la actividad del complejo IV mitocondrial presente en la fraccién homo-
genato y la mitocondrial se encontré significativamente incrementada un 20 % a las 24 hs post LPS, sugiriendo el incremento de la
masa mitocondrial. A partir de estos resultados se puede inferir que el proceso de biogénesis mitocondrial, seria uno de los
mecanismos involucrados durante este sindrome.

FARMACOLOGIA 1

229. (57) REGULACION DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE DROGAS POR BENZNIDAZOL EN LA LINEA CELU-
LAR MACROFAGICA THP-1.
Perdomo V.1; Rigalli J.2; Luquita M.s; Pellegrino J.+; Echenique C.s; Catania V.s
Instituto de Fisiologia Experimentalizsas; Area de Parasitologia, Fac de Cs Bioq y Farms
virginiagperdomo@yahoo.com.ar

Los macréfagos son unas de las primeras células en ser invadidas por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Se desconoce si el
antichagasico benznidazol (BZL) modifica la expresion y actividad de proteinas transportadoras de drogas de membrana plasmatica y si
esto puede afectar su eflujo y su efectividad. OBJETIVO: Evaluar el efecto de BZL sobre la expresion y actividad de proteinas de eflujo
de drogas en macréfagos como modelo de célula hospedera del parésito. Para ello, células THP-1, derivadas de una leucemia
monocitica humana, se diferenciaron a macréfagos y se trataron con BZL (2, 20 y 200 pM, 48 h, n=3) o vehiculo (C). Los niveles
proteicos de la proteina asociada a resistencia a multidrogas (MRP2) y de P-glicoproteina (P-gp) se detectaron por western blotting. Se
observé un aumento dosis-respuesta para ambas proteinas: a la mayor concentracién, MRP2:+110% y P-gp:+440% (p<0.05). La
actividad de transporte de MRP2 y P-gp (BZL 200 uM, 48 h) se evalué a través del eflujo de sustratos modelos (dinitrofenil-glutation y
rodamina-123, respectivamente). La actividad de transporte de MRP2 (BZL: 51 + 3 vs. C: 41 + 1 nmoles/30 min/107 células, p<0.05) se
correlacion6 con el aumento de proteina. Contrariamente a lo esperado, la cantidad de rodamina-123 liberada al medio en BZL no difirid
de C indicando que la P-gp generada por induccién seria inactiva o no se encontraria en membrana plasmatica. Por microscopia
confocal confirmamos localizacion intracelular de P-gp. CONCLUSION: el tratamiento con BZL induce la expresién y actividad de dos
importantes transportadores de drogas en macroéfagos, pudiendo modificar la farmacocinética de otras drogas que son sus sustratos.
Ademas, como P-gp esta parcialmente involucrada en el transporte de BZL, su induccion en organelas/vesiculas intracelulares, podria
hacer que BZL se acumule en un compartimiento intracelular diferente del citosdlico llevando a un menor contacto droga-parasito lo cual
podria disminuir su efectividad.

230. (109) ROL DE LA PROTEINA QUINASA A EN EL EFECTO DE DENATONIO Y CICLOHEXIMIDA SOBRE LA SE-
CRECION DE AMILASA EN GLANDULA SUBMAXILAR MURINA.
Dasso M.1; Diez R.z; Sales M.s
CEFYBO-CONICET: s Segunda Catedra de Farmacologia, Facultad de Medicina, UBA:
maximilianodasso@gmail.com

La transduccion de la percepcion amarga en tejido gustativo murino estd mediada por la activacion de receptores acoplados a
proteina G, llamados T2R. Estos también se encuentran expresados en el tracto gastrointestinal. Las glandulas salivales murinas
pertenecen al aparato digestivo y hemos demostrado previamente por Western blot e inmunohistoquimica que expresan el subtipo de
receptor T2R6. Dos compuestos amargos, denatonio (DEN) y cicloheximida (CICLO) que en tejido gustativo murino activan los subtipos
T2R8 y T2R5, respectivamente, inhiben la secrecion de amilasa en glandula submaxilar (GSM) murina (DEN: 48,0+2,9%; CICLO:
50,1+8,8%) con respecto al control (100%). Los dos compuestos inhibieron significativamente la actividad de la PLC, medida como
produccién de inositol monofosfato (nmol/mg prot.) (DEN: 2,9+0,3; CICLO: 3,0+0,1; control: 4,9+0,1; p<0,001 vs. control) y 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). El
pretratamiento de la GSM con H-89 (10-5M), un inhibidor selectivo de la proteina quinasa A (PKA) revirtid6 parcialmente el efecto
inhibitorio de DEN sobre la secrecion de amilasa (DEN+H-89: 23,9+6,4%; p<0,001 vs. DEN) mientras que no modificé el efecto de
CICLO. Ademas, el pretratamiento conjunto de la GSM con H-89 y NCDC (10-5M) un inhibidor no selectivo de la PLC, revirtié
totalmente el efecto de DEN, llevandolo al valor control y parcialmente el de CICLO sobre la secrecion de amilasa (CICLO+H-
89+NCDC: 79,68+4,38%; p<0,001 vs. control). Concluimos que en GSM murina DEN y CICLO incrementan los niveles de AMPc, que
aumentarian la actividad de la PKA. Esta enzima podria regular negativamente la actividad de la PLC, con la concomitante disminucion
de la secrecién de amilasa.
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231. (150) PROGESTERONA Y MEDROXIPROGESTERONA REGULAN LA FUNCION VASCULAR EN FORMA DIFE-
RENCIAL
Cutini P.1; Massheimer V.2
CONICET, Catedra de Bioquimica Clinica Il, Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, UNS12
pcutini@uns.edu.ar

La terapia de sustitucion hormonal empleada para prevencion de enfermedades cardiovasculares en mujeres postmenopausicas
incluye una combinacién de estrogenos con progestagenos sintéticos. La génesis de la lesién ateromatosa se caracteriza por un patron
de cambios en los procesos celulares de adhesion plaquetaria, sintesis de compuestos vasoactivos, y migracion celular. El objetivo de
este trabajo fue comparar los efectos de la progesterona nativa (Pg) y su andlogo sintético acetato de medroxiprogesterona (MPA)
sobre eventos celulares involucrados en la lesién vascular. Se emplearon células endoteliales (CE) y de musculo liso vascular (CMLV)
obtenidas por cultivo primario de explantes a partir de anillos de aorta de ratas Wistar. Para estudiar adhesion plaquetaria, CE crecidas
en monocapa fueron tratadas con los esteroides en presencia o ausencia de inductores de adhesién (trombina/LPS), e inmediatamente
después se adicionaron plaguetas aisladas de sangre venosa. Empleando un amplio rango de concentraciones (1-100 nM), se observé
que Pg inhibié significativamente la adhesion respecto al control (p<0.05), en tanto que MPA la aumenté (p<0.05). El tratamiento con Pg
revirtié el efecto de trombina/LPS, mientras que MPA lo potencié (26% vs trombina/LPS, p<0.005). En los estudios de migracién celular,
ambos esteroides estimularon la movilidad de CMLV luego de 48 hs de tratamiento, siendo mayor el estimulo para Pg (51+6; 138+16;
18019 células/campo, control; MPA 10 nM; Pg 10 nM, p<0.001). Con respecto a la sintesis de vasoactivos, demostramos que
tratamientos cortos (15-25 min) con Pg (1-100 nM) estimularon (p<0.02) la sintesis de 6xido nitrico (método de Griess) en CE, mientras
que el tratamiento con la progestina sintética inhibié significativamente su produccion (22-49% por debajo del control, MPA 1-100 nM,
p<0.05). En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que a nivel vascular, las acciones bioquimico/celulares de Pg y MPA son
diferentes.

232. (199) LOS RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G MODULAN LA EXPRESION DE VEGF-A Y LA ACTIVIDAD
DE MMP-2 Y 9 EN LAS CELULAS SCA-9.
Dmytrenko G.1; Espafiol A.2; Castro M.s; Sales M.«
CEFYBO-CONICET 234
anchik_do@hotmail.com

La receptores acoplados a proteina G (RAPG) forman una familia cuya expresion y actividad estan asociadas a procesos
patoldgicos como la tumorigénesis. Previamente demostramos que las células de la linea SCA-9, derivada de un tumor de glandula
submaxilar murina, expresan RAPG de gusto amargo (T2R) y muscarinicos. Observamos que la estimulacion de estos receptores con
sus agonistas sintéticos, denatonio (Dn) y carbacol (Cb) respectivamente, agregados durante 15 min. incrementa la proliferacion. Dado
que el crecimiento y la progresion de tumores sélidos estan asociados al aumento de la neovascularizacion, estudiamos la expresion
del factor de crecimiento del endotelio vascular-A (VEGF-A) por Western blot (Wb), que fue expresado como densidad 6ptica relativa
(D.O.r) y la actividad de las metaloproteasas (MMP) 2 y 9 por zimografia, en las células SCA-9, asi como su capacidad para inducir
angiogénesis in vivo (d=N° de vasos/mmz2 piel); también evaluamos la modulacién de estos parametros por los RAPG mencionados.
Mediante ensayos de Wb determinamos que las células SCA-9 expresan constitutivamente VEGF-A (0,1140,01). La estimulacién de las
células con Cb produjo un 61,8+10,8% de aumento en la expresiéon de VEGF-A (p<0,01 vs. basal). También aument6 la actividad de las
MMP-2 y 9 determinada en los sobrenadantes de cultivo en un 61,1+4,4 % para MMP-2 a las 12 h y un 37,61+2,2 % para MMP-9 a las
48h (p<0,001 vs. control). Ademas, las células SCA-9 inducen una respuesta angiogénica positiva (2,06+0,38; p<0,001 vs. control
1,2310,28). Este efecto se incrementa por el tratamiento de las células con Cb (2,80+0,16) o Dn (2,77+0,39); (p<0,001). Concluimos
que la activacion de los RAPG modula la expresion de VEGF-A y la actividad de MMP 2 y 9, asi como la angiogénesis tumoral inducida
por las células SCA-9, lo que los haria un blanco terapéutico en el cancer.

233. (446) METODOLOGIA DE WATER SITES: HERRAMIENTA PARA EL DISENO DE FARMACOS GLICOMIMETICOS
CON APLICACION EN PATOLOGIAS TUMORALES.
Modenutti C.1; Diego G.»; Silvia H.s; Marti M.«
Departamento de Microbiologia, Inmunologia y Biotecnologia, FFyB, UBA1 s Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBAz+
cmodenutti@ffyb.uba.ar

El Acido Hialurénico (AH) es un Glicosaminoglicano que se encuentra en la matriz que rodea a células en proliferacion o migracién y
se expresa en altos niveles en una variedad de tumores. CD44, una glicoproteina con funcién lectina presente en la superficie celular,
es el principal receptor para AH. Los oligosacaridos de AH (0AH) son capaces de desplazar la interaccion CD44-AH bloqueando asi los
estimulos de sobrevida y la capacidad migratoria de células tumorales. La estructura de solvatacion del sitio de reconocimiento de
carbohidratos (CRD) de las lectinas puede ser descripta a partir del clusters de aguas (WS) que se forman sobre la superficie. La
interaccion entre los residuos del CRD y las moléculas de agua de los WS se asemeja a la interaccion entre los grupos OH de los
azucares con estos aminoacidos. Previamente demostramos la capacidad de los WS para predecir la posicion de atomos polares del
ligando (EWS) para el complejo CD44-0AH. La hipétesis de trabajo fue que a mayor numero de EWS para un oligosacarido, mas
estables seran los complejos con CD44. El objetivo del trabajo fue determinar la capacidad de los EWS para predecir la estabilidad
energética de diferentes complejos. Para ello, realizamos simulaciones de Dinamica Molecular con solvente explicito durante 50ns para
CD44 y diferentes oligosacaridos (0AH, Quitosano (0QO) y Quitina (0Ql)). Calculamos las energias de uniéon mediante MM-GB (SA) y
los EWS para cada caso. Los valores de energia para los complejos CD44-0AH, oQO y oQl fueron de -26,08; -34,97 y -12,04 Kcal/mol
respectivamente. El nimero de EWS fue de 5, 7 y 2 para oAH, oQO y oQl respectivamente. Concluimos que el nimero de EWS es un
buen parametro para predecir la estabilidad relativa de diferentes complejos CD44-oligosacaridos. La informacion de los WS puede ser
utilizada para proponer glicomiméticos mas efectivos que los oAH.
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234. (653) MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA ACCION ANTIINFLAMATORIA DEL GLUCOCORTICOIDE DISO-
CIADO 21-OH-6,19-EPOXIPROGESTERONA
Orqueda A.1; Veleiro A.2; Burton G.s; Pecci A
LEGMA-IFIBYNE-CONICET, Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA: 4, Departmento de Quimica Organica, FCEN,
UBA:3
aorqueda@gb.fcen.uba.ar

Los glucocorticoides (GCs) son frecuentemente utilizados como antiinflamatorios debido a su capacidad de reprimir la expresion de
proteinas proinflamatorias como la ciclooxigenasa-2 (cox-2). Estos efectos son consecuencia, en parte, de la accion transrepresora que
los GCs ejercen sobre la actividad de factores de transcripcion como NF-kB y AP-1, y también de la induccién de la expresion de
fosfatasas de protein-quinasas activadas por mitégenos, como la fosfatasa de especificidad dual-1 (DUSP-1) que inhibe a la protein-
quinasa p38. La activacién de p38 provoca un aumento en los niveles de cox-2 al promover la estabilidad de su ARNm y/o activar a NF-
kB. En estudios previos, demostramos que el esteroide rigido 210H-6,19-epoxiprogesterona (210H-6,190P) posee actividad
glucocorticoide disociada, transreprimiendo la accion de NF-kB y AP-1 sin afectar la expresién de genes que responden a GCs
mediante el mecanismo de unién directa de su receptor al ADN. A fin de caracterizar la acciéon de este nuevo esteroide, el objetivo de
este trabajo fue estudiar su posible accion antiinflamatoria y compararlo con la del GC sintético comercial dexametasona (DEX). Los
resultados indican que 210H-6,190P inhibe la formacién de nitritos en cultivos primarios macréfagos de ratén estimulados con
lipopolisacaridos de manera similar a DEX (LPS = 2,8 + 1,3 veces de induccion; LPS + 210H-6,190P = 1,1 + 0,4; n = 5). A su vez,
210H-6,190P, al igual que DEX, inhibe tanto la expresion génica de cox-2 inducida por TNF-a (TNF-a = 10,1 + 3,6; TNF-a + 210H-
6,190P = 2,4 + 1,0; n = 3) como la fosforilacion de p38 (TNF-a + 210H-6,190P = 0,6 + 0,3 respecto a TNF-a; n = 8) en la linea celular
pulmonar humana A549, no siendo esta Ultima accién afectada por la presencia del inhibidor de fosfatasas ortovanadato de sodio. A
diferencia de DEX, 210H-6,190P no modula los niveles de expresion de la fosfatasa DUSP-1. En su conjunto, 210H-6,190P surge
como un nuevo glucocorticoide con propiedades antiinflamatorias.

CARDIOVASCULAR 2

235. (119) ROL DE LOS RECEPTORES ALFA1 ADRENERGICOS Y DE LA GSK-3BETA EN EL MECANISMO DEL
POSCONDICIONAMIENTO ISQUEMICO
Siachoque N.1; Buchholz B.2; D*annunzio V.s; Quiroga A.4; Giani J.s; Dominici F.s; Turyn D.7; Donato M.s; Gelpi R.s
Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Facultad de Medicina, UBA1 23459, Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas,
FFyB, UBAss7
nadezda_ann@yahoo.com

Diferentes receptores activan el poscondicionamiento isquémico (Poscon), sin embargo, no fue estudiado el rol de los receptores a1
adrenérgicos (a1-ARs). Por otro lado, es conocido que Akt y Gsk-3b participan en el mecanismo del Poscon, pero no es conocido el
efecto de la activacion de los a1-ARs sobre la expresion y fosforilacion de estas enzimas. Objetivo: determinar si los a1-ARs activan el
Poscon a través de la fosforilacion de Akt y GSK-3b. Corazones de ratas fueron perfundidos segun la técnica de Langendorff y
sometidos a 30 min de isquemia y 2 hs de reperfusion (Control; n=6). En un segundo grupo (n=9), se repitié el protocolo del control,
pero luego de la isquemia se realizaron 6 ciclos de reperfusién/Isquemia (10 seg; Poscon), seguidos de 2 hs de reperfusion. En el tercer
grupo (n=6), se repiti6 el protocolo de Poscon pero se administr6 Prazosin (bloqueante a1-ARs), durante los ciclos de
reperfusion/isquemia. Se evalué el tamafo de infarto y se determiné la expresion y fosforilacion de Akt (citosdlica y mitocondrial) y GSK-
3b (mitocondrial). EI Poscon redujo el Tl respecto del control (58.1+5.1 vs. 40.1+2.9%; p<0.05), mientras que la administracién de
Prazosin abolio este efecto (61.6+4.5%, p<0.05). No se observaron cambios en la expresion citosélica de Akt, sin embargo el Poscon
indujo la fosforilaciéon de la enzima (0.91+0.04 UA, p<0.05) comparado con el grupo control y Prasozin (0.52+0.14 y 0.42+0.05 AU). La
expresion mitocondrial de Akt disminuy6 en el control (0.37+0.05 UA) y en el tratado con Prazosin (0.35+0.04); mientras que aumento
en el grupo Poscon (0.91+0.20 UA; p<0.05). La fosforilacion de la enzima siguié el mismo patrén que su expresion. La expresion de
Gsk-3b mitocondrial fue similar en todos los grupos, sin embargo, el Poscon incrementé su fosforilacion (0.21+0.8 vs 0.76+0.14;
p<0.05). La administracién de Prazosin abolié este efecto. El Poscon reduce el tamafio de infarto activando los a1-ARs e induciendo la
fosforilacion de Akt y Gsk-3b.

236. (154) ROL DE LA TIORREDOXINA-1 EN LA INJURIA POR ISQUEMIA Y REPERFUSION EN ANIMALES JOVENES Y
ADULTOS.
Perez M.s; D"annunzio V.z; Kersting S.s; Sanchez Villamil J.s; Carreras M.s; Poderoso J.s; Gelpi R.7
Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Dpto de Patologia, Facultad de Medicina, UBA: > 7; Laboratorio de Metabolismo de
Oxigeno, Hospital de Clinicass+ss
mavirginiape@yahoo.com.ar

Ha sido demostrado en animales jévenes que la tiorredoxina-1 (TRX-1), un antioxidante fisiolégico, ejerce un efecto protector frente
a la injuria por isquemia y reperfusion (R). Dado que el estrés oxidativo se incrementa durante la adultez. Objetivos: Evaluar el tamafio
de infarto y la funcién ventricular en ratones con isquemia/reperfusion y sobreexpresion de TRX-1 (TRX-1 in) a los 3 y 12 meses
comparando con su control no transgénico (NT); y evaluar la actividad de TRX-1 en los diferentes grupos de ratones de 3 y 12 meses.
Se utilizaron corazones aislados e isovolumicos de ratones TRX-1 in y sus respectivos NT perfundidos segun la técnica de Langendorff.
Se realizaron 4 protocolos: NT 3 y 12 meses; TRX-1in 3 y 12 meses. Los corazones fueron sometidos 30 min de isquemia y 60 min de
R. Se evalud la presion desarrollada del ventriculo izquierdo (PDVI), la presion diastdlica final del VI (PDFVI). Se midié el tamafio de
infarto y se evaluo la actividad de TRX-1 en animales TRX-1 in de 3 y 12 meses. En la tabla se expresan los resultados como X+ES-
*p<0.05 vs NT 3 meses; #p<0.05 vs TRX-1 in 3 meses.
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Grupos PO FOFWVI Infarto Actividad dz2

(mrmHg) trrmH g (%) TRX-1 [UA)
Baszal 60 min R Basal &0 min R
NT 3meses (n=5) 7389+76 211+560 87 +08 228+48 42B+60
TRX1in3meses 771 +1156 1836+42 1836+21 213+5% 276+36" 10+00
(n=£}

NT12 meses (n=5) 817 +84 3H3+128 098+37 237+47 B26+ 52
TRX1 in12 meses 725+66 287 +68 114+17 288+68 491+ 63 0,67 +002+
(n=5)

La sobreexpresion de TRX-1 redujo significativamente el tamafio del infarto en ratones de 3 meses, sin cambios en la recuperacion
de la funcién ventricular (PDVI y PDFVI). Este efecto no se observé en ratones TRX-1 in de 12 meses y fue atribuido al 50% de
disminucion de actividad de TRX-1. Nuestros datos indican que en los animales de 12 meses, la mayor expresion de TRX-1, no se
traduce en un efecto protector miocardico debido a la inactivacién temporal de esta enzima.

237. (168) EXPRESION DE ADIPONECTINA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE SINDROME METABOLICO
Scribano Parada M.:; Baez M..; Becerra F.s; Binchi M.«; Balceda A.s; Moya M.s; Taran M.z
Catedra de Fisica Biomédica, Facultad de Cs Médicas, UNC1ss7; Catedra de Fisica Biomédica, Facultad de Cs Médicas, UNC,
IICSHUM (UNLaR):s; Laboratorio Labacs, Becaria SECyT7
pachiscribano@hotmail.com

La adiponectina posee propiedades antiaterogénicas y antiinflamatorias, ya que estimula la formaciéon de 6xido nitrico e inhibe la
proliferacion celular, mediante la supresion de la formacién de especies reactivas de oxigeno. La disminucion de dicha proteina
generaria aumento del proceso inflamatorio vascular e incrementaria las lesiones aterogénica en un modelo experimental de sindrome
metabdlico (SM) y aterogénico por hiperfibrinogenemia (HF). Determinar la cuantificacion plasmatica de adiponectina podria indicar la
carga aterogénica en un modelo experimental de SM asociado a aterogénesis inducida por HF. Se utilizaron 72 ratas machos Wistar:
control(A), HFx30ds(B); HFx60ds(C), SM(D), SM+HF(E), HF+SM(F). La HF se realiz6 por laparotomias medianas y paramedianas, una
cada 7 dias en el grupo de 30 dias y cada 15 dias en el grupo de 60 dias. SM se indujo por administracion de fructuosa al 10% diluida
en agua de bebida durante 30 dias. Adiponectina (ug/dL) se determind por Radioinmunoensayo. Los resultados se analizaron por
ANOVA y Hotelling como test poshoct, nivel de significacién p<0,05. Al comparar las concentraciones de adiponectina en los diferentes
grupos observamos una disminucion significativa de dicha proteina en todos los grupos (B)(7,45+0,43), (C)(6,79+0,18)(p<0,001),
(D)(8,3410,2), (E)(8,64+0,32) y (F)(9,57+0,28)(p<0,01) en comparacion con el grupo (A)(11,17+0,11). La adiponectina suprime la
proliferacion y migracion de células musculares lisas a la pared vascular, asi como la capacidad fagocitica de los monocitos, células
claves en la progresion y la formacion de la lesién aterogénica. La disminuciéon observada incrementaria la respuesta inflamatoria
reflejado por la HF que generaria engrosamiento y aumento de la proliferacion de células musculares lisas arteriales. Valores bajos de
adiponectina podria ser un nuevo marcador biolégico para la asociaciéon entre sindrome metabdlico, sus complicaciones y el riesgo
aterogénico aumentado.

238. (1'84) MODIFICACIONES EN LA CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE
SINDROME METABOLICO
Becerra F.1; Baez M.;; Balceda A.s; Scribano Parada M.s; Signorini F.s; Bilbao J.s; Moya M.7; Taran M.s
Céatedra de Fisica Biomédica, FCM, UNC: 4 5 6 s; Catedra de Fisica Biompedica, FCM, UNC, IICSHUM (UNLaR): s 7; Becaria
SECyTs
bflorchis@gmail.com

El sindrome metabdlico (SM) es una entidad con una clinica multifactorial, incrementando al asociarse con otros factores de riesgo
como la hiperfibrinogenemia (HF). EI SM implica inflamacién y estrés oxidativo (EO) pudiendo repercutir en la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial. Se analiz6 la actividad de complejos mitocondriales |, I, Il y IV para determinar la importancia del estrés
oxidativo. Se utilizaron ratas Wistar: control (A), SM (B) y SM+HF (C) (n=12 en cada grupo). El SM se indujo por administracién de
fructosa al 10% diluida en agua de bebida durante 6 semanas. HF se indujo por injuria tisular (1xsemana). Se valido el estado de SM
determinando insulina, glucemia, triglicéridos y HOMA. Se analiz6 la actividad de complejos enzimaticos mitocondriales por técnicas
espectrofotométricas. Para realizar la estadistica se utilizé ANOVA multivariado, estableciendo p<0.05 como nivel de significacion.

Contral (5 EE) S+ AF [0
Citrato sintetasa(moles Cofuminmgprot)  036+0,01 0,25+0,008 0,07+0, M
Cl{pmoles MADH. mir- mgprot) 0,0848+0 013 002148108 0,1516+0.009
Gll{pmoles succinato.min-mgprot) 5,8681113 8% B840 10®43,2+10%€ 1, 1-10451
Clll{prneles Ubiguinona.min-.rmgprot) 0,2817+0.022 04578+ 0.03 0,234+0.013
Cvi{pmoles fermcitocromec. min-mgpret) 0171220017 02018+0 055 0,233+0.01

Mediat ES: G (AJva(B) p<0.001, (Avs(C) p<0 001, (BJvs(Clp<0.001. Gl (A)va(BINS (A)
v(C)ip<0.001, (Bvs(Clp<0.001. CHLIANS(Blp<0.001, (Alve(C)p<0.01, (Bvs(Clp<0.001.
CIV-(Alvs(B) p<0.001, (A)va(G) p<0.001, (Bve(C)p<0.001

El SM se asocia con elevados niveles de marcadores oxidativos causando disminucion de la actividad de todos los complejos
mitocondriales, lo cual produciria dafio a biomoléculas constituyendo un mecanismo fisiopatogénico adicional para aumentar la carga
aterogenica, debido a que la resistencia a la insulina induce a la dislipidemia con importante participacién de las LDL-oxidadas retenidas
en la intima aodrtica y aumento de células espumosas.
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239. (236) EL SISTEMA DE LA TRH CARDIACO: NOVEL MEDIADOR DE LA ACCION HIPERTROFICA Y FIBROTICA
INDUCIDA POR All?
Peres Diaz L.1; Landa M.2; Gonzales Mansilla N.s; Alvarez A.4+; Dovijo J.s; Pirola C.s; Garcia S.7
Cardiologia Molecular, Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo A Lanari, UBA- IDIM-CONICET: 2 4 6 7; Instituto de
Investigaciones Médicas Alfredo A Lanari, UBA- IDIM-CONICETss
peresdiazls@yahoo.com.ar

El sistema de la TRH cardiaco participa en el desarrollo de hipertrofia cardiaca (HC) en ratas SHR. Su inhibicién impide el desarrollo
de HC (Hypertension 2011) y su sobre expresiéon induce un corazon hipertrofiado en la rata. Es conocido que la All ademas de
vasopresora es proinflamatoria e induce hipertrofia y fibrosis cardiaca. Realizamos en ratones C57 adultos infusion continua de
angiotensina Il (All) (bomba ip. 2 mg/kg/dia) vs. fisiolégica (SF) durante 7d, y evaluamos los dafios en dos grupos de animales, uno al
que previamente se le inhibié el sistema de TRH a través de una inyeccion intracardiaca de un siRNA especifico contra el precursor de
TRH (siRNA-TRH) vs uno con el sistema de TRH cardiaco intacto (siRNA-Con). Registramos el peso corporal, la PAS, y el consumo de
agua basal y 7d. Al sacrificio, se extrajo el corazén y se midié T3 y T4. A partir del RNA total se cuantifico la expresion del mRNA de
preTRH, su receptor tipo | (r-TRH 1), colageno Ill, BMHC, BNP y TGF-B por PCR en tiempo real.El tratamiento con All indujo un
aumento (p<0.05) de la PAS 7d en All+siRNA-Con y All+siRNA-TRH vs. PAS basal evidenciando su efectividad. La All indujo un
aumento (p<0.05) de la expresion de TRH sdélo en el grupo All+siRNA-Con, verificandose la efectividad del bloqueo del sistema
mediante siRNA-TRH. No hubo cambios en el indice hipertréfico probablemente debido a la corta duracion del experimento; aun asi a
los 7d, la All indujo un aumento (p<0.05) de la expresion del mRNA de BNP, BMHC, colageno Il y TGF-B en el grupo All+siRNA-Con,
aumento que no se observo en el grupo con el sistema de la TRH cardiaco bloqueado previo al tratamiento, grupo que presento una
expresion de los marcadores de dafio cardiaco similar a los animales que recibieron SF, salvo en el caso del TGF-B que permanecio
aumentado. Estos resultados sugieren que es necesario un sistema de TRH cardiaco intacto para la accion promotora del dafio
cardiaco (hipertrofia y fibrosis) de la All en roedores.

240. (237) EFECTOS DE LA WORTMANINA (W) SOBRE LAS ACCIONES BENEFICIOSAS DEL PRECONDICIONA-
MIENTO ISQUEMICO EN CORAZONES DE RATA PERFUNDIDOS LANGENDORFF SOMETIDOS A ISQUEMIA
GLOBAL-REPERFUSION.

Torresin M.1; Velez D.2; Hermann R.3; Savino E.«; Varela A.s; Marina Prendes M.s
Catedra de Fisiologia, FFYB, UBA, IQUIMEFA-CONICET123456
etorresin@gmail.com

El precondicionamiento isquémico (PCIl) es una de las intervenciones mas poderosas que disminuye el dafio por isquemia-
reperfusion. Muchas son las sefiales moleculares involucradas en las acciones protectoras del mismo. El objetivo del siguiente trabajo
fue investigar la participacion de la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K) en los efectos beneficiosos del PCI. Se trabajé con corazones de
rata perfundidos Langendorff sometidos a 25 min | (isquemia)-60 min RP (reperfusion). EI PCI consistié en cuatro ciclos de 5 min de | y
5 min de RP, antes de los 25 min de isquemia global total. La wortmanina (W) (100 nM) se suministré en el medio de perfusion 5
minutos antes de comenzar el protocolo de PCI hasta finalizar la isquemia global total. Se evalué la contractilidad por medio de la
determinacién del producto presion sistolica por frecuencia cardiaca (PxF), las velocidades de contraccion y de relajacion (+dP/dt) y se
midié la presién diastdlica final (PDF). Se determind la liberacién de creatina kinasa (CK) al medio durante los primeros 10 minutos de
reperfusion. La estadistica se hizo con ANOVA (n=8 / grupo). Coincidiendo con trabajos anteriores, el PCl mejord la recuperacion
postisquémica de la contractilidad, mientras que la W disminuy6 los efectos beneficiosos del PCI anulando las diferencias con el grupo
control (C) (PxF (%) a los 10 min de RP: C 23,9+6.4; C+W 14,8%6,7; PCI 53,2+6,8*; PCI+W 20,57+8,4; * p<0,05 vs C, C+W y PCI+W).
Se observo un aumento de la PDF en los PCI tratados con W (PDF (%) a los 10 min de RP:C 19,545,9; PCI 7,22+2,6*; C+W 35,2+13,1;
PCI+W 20,747,9; * p < 0,05 vs C, C+W y PCI+W). Disminuyd la liberacién de CK en los PCI y no modificé dicho perfil el empleo de W
(CK (Ul/gh) C 38,6+2,8; PCI 22,64+5,0%; C+W 38,415,1; PCI+W 25,7+4,6*;, * p < 0,05 vs C y C+W). Estos resultados sugieren la
participacion de la PI3K en los efectos beneficiosos funcionales del PCI.

241. (246) RESPUESTA AL ISOPROTERENOL DE AURICULAS AISLADAS DE RATA SOMETIDAS A ISQUEMIA
SIMULADA-REPERFUSION EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE 3-METILADENINA
Hermann R.1; Torresin M.2; Marina Prendes M.s; Savino E.4; Varela A.s
Catedra de Fisiologia, FFYB, UBA, IQUIMEFA-CONICET:2345
rhermann@ffyb.uba.ar

Trabajos anteriores mostraron que en auriculas izquierdas aisladas de rata sometidas a isquemia-reperfusion simuladas (Is-Rs), la
3-metiladenina (MA), inhibidor especifico de la autofagia, carecié de efectos sobre la fuerza pico de contraccion y la viabilidad celular,
pero incremento el desarrollo de contractura durante la Is y los primeros minutos de la Rs. Por otro lado, se observo la aparicion de
arritmias severas durante la Rs s6lo en presencia del inhibidor. El objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta contractil al agonista
B-adrenérgico, isoproterenol (ISO) 2 uM, de la auricula izquierda de rata, luego de ser sometida a Is-Rs en ausencia y en presencia de
MA. Se emplearon auriculas izquierdas aisladas de ratas hembras Sprague-Dawley estimuladas a 60 pulsos/minuto, registrandose la
fuerza sistodlica pico (FS) y la fuerza diastolica final (FD). Los preparados se montaron isométricamente e incubaron en medio Krebs-
Ringer bicarbonato, conteniendo glucosa 10 mM, gaseado con O2 95%-CO2 5%, pH 7,4, mantenidos a una temperatura de 31°C.
Luego de 60 min de estabilizacion, se inici6 la Is reemplazando el O2 por N2 y la glucosa 10 mM por 2-desoxiglucosa 10 mM, pH 6,8-
7,0. Se empled ANOVA, n=5. La maxima respuesta contractil (expresada como porcentaje con respecto a la FS desarrollada antes del
agregado de ISO entre 10-9 y 10-5M) en auriculas sometidas a aerobiosis, se obtuvo a partir de ISO 1 uyM. La FS aument6 a 201,00 £
28,41 % luego del agregado de ISO al medio de incubacién de auriculas sometidas a 210 min de aerobiosis. Cuando el ISO fue
agregado al medio de incubacién de las auriculas sometidas a Is-Rs en presencia de MA se observo una menor respuesta contractil
que la observada en ausencia de MA (156,75 + 15,82 vs 301,00 + 32,02 %; p<0,01). El ISO no modificé la FD en ningin caso. Los
resultados sugieren que, bajo estas condiciones experimentales, la MA disminuye la reserva contractil de la auricula aislada de rata
luego del periodo experimental de Is-Rs.
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242. (352) EFECTO DEL TRATAMIENTO DE DISTINTAS DOSIS DE PROANTOCIANIDINAS EXTRAIDAS DE LIGARIA
CUNEIFOLIA (PLC) EN RATAS WISTAR CON DIETA HIPERCOLESTEROLEMICA SOBRE LA CONCENTRACION
DE COLESTEROL PLASMATICO Y LA VISCOSIDAD SANGUINEA.
Dominighini A.1; Gonzalvez J.2; Crosetti D.s; Urli L.s; Ronco T.s; Monti J.e; Frances D.7; Wagner M.s; Carnovale C.s; Luquita A.1o
Cétedra de Biofisica, Fac Cs Médicas, UNR1 23410, Fisiologia, Cs Bioquim y Farm, UNR, CONICETss7s; Farmacobotanica, FFyB,
UBAs
adominighini@arnet.com.ar

La infusion de Lc o “muérdago criollo” es utilizada en medicina popular para dar mayor fluidez a la sangre disminuyendo el colesterol
plasmatico (Copl). Anteriormente demostramos que ratas tratadas con extracto crudo de Lc por via intraperitoneal (i.p.), disminuye el
Copl y aumenta la viscosidad sanguinea (VS), mientras que las tratadas con PLc en una dosis de 3mg/100g de peso corporal,
disminuye el Copl sin modificar las VS. Objetivo: analizar el efecto del tratamiento con distintas dosis de PLc sobre la concentracion de
Copl y la VS. Métodos: Ratas Wistar macho adultas endocriadas (n=24), 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) 0,8g/100g de dieta y
aceite de maiz 28% (peso/peso de dieta). Se utilizaron ratas como Controles (C) (n=6) inyectadas i.p. con solucion fisiologica y
Tratadas (T) inyectadas i.p. con PLc 1,5 mg(n=6) y 6 mg(n=6) /100g peso corporal, cada 24 horas durante 3 dias. Al cuarto dia las ratas
se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg peso corporal, i.p.), se les extrajo sangre por puncion cardiaca. Se determinaron
Copl (método enzimatico de esterasa-oxidasa), CoHDL, y CoLDL. También VS y plasmatica (VP) con viscosimetro rotacional Wells-
Brookfield LVT- a 230 s-1, a 37 °C. La VS relativa estandarizada a un hematocrito del 45% (VSrs), se calculé como (VS/VP)45/Hto.
Resultados: (media + ES). Copl (mg%): C : 108,54 + 2,21, T1,5: 71,56 + 3,64* T6: 67,66 + 1,17*; CoHDL: C : 25,00 + 0,74 ; T1,5:22,10 +
2,37* T6: 18,75 + 0,95*; CoLDL : C:25,60 + 0,81 ;T1,5:13,59 + 1,08* T6:18,00 + 0,36* (*p<0,05 ) VSrs: C:5,98+0,19, T1,5: 6,26+0,39ns,
T6: 7,05+0,46 ns (ns:no significativo vs C). Conclusién: Se ha obtenido una fraccién de Lc que produce descenso de Co plasmatico,
CoHDL y CoLDL, sin modificar la fluidez sanguinea en ratas hipercolesterolémicas.

243. (358) RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO C677T DEL GEN DE LA METILEN TETRAHIDROFOLATO REDUC-
TASA Y LA HIPERTENSION ARTERIAL EN VARONES Y MUJERES.
Turk Noceto P.1; Morales A.;; Gariglio L.s; Potenzoni M.4; Porcile R.s; Fridman O.s
Centro de Altos Estudios en Ciencias Humanas y de la Salud, UAl: 2; Hospital Universitario, UAls +5; Centro de Altos Estudios en
Ciencias Humanas y de la Salud, UAI, CONICETs
paulita_turk@hotmail.com

La homocisteina (Hcy) es un factor de riesgo vascular independiente. Su remetilacion a metionina es regulada por la enzima 5,10-
metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHFR). La sustitucion de C por T en el nucledtido 677 del gen MTHFR se asocia a hi-
perhomocisteinemia. Se evalud la relacion entre este polimorfismo y la Hey plasmatica (tHcy) en normotensos (NT) e hipertensos (HT) y
la influencia de sexo y edad. Métodos: Estudio transversal sobre sujetos convocados en tres centros de salud de la Ciudad de Buenos
Aires. El diagnostico de hipertension fue recabado de la historia clinica considerando la existencia de tratamientos antihipertensivos. Se
midié tHcy por quimioluminiscencia y la mutacién C677T por PCR-RFLP. Estadistica: Test “t” Student o ANOVA y test LSD para
paramétricos y Chi cuadrado y andlisis de regresion logistica para no paramétricos. Resultados: Se incluyeron 236 sujetos (68 varones
y 168 mujeres). No hubo diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y alélicas entre NT e HT y tampoco entre los que
presentaron tHcy por debajo y por encima de la mediana, tanto en la poblacién total como estratificados por sexo y/o edad. Las tHcy
fueron mayores en varones que en mujeres, en la poblacién total y en los portadores del alelo T (p<0.01). En varones mayores de 47
afos (mediana) tHcy fue mas elevada que en menores independientemente del genotipo (p<0.05), pero en mujeres la tHcy mas alta se
observo solo en las mayores de 47 afios con el alelo T (p<0.05). También solo en mujeres mayores, las HT presentaron tHcy mas alta
que las NT entre las portadoras del alelo T (p<0.05). Conclusiones: Se observé una asociacion entre el polimorfismo C677T MTHFR y
la tHcy con la hipertension arterial que en mujeres se manifiesta con la edad. Dado que otras causales, como dieta y estado hormonal,
modifican la expresion fenotipica de esta variante genética, las diferencias género y edad especificas observadas podrian deberse a la
actividad enddécrina. PIP CONICET 5716.

244. (586) EFECTOS DEL EJERCICIO INTENSO SOBRE LA HIPERTROFIA MIOCARDICA Y LA RESERVA INOTROPICA
EN RATONES TRANSGENICOS CON SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA GSa.
Wilensky L.1; Gonzalez G.z; Matorra L.s; Morales M.4; Gelpi R.s
Instituto de Fisiopatologia Cardiovascularizsas
lucianawilensky@hotmail.com

Es conocido que la actividad fisica produce efectos beneficiosos reduciendo factores de riesgo cardiovascular y modificando
favorablemente estados patolégicos previamente establecidos como la hipertension, el infarto de miocardio y la insuficiencia cardiaca.
El objetivo fue estudiar en ratones no transgénicos (noTG) y transgénicos (TG) con sobreexpresion cardiaca especifica de la proteina
Gsa e hiperactividad simpatica, aspectos funcionales e histolégicos producidos por el ejercicio (E) intenso. Se realizaron 4 grupos:
noTG (n=4): ratones sedentarios; TG (n=5): ratones sedentarios; noTG+E (n=7): ratones que realizaron ejercicio que consistié en 2
sesiones/dia de 90 minutos de natacién, 6 dias/semana y TG+E (n=7): ratones que realizaron el mismo protocolo de ejercicio. A las 4
semanas, los animales fueron anestesiados y cateterizados registrandose la funcién ventricular basal y la respuesta al isoproterenol
(ISO, 56ng/Kg). Luego de la eutanasia, los corazones fueron procesados para su estudio histoldgico. El cociente peso del ventriculo
izquierdo (mg)/longitud de la tibia (mm), indice de hipertrofia, fue 5.120.4 en noTG, 5.5£0.3 en TG, 6.8+0.2 en noTG+E (P<0.05 vs
noTG) y 6.7£0.3 en TG+E (P<0.05 vs TG). El E no modificé el estado inotrépico basal respecto a sus controles, mientras que en
respuesta al ISO, la +dP/dtmax se incrementd 63+10% en noTG, 34+2% en TG (P<0.05 vs. noTG), 36+7% en noTG+E (P<0.05 vs.
noTG), y 36+7% en TG+E (P<0.05 vs TG). El colageno fue similar entre los grupos. De esta manera, los ratones TG desarrollan
hipertrofia miocardica secundaria al ejercicio similar a los noTG. La reserva inotrépica se mantiene conservada en los TG, aunque
partiendo de un valor control mas elevado y disminuida en los noTG. Estos datos sugieren que el ejercicio crénico intenso podria ejercer
un efecto deletéreo independiente de la hiperactividad simpatica secundaria a la sobreexpresion de Gsa.
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245. (647) EL AUMENTO DE CORTISOL SERICO SE ASOCIA CON LA ACTIVIDAD DE MMP-2 EN INFARTO AGUDO DE
MIOCARDIO
Miksztowicz V.1; Fernandez Machulsky N.z2; Fabre B.s; Gonzalez D.s; Garcia Escudero A.s; Blanco F.s; Riccitelli M.7; Gagliardi J.s;
Berg G.s
Laboratorio de Lipidos y Lipoproteinas, Dpto de Bioquimica Clinica, FFyB, UBA1 2 s; Laboratorio de Endocrinologia, Depto
Bioquimica Clinica-INFIBIOC, FFyB, UBAs+; Secciéon Hemodinamia, Divisién Cardiologia, Hospital Argerichse7s
veronicamik@ffyb.uba.ar

El infarto agudo de miocardio (IAM) es un evento traumatico, asociado con disfuncién neuroendécrina y aumento de liberaciéon de
cortisol. Las metaloproteasas (MMPs) son colagenasas que degradan la matriz extracelular y se asocian con vulnerabilidad de la placa
aterosclerdtica. El efecto de los glucocorticoides sobre la actividad de MMPs es controversial y se desconoce su asociacion con IAM.
Objetivo: evaluar el comportamiento del cortisol, MMPs y marcadores de inflamacion en pacientes hospitalizados con IAM, desde la
internacién hasta tres meses posteriores. Se realizé un estudio prospectivo, en pacientes hospitalizados por IAM y tratados con
angioplastia coronaria (n=49, 57+12 afios). En suero obtenido al momento de la hospitalizacion, 24 hs, 7 dias y tres meses se
determind cortisol, perfil lipoproteico, glucosa y PCRhs. Se midieron peso, talla, tension arterial y circunferencia de cintura. En plasma
se midi6 actividad de MMP-2 y 9. El cortisol se encontré aumentado en el momento del IAM, descendiendo a partir de las 24 hs (37 (50-
10) vs 14 (47-4), p<0.001) y manteniéndose posteriormente constante. PCRhs presenté aumento significativo a 24 hs y 7 dias del IAM
(p<0.001). MMP-2 presenté maxima actividad en la internacion respecto a 7 dias y 3 meses (AR:1,02+0,11 vs 0,92+0,12 y vs 0,82+0,13
respectivamente, p<0,0001). PCRhs correlacioné positivamente con el cortisol en el momento del infarto (r=0,34;p<0,03), a las 24 hs (r=
0,30;p<0,05), 7 dias (r=0,57;p<0,0001) y 3 meses (r= 0,35, p<0,05), y la actividad de MMP-2 con PCRhs y cortisol a los 7 dias del IAM
(r=0,45 y r=0,46 respectivamente; p<0,05). En el IAM se observa aumento temprano de cortisol que desciende a valores normales hacia
el tercer mes. La posible desregulacion del eje hipotalamo hipéfiso adrenal que causa aumento en la secrecion de cortisol estaria
asociada, tal vez mediante un mecanismo inflamatorio, con aumento en la actividad de MMPs, y a través de este con vulnerabilidad de
la placa aterosclerdética.

246. (730) CONOCIMIENTO DE ESCALAS DE EVALUACION INICIAL DE ATAQUE CEREBROVASCULAR POR MEDI-
COS DE GUARDIA
Garcia Zamora S.1; Elias R.2; Panero Schipper N.3; Palameta F.4; Parodi R.s; Gallo R.s; Greca A.7
Hospital Provincial del Centenario12ss7; Estudiante de Medicinas
gzssebastian@hotmail.com

La Asociacion Americana del Corazén propone el empleo de la escala prehospitalaria del ataque cerebral -ACV- de Cincinnati
(CPSS) y la escala de evaluacion prehospitalaria del ataque cerebral de Los Angeles (LAPSS) para evaluar sujetos con posible ACV.
Trabajos que analizaron el valor de ellas fueron realizados principalmente entre paramédicos y en ambito prehospitalario. Nos
propusimos evaluar el grado de conocimiento de ellas por médicos de guardia y su opinién respecto al valor que éstas podrian tener
sobre su practica. Se encuestaron 569 médicos de guardia durante el periodo diciembre 2008 — marzo 2009. La edad promedio fue de
32,6 + 7,8 afios, con un promedio de afios de graduados de 6. Un 33,2% no tenian especialidad, 36,2% se encontraban realizandola y
30,6% ya la habian completado. Al evaluar un paciente con posible ACV el 38,5% refiri6 sentirse muy seguro, el 53,8% moderadamente
seguro y el 7,7% inseguro. El 32,3% manifesté conocer las escalas, pero solamente el 8,4% pudo enumerar los puntos de CPSS, un
1,9% pudo hacerlo con LAPSS vy el 0,7% con ambas. En el subgrupo de neurdlogos, neurocirujanos, emergentélogos e intensivistas
(n=31) un 35% pudo enumerar alguna de ellas. Quienes recordaban una o ambas escalas manifestaron sentirse mas seguros al evaluar
un posible ACV (p=0,02); ninguno de los que recordaban LAPSS manifestd sentirse inseguro. Quienes se sentian menos seguros
fueron los que atribuyeron mas beneficios a las escalas (p=0,0003). Los no especialistas las consideraron mas utiles (p=0,005),
mientras que el subgrupo de intensivistas y afines juzgaron menos ventajosas a las escalas (p=0,002). El 89% refirié que las escalas
beneficiarian su practica y un 98% querria contar con un sistema de formacién-actualizacion continua. Concluimos que ambas escalas
son consideradas de valor por médicos de guardia, especialmente entre no especialistas. Debido al elevado desconocimiento de estas,
enfatizamos la necesidad de alcanzar una mayor difusién de las mismas.

NEUROCIENCIAS 3

247. (664) HYPERGLYCEMIA PREDISPOSED CEREBRAL TISSUE AND PLASMA TO AGE FORMATION AND
APOPTOSIS
Silva L.1; Remor A.2; Matos F.s; Glaser V.s; Martins R.s; Holh A.s; Bem A.7; Latini A.s
Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, Brazili2s45675
luciladebortoli@yahoo.com.br

The diabetic encephalopathy is one of the prominent characteristic of diabetes mellitus. A representative experimental model is the
streptozotocin (STZ)-induced diabetic rat, in which we investigated brain and blood biochemical parameters. Additionally, it was
investigated whether this experimental model induces the accumulation of methylglyoxal-induced advanced glycation end products
(AGE-MG), a major pathophysiological pathway in the pathogenesis of diabetes complications. Finally, the accumulation of AGE in
samples from normo- (NPD) and hyperglycemic (HPD) diabetic patients was assessed (Ethical committee for human studies:
CEPSH/435/09). Hyperglycemic rats were induced by administering a single STZ dose (55 mg/kg), and afterwards the rodents were
divided into two groups; one of them remained hyperglycemic for 60 days (STZ) and the other received insulin (twice/day; STZ+INS), in
order to control blood glucose concentrations. Proper controls were run in parallel. Blood glucose concentration was control each ten
days, and the rat body weight every day. Diabetic rats showed body weight reduction, which was prevented by insulin administration until
the thirtieth day of treatment. Hyperglycemic STZ rats showed increased immunereactivity towards AGE-MG in rat brain (increase of
297%), which was prevented by insulin administration [F(2,37)=6.30; P<0.01]. The cleavage of caspase-3 also was markedly increased
in STZ rats (increase of 598%) [F(2,52)=32.45; P<0.001], however the induction of apoptosis was not prevented by the tight blood
glucose control. On the other side, plasma AGE content was increased in plasma from HPD, when compared to NPD [t(10)=3.26;
P<0.01]. These data indicate that brain DNA oxidation and induction of apoptosis, both possibly triggered by AGE accumulation, might
be involved in the pathogenesis of the characteristic neuropathy of diabetes mellitus, and that early and continuous insulin therapy is
necessary to maintain proper brain metabolism.
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248. (669) EL ACETATO DE GLATIRAMER REVIERTE EL ESTRES OXIDATIVO EN EL HIPOCAMPO DE RATONES
BALB/C EXPUESTOS A ESTRES CRONICO MODERADO.

Juarez Y.1; Gonzalez-murano M.z, Genaro A.s; Palumbo M.+
CEFYBO-CONICET-UBA1234
yami_86@yahoo.com.ar

Tanto el estrés oxidativo como la produccion de éxido nitrico (NO) han sido involucrados en varios procesos patofisiologicos en el
cerebro incluyendo la respuesta al estrés. El acetato de glatiramer (GA) es un polimero sintético de aminoacidos que puede reaccionar
débilmente con autoantigenos residentes en el SNC y estimular los efectos de proteccion y reparaciéon de células T autoreactivas. En
trabajos previos observamos que la exposicion a estrés cronico moderado (CMS) indujo en ratones BALB/c una menor capacidad de
aprendizaje y memoria que pudo ser revertida con la administracion de GA. En el presente trabajo investigamos el efecto del GA sobre
el estrés oxidativo en hipocampo (area involucrada con el aprendizaje y la memoria) de ratones BALB/c expuestos a CMS. Observamos
en homogenatos de hipocampos provenientes de ratones CMS un aumento en la produccion de especies reactivas del éxigeno (ROS)
(p<0,001). Con respecto a la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS), los ratones CMS presentaron una menor produccién de NO
principalmente debido a la disminucion de la actividad de la isoforma neuronal, nNOS (p<0,001). En cuanto a las defensas
antioxidantes, no se observaron diferencias significativas en los niveles de catalasa y superéxido dismutasa ni en la produccién de
glutatién para ratones estresados. La administracion de GA (100 mg por inyeccién s.c., 4 veces durante 3 semanas), después de 6
semanas de estrés cronico, revirtié los efectos inducidos por el CMS con respecto a la produccion de ROS (p<0,001) y NO (p<0,01),
mientras que no produjo cambios en los niveles de las defensas antioxidantes con respecto a los ratones estresados. Estos resultados
sugieren un papel importante para la nNOS que estaria regulando los niveles de ROS, cuyo aumento conlleva al déficit cognitivo
observado en los ratones expuestos a CMS. Ademas indican que el GA es capaz de revertir tanto la producciéon de ROS como de NO
en ratones estresados, sin afectar las defensas antioxidantes.

249. (680) IMPLICANCIAS DEL RECEPTOR ET-A EN LA REGULACION DE LA TIROSINA HIDROXILASA EN BULBO
OLFATORIO DE RATAS HIPERTENSAS DOCA-SAL.
Guil M.1; Morales V.z; Soria C.3; Hope S.4; Bianciotti L.s; Vatta M.e
Catedra de Fisiologia, FFyB, UBA, IQUIMEFA, FFyB, UBA12346; Catedra de Fisiopatologia, FFyB, UBAs
mijuliaguil@hotmail.com

Recientemente demostramos que las ETs administradas exdgenamente en los BO modulan la actividad y expresion de la tirosina
hidroxilasa (TH) de manera diferencial en animales normotensos e hipertensos DOCA-Sal. Sobre estos antecedentes nuestro objetivo
fue evaluar el papel de las ETs enddégenas centrales en la modulacion de la TH y su relacion con la hipertension arterial en el modelo
DOCA-Sal. Para este objetivo se evalué el bloqueo central agudo del receptor ETA sobre la presion arterial (PA), la frecuencia cardiaca
(FC) y la actividad (Técnica Radioenzimatica) y expresion (Western blot) de TH en los BO de ratas hipertensas DOCA-Sal. El
antagonista del receptor ET-A, BQ-610 (20uM, 1ul/min) se administré via intracerebroventricular. Se determiné la PA y FC durante 90
min. y luego los animales se sacrificaron, determinandose en los BO la actividad de TH y los niveles totales y formas fosforiladas de la
enzima. Los resultados se expresan como % vs Control (ANOVA y test de Student-Newman-Keuls, p<0.05; n: 3-4). Los datos muestran
que el BQ-610 disminuye la PA y FC en ratas DOCA-Sal (p<0.05). El antagonista ETA no reduce la actividad del BO Control mientras
que en los animales hipertensos, cuyos valores se encuentran aumentados (p<0.05), disminuye a valores normales. Los niveles de TH
se encuentran elevados en animales DOCA-Sal al igual que las cantidades de p-Ser19, p-Ser31 y p-Ser40 (p<0,001; p<0.05; p<0,01 y
p<0,001 vs. Control respectivamente) . En ratas controles tratados con el BQ-610 no se observan diferencias significativas vs. Control,
mientras que en los animales hipertensos los niveles de TH total, p-Ser 31 y p-Ser 40 disminuyen a valores normales (p<0,001; p<0,001
y p<0,01 vs. DOCA-Sal, respectivamente). Estos resultados demuestran una relacion entre la hipertension arterial en este modelo y la
interaccion entre ETs y TH a nivel del los BO.

250. (687) PARTICIPACION DEL NO Y DEL RECEPTOR CANNABINOIDE TIPO | (CB1) EN EL HIPOCAMPO DE RATAS
ESTRESADAS CRONICAMENTE Y SUS POSIBLES CONSECUENCIAS EN EL COMPORTAMIENTO.
Burdet B.1; Maur D.2; De Laurentiis A.s; Rettori V.4; Zorrilla Zubilete M.s
Primera Catedra de Farmacologia, Laboratorio de Neurofarmacologia, Facultad de Medicina, CEFYBO-UBA-CONICET 2 s;
Laboratorio de Neuroendocrinologia, CEFYBO-UBA-CONICET:+
bereburdet@hotmail.com

La relacién entre el estrés prolongado y la aparicion de trastornos psiquiatricos como la depresion y la ansiedad ha sido bien
establecida. El hipocampo es una de las estructuras limbicas del cerebro implicadas en la fisiopatologia de los trastornos del humor y se
ha demostrado que el éxido nitrico (NO), radical libre producido por el 6xido nitrico sintasa (NOS), participa en dichos procesos.
Ademas, se ha demostrado una funcién reguladora del sistema endocannabinoide en la respuesta al estrés. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar el efecto del estrés crénico por inmovilizacién en el comportamiento y su relacién con la sefalizaciéon del NO y del
sistema endocannabinoide. Con este objetivo se llevo a cabo la prueba de campo abierto, se evalué la actividad de la NOS vy la
expresion del receptor cannabinoide tipo 1 (CB1) en el hipocampo. El estrés por restriccion del movimiento se aplicé a ratas macho
adultas Sprague-Dawley por dos horas diarias durante 7, 14 o 21 dias consecutivos (7d, 14d o 21d respectivamente). Los resultados
muestran un incremento de CB1 en los niveles proteicos a los 14d respecto a los animales estresados a los 7d. La actividad de la NOS
total a los 7d de estrés se redujo significativamente respecto a los animales controles y a los estresados por 14d. Por otra parte, todos
los animales estresados mostraron una reducida habituacion en la prueba de campo abierto. Estos hallazgos sugieren que los cambios
en los niveles de NO y de la expresion de los receptores de CB1 en el hipocampo podrian estar relacionados con el déficit en la
habituacion inducido por el estrés. (BID-OCR-AR, PICT-06-0258)
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251. (703) REMODELADO SINAPTICO Y DESBALANCE DE LAS MOLECULAS DE ADHESION INDUCIDO POR HIPER-
ESTIMULACION GLUTAMATERGICA: SU CORRELACION CON UN MODELO EXPERIMENTAL DE DEPRESION
Podesta M.1; Codagnone M.z; Yam P.s; Colman D.s; Reines A.s
Instituto de Investigaciones Farmacolégicas (ININFA, CONICET-UBA) y Cétedra de Farmacologia, FFyB, UBA: 2 s; Montreal
Neurological Institute and Hospital, McGill Universitys 4
podestamf@ffyb.uba.ar

La disfuncion de la plasticidad hipocampal podria contribuir a la etiologia de la depresidon. Previamente reportamos que animales
expuestos a un modelo experimental de depresion presentan una dramatica disminucion hipocampal de marcadores sinapticos como
sinaptofisina (SYN) y PSD-95, y de las moléculas de adhesién NCAM y PSA-NCAM. Dado que los antagonistas glutamatérgicos
previenen la atrofia dendritica registrada en el hipocampo de dichos animales, se ha propuesto que el incremento en la liberacion de
glutamato podria ser un mecanismo subyacente. Por ello fue objetivo de este trabajo explorar in vitro la participacion de glutamato en la
disminucion de los marcadores sinapticos y de las moléculas de adhesion observada en estos animales. La exposicion a glutamato de
neuronas hipocampales en cultivo indujo atrofia dendritica sin muerte neuronal. La atrofia se determiné a las 24 horas por medio de la
reduccion de la inmunomarcacién para MAP-2, marcador especifico dendritico. La ausencia de muerte neuronal se evidencié por la
preservacion de la morfologia nuclear y la sobrevida neuronal. El tratamiento con glutamato transformd el patréon clasico de las
conexiones sinapticas en un perfil discontinuo sugiriendo alteraciones en la adhesividad. Respecto a la inmunomarcacion para SYN,
PSD-95, NCAM y PSA-NCAM, se registraron disminuidas. Por medio de la técnica de live-imaging por microscopia confocal se
evidenciaron cambios en el arbol dendritico y en el patrén de conexiones entre las 4 y 5 hs posteriores al tratamiento.
Sorprendentemente PSA-NCAM disminuy6 a las 3 hs mientras que la reduccion de NCAM y MAP-2 se registré horas mas tarde. De
esta manera, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la hiperactividad glutamatérgica podria subyacer a la atrofia dendritica y a
la reduccion de las moléculas de adhesién, induciendo remodelado sinaptico en el hipocampo de animales expuestos a un modelo
experimental de depresion.

252. (705) NUCLEQS SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO. CAMBIOS MORFOLOGICOS DE SUS NEURONAS
POR LA ACCION DE LA DEHIDROEPIANDROSTERONA.
Torres M.1; Puyo A.2; Taira C.s; Carranza A.«
FFyB, Facultad de Medicina, UBA, CONICET 234
torres_suarez@ffyb.uba.ar

Los nucleos supraquiasmaticos (NSQ) ubicados en el hipotalamo, funcionan como marcapaso central para los ritmos circadianos. La
hormona dehidroepiandrosterona (DHEA), el principal precursor del beta-estradiol, es neuroprotectora y llega a través de la barrera
hematoencefalica al sistema nervioso central o es producida por los astrocitos. Nuestro objetivo fue analizar la morfologia (superficie y
nimero de neuronas) del NSQ en encéfalos de ratas tratadas con DHEA y controles. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 250
g, que fueron divididas en 2 grupos: Control (C, n=6) y DHEA (D, n=6, DHEA 15 mg/kg/dia, subcutaneo) durante 9 semanas. Se
determinaron la trigliceridemia (TG) y la glucemia por kits comerciales y la presion arterial sistélica (PAS) por método indirecto para
evaluar algunos efectos metabolicos y hemodinamicas de la DHEA. Los cerebros de los animales fueron fijados en formol, se realizaron
cortes histologicos de 8 um que fueron tefiidos con la técnica de Nissl. La superficie neuronal y conteo del area estudiada se realiz6 con
un analizador de imagenes (Micrometrics SE Premium). El tratamiento con DHEA no modifico la PAS (mmHg, C: 11542 vs. D: 11843,
ns) ni la glucemia (mg/dl, C: 886 vs D: 79%1, ns) pero disminuyo los TG (mg/dl, C: 101+14 vs D: 3745, p<0.01). El drea neuronal fue
significativamente mayor en el grupo D que el grupo C (um?, C: 383+34 vs. D: 647+28; p<0.001) en tanto que el nimero de neuronas no
se modificéd (C: 283+12 vs D: 331+18). Los resultados obtenidos al analizar los NSQ permiten evidenciar que la DHEA produjo un
aumento de las superficies neuronales en esta area relacionada con los mecanismos de adaptacién ante cambios ambientales.

253. (707) EFECTO DE LA OVARIECTOMIA SOBRE LA EXPR'ESI()N HIPOTALAMICA DE TIROSINA HIDROXILASA,
RECEPTORES HORMONALES Y COMPONENTES DE LA ViA DE SENALIZACION DE PRL EN RATAS LACTANDO.
Campo Verde Arbocco F.1; Bonafede M.2; Pennacchio G.s; Soaje M.s; Valdez S.s; Jahn G.s
Laboratorio de Reproduccion y Lactancia, IMBECU,

CCT123456
farbocco@mendoza-conicet.gob.ar

Los esteroides ovaricos son hormonas clave en la regulacién hipotaldmica de secrecion de PRL, actuando en las neuronas TIDA.
Los niveles elevados de progesterona (P4) de la lactancia en la rata son incapaces de inhibir la secreciéon de PRL inducida por succion.
Sin embargo, la ovariectomia (OVX) en el 2° dia posparto restituye la capacidad inhibitoria de P4. Nuestro objetivo fue analizar si estos
cambios en la regulacion hipotalamica de la secrecion de prolactina en la lactancia en respuesta a la deprivacion de esteroides ovaricos
por OVX estan mediados por cambios en la expresion de receptores (R) y de componentes de la via de sefalizacién de PRL. Grupos
de 7-8 ratas Wistar hembras de 3 meses de edad se ovariectomizaron en los dias 2 (L2) o 10 (L10) de lactancia, se sacrificaron en L12
y se disecé el hipotalamo medio basal para aislar ARN y proteinas. Se analizé el nivel de expresion de ARNm por PCR en tiempo real
con primers especificos para: R de estrogeno (ER) a y 3, de PRL (PRLR) y progesterona (PR) A+B y B, STAT5b, SOCS1, SOCS3, CIS
y tirosina hidroxilasa (TH) y el nivel de expresiéon de proteinas para ERa, PR y TH por Western blot. Se aplico ANOVA y test “t” y se
considero significativo un p< 0,05. La OVX en L2 y L10 disminuy6 (p< 0.05) el nivel de¢ ARNm de RPRL, SOCS-3, Stat5b y PR B, pero
no tuvo efecto en el nivel de ARNm de TH, ERaq, CIS y PR A+B. A nivel de proteina, la expresion del RE y de TH no cambié por OVX
en L2 o L10 y el RP4 A aumentd solamente en el grupo OVX L10 (p < 0.05). Estos resultados sugieren que la deprivacién de hormonas
ovaricas por OVX en L2 o L10 reprime la expresién de RPRL, Stat5b, SOCS-3 y RP estos dos ultimos posiblemente compensarian la
disminucién del RPRL y mantendrian constante la expresién de TH tanto a nivel de ARNm como de proteina y la actividad de las
neuronas TIDA. Este equilibrio se establece rapidamente, ya que los efectos de la OVX en L2 o L10 son similares excepto para el RPA
que podria inducirse transitoriamente.
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254. (51) EXPRESION Y LOCALIZACION DE GALECTINA-8 Y SU LIGANDO CD166: RELACION CON LA PROGRESION
DEL CARCINOMA DUCTAL MAMARIO.
Cardenas Delgado V.1; Bravo A.2; Nugnes L.s; Nufiez M.s; Russo F.s; Troncoso M.s; Rabinovich G.7; Wolfenstein-todel C.s; Elola
M.s
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas: s ¢ s 5, Hospital Interzonal General de Agudos “Eva Perdén” s; Cétedra de
Bioestadistica-FFYB-UBA+; IBYME-CONICET;
vimanuel_cd@yahoo.com.ar

La galectina-8 (Gal-8) es una proteina que une carbohidratos caracterizada por poseer secuencias de aminoacidos consenso y dos
dominios de reconocimiento de carbohidratos b-galactésidos. En tumores, varias galectinas estan involucradas en la regulacién del
crecimiento, la agresividad y la adquisiciéon del fenotipo metastatico. Previamente demostramos que Gal-8 esta presente en tumores
humanos y que la interaccién entre Gal-8 y CD166 en células endoteliales produce un efecto pro-angiogénico. Son nuestros objetivos:
1-Examinar la expresion de Gal-8 en epitelio mamario humano normal y tumoral mediante inmunohistoquimica (n=40/grupo) 2-
Cuantificar dicha expresion mediante los indices I=Intensidad de tincién (0-4), P=% de células epiteliales tefiidas (0-100) e IxP (resume
las observaciones de las variables citadas). 3-Analizar la localizaciéon subcelular de la lectina en epitelio mamario normal y tumoral. 4-
Relacionar estos resultados con la progresion del carcinoma ductal mamario. 5-Estudiar la co-localizacion de Gal-8 y su ligando CD166
en las lineas celulares BAEC, MDA-MB-231, T47D, MCF-7 y en tejido epitelial mamario normal y tumoral. Se demostré que Gal-8 se
expresa en el epitelio normal (IxP=1,1+0,4), en hiperplasia (1,6+0,6, p<0,05), en carcinoma ductal “in situ” (2,1+0,6, p<0,05) y en
carcinoma ductal infiltrante (1,8+0,5, p<0,05). El indice IxP reflejo diferencias altamente significativas entre tejidos normales y de
carcinoma ductal “in situ”. Ademas, se observo para esta lectina una localizacién nuclear y citoplasmatica en epitelio normal, la cual se
torna citoplasmatica conforme avanza la progresién tumoral. Gal-8 y CD166 se expresan con diferente intensidad en las lineas celulares
citadas, detectandose co-localizacion de ambas sefales en el citoplasma, lo cual también ocurre en tejido epitelial mamario. En
resumen, nuestros resultados sugieren que la expresion de Gal-8 esta significativamente aumentada en carcinoma ductal comparado
con el tejido normal.

255. (56) LA ISOFORMA “A” DE GALECTINA-8 (GAL-8A) PROMUEVE LA MIGRACION DE CELULAS TUMORALES
MAMARIAS.
Nugnes L.1; Cardenas Delgado V.z; Gentilini L.s; Troncoso M.s; Rabinovich G.s; Wolfenstein-todel C.s; Compagno D.7; Elola M.s
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biol6gicas, FFyB, UBA1:4ss; Laboratorio de Glicomica Estructural y Funcional, FCEN, UBAs
7, IBYME-CONICET-UBAs
lorena.nugnes@gmail.com

Galectina-8 (Gal-8) es una lectina caracterizada por poseer dos dominios que unen carbohidratos y 7 isoformas (“Gal-8a-g”)
generadas por “splicing” alternativo. Demostramos previamente que Gal-8 posee efecto pro-migratorio y pro-angiogénico en células
endoteliales. Se desea evaluar la influencia de Gal-8 en el proceso metastasico del cancer de mama y estudiar si el “splicing” alternativo
cambia durante la progresién tumoral. Son nuestros objetivos: 1-Examinar la expresion de Gal-8 total en las lineas celulares tumorales
mamarias MDA-MB-231, T47D y MCF-7 mediante RT-PCR en tiempo real. 2-Cuantificar la expresién de la isoforma Gal-8a en células
MDA-MB-231, T47D y MCF-7 mediante RT-PCR cuantitativa. 3-Determinar el rol de la isoforma Gal-8a en la migracion de células MDA-
MB-231. Mediante RT-PCR en tiempo real, se demostré una mayor expresion de Gal-8 total en las células de carcinoma mamario
invasivo MDA-MB-231 respecto a las otras dos lineas no invasivas. Para analizar la expresion de la isoforma Gal-8a, se realizd una
cuantificacion mediante gPCR con una curva de calibracion utilizando un plasmido que contiene dicha secuencia de cDNA. Asi, se
detectdé que las células MDA-MB-231 poseen 2 y 12 veces mas transcripto especifico de la isoforma Gal-8a que las células T47D y
MCF-7, respectivamente. Por ende, la isoforma a estd mas expresada en las células de carcinoma mamario mas invasivas.
Posteriormente, se estudio la migracion de células MDA-MB-231 estimuladas con Gal-8a (0-10 nM). Se efectud el “ensayo de la herida”,
realizando una cinética de migracion a tiempos 0, 4, 8, 12 y 24 hs, y en presencia o ausencia de azUcares inhibidores (lactosa). Los
resultados de migracion (12 hs) fueron: Gal-8 (10 nM): 66,9 + 11,9; control: 28,7 + 5,4; Gal-8 (10 nM) + lactosa: 32,2 + 10,1 % de cierre
de la herida. Concluyendo, la isoforma Gal-8a induce significativamente (p<0,05) la migracion de células tumorales mamarias MDA-MB-
231, siendo este efecto dependiente de glicanos.

256. (95) MEDIO CONDICIONADO DE UNA LINEA DE CANCER COLORRECTAL INHIBE LA PROLIFERACION E
INDUCE APOPTOSIS EN LINFOCITOS CD8+.
Bottino M.1; Madorsky Rowdo F.z; Aris M.3; Levy E.s; Mordoh J.s
Fundacién Instituto Leloir:235; Centro de Investigaciones Oncologicas-FUCA+
mbottino@leloir.org.ar

En la actualidad, no se conoce aun con claridad qué rol cumple el infiltrado linfocitario en los tumores colorrectales. En un trabajo
reciente (1), se ha observado que los pacientes que poseen alta densidad de linfocitos de memoria y citotéxicos en el infiltrado y
margen tumoral presentan mayor tiempo libre de enfermedad y mejor sobrevida. El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de
factores solubles producidos por la linea de cancer colorrectal HT-29 sobre la proliferacion y activacion linfocitaria. Con ese fin,
obtuvimos medio condicionado (MC) de la linea HT-29, que fue concentrado y utilizado para tratar linfocitos totales aislados de sangre
periférica de dadores sanos. El tratamiento con concentraciones crecientes de MC HT-29 produjo una disminucién significativa de la
proliferacion medida por ensayos de incorporacion de timidina tritiada (control: 11.357+1.768 cpm vs MCHT-29 0,5 pg/ul: 8.733+630
cpm, p<0.01; control vs MCHT-29 1,5 pg/ul: 3.927+646 cpm, p<0.001). Al analizar apoptosis por medio de ensayos de Anexina V-loduro
de Propidio, observamos una tendencia a la inducciéon de apoptosis ante el tratamiento con MC HT-29 durante 48hs. Con el fin de
determinar cual era la poblacién linfocitaria mas afectada, aislamos linfocitos CD4+ y CD8+, y estudiamos los efectos del MC sobre
ambos. En ensayos de proliferacion, fueron los linfocitos CD8+ los que mostraron mayor respuesta al tratamiento con MC (control:
3.161+412 cpm vs MCHT-29 0,5 pg/pl: 2.254+204 cpm, p<0.001; control vs MCHT-29 1,5 pg/ul: 283+110 cpm, p<0.001) y observamos
un aumento de la apoptosis en esta poblacién (% de células Anex+ control: 3,9+3.1 vs MCHT-29 1,5 pg/ul: 31.3+5.4, p<0.01). Estos
resultados demuestran la existencia de factores inhibitorios para linfocitos CD8+, que las células de cancer colorrectal liberan al medio y
serian capaces de bloquear su accién antitumoral. (1) Pages, F. y col. J.Clin.Oncol., 27: 5944-5951, 2009.



94 Physiological Mini Reviews, Vol.5 N2 6, 2012

257. (97) ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO DE NUEVOS DERIVADOS DIPEPTIDICOS DE ALA PARA SU USO EN
TERAPIA FOTODINAMICA.
Di Venosa G.1; Rodriguez L.; Mamone L.s; Gandara L.4; Battah S.s; Macrobert A.s; Batlle A.7; Casas A.s
CIPYP, CONICET, Hospital de Clinicas José de San Martin, UBA: 2 s 4+ 7 5; National Medical Laser Centre, Royal Free and
University College Medical School, University College London, London, UKss
gabrieladivenosa@yahoo.com.ar

La Terapia Fotodinamica (TFD) se basa en la acumulacién de un fotosensibilizante en células tumorales, y al iluminar la zona
fotosensibilizada se destruye el tumor. La sintesis endégena de porfirinas a partir del acido 5-aminolevulinico (ALA) ha ampliado el uso
de la TFD pero su eficacia esta limitada por la hidrofilicidad del ALA. El objetivo fue testear dos derivados hidrofébicos dipeptidicos de
ALA: AcLeuALAMe y AcPheALAMe, in vitro en dos lineas celulares, PAM212 y su derivada transfectada con el oncogén Ras, PAM212-
Ras e in vivo, en un modelo de células LM2 transplantadas subcutdneamente. La viabilidad celular se determiné con el ensayo del MTT
y se determinaron las dosis luminicas letales que producen el 50% de la reduccién de viabilidad (LD50). Las porfirinas se cuantificaron
fluorémetricamente. In vitro, se alcanzé un plateau de sintesis porfirinica a las 3h de incubacién con una concentracién de 0,01 mM de
los derivados, mientras que con ALA el plateau se logré con 0,5 mM. La linea PAM212-Ras mostré mayor sintesis de porfirinas con
cada uno de los derivados, sin embargo empleando 0,01 mM resulté mas resistente a la TFD, siendo sus LD50 en J/cm2: 0,036 en
PAM212 y 0.077 en PAM212-Ras para AcLeuALAMe y 0,041 en PAM212 y 0.097 en PAM212-Ras para AcPheALAMe. Esta mayor
resistencia en células transfectadas con el oncogén Ras ha sido previamente observada con otros fotosensibilizantes en otras lineas
celulares. In vivo, al administrar los compuestos por via i.p., se obtiene una mayor sintesis de porfirinas con AcPheALAMe, en todos los
tejidos, especialmente en tumor. Los mejores resultados se obtuvieron con la administracion topica de los derivados, donde la relacion
de porfirinas Tumor/Piel es de 0,8 para AcPheALAMe, mientras que en ALA es 0,5, lo que reduciria los efectos adversos de
fotosensibilizacion cutanea de la TFD. Se concluye que los derivados dipéptidos de ALA pueden ser una muy buena opcion para la
TFD, siendo AcPheALAMe el mas prometedor.

258. (101) RESPUESTA A LA TERAPIA FOTODINAMICA EN CELULAS VASCULARES, TUMORALES Y NORMALES
Rodriguez L.1; Di Venosa G..; Mamone L.s; Gandara L.4; Batlle A.s; Casas A.s
CIPYP123456
lorenagabrielarodriguez@yahoo.com.ar

La Terapia Fotodinamica (TFD), es un tratamiento antineoplasico, basado en la administracion de un fotosensibilizante (FS) que
destruye selectivamente a las células tumorales cuando éstas son expuestas a la luz, desencadenando una serie de reacciones
fotoquimicas, que resultan citotdxicas. Un aspecto importante en la TFD es el rol de la vasculatura. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar cudl es el blanco preferencial de la TFD in vitro, empleando como modelo una linea de endotelio vascular HMEC-1, una linea
de queratinocitos normales HaCat y el par HB4a/HB4a-Ras de células de mama normal y tumoral respectivamente. Se emplearon:
Verteporfin, Naranja de Acridina (NA), Foscan (m-THPC), Photofrin (PIl), Merocianina 540 (MC 540) y Clorina (Ce6). Se cuantificé la
acumulacién de los FSs en todas las lineas (en condiciones 6ptimas de tiempos de incubacion y concentracion) y se llevo a cabo la
TFD con cada FS. Empleando dosis de FSs tales que induzcan igual concentracion intracelular en todas las lineas, las dosis letales de
luz (J/cm2) para matar el 50% de las células (DL50) son.PIl: HMEC-1: 11, HaCat: 3,71, HB4a: 9,1, HB4a-Ras: 13,65; Verteporfin:
HMEC-1: 1,13, HaCat: 0,44, HB4a: 0,87, HB4a-Ras: 1,305; MC450: HMEC-1: 83, HaCat: 78, HB4a: 79,2, HB4a-Ras: 118,8; NA: HMEC-
1: 3, HaCat: 1,74, HB4a: 1,5, HB4a-Ras: 2,25; m-THPC: HMEC-1: 6,2, HaCat: 1,87, HB4a: 6,3, HB4a-Ras: 9,45; Ce6: HMEC-1: 15,3,
HaCat: 7,6, HB4a: 12,6, HB4a-Ras: 18,9. Estos resultados indican que las células HMEC-1 son mas resistentes a la TFD que las
células HaCat y HB4a. Esto ocurre para los FSs de naturaleza tetrapirrélica y no para los colorantes. Sin embargo, las células HMEC-1
presentan igual resistencia a la TFD que las HB4a-Ras, aunque se trata de una linea que es particularmente resistente a otros
tratamientos. En futuros estudios analizaremos el comportamiento in vitro de otras lineas tumorales para completar la presente
comparacion.

259. (108) LA TERAPIA FOTODINAMICA COMO MODULADORA DE LA INTERACCION TUMOR-ENDOTELIO EN
CARCINOMA COLORRECTAL
Pansa M.1; Lamberti M.2; Rumie Vittar N.3; Rivarola V.4
Laboratorio 14, Departamento Biologia Molecular, FCEFQyN, Universidad Nacional de Rio Cuarto:234
florenciapansa@hotmail.com

La Terapia Fotodinamica (TFD) es una estrategia terapéutica basada en la administracion de un fotosensibilizador (FS) que bajo luz
visible provoca la destruccion tumoral. El cancer colorrectal es la segunda causa de muerte por cancer luego del cancer de pulmoén. La
angiogénesis asociada con la progresion y metastasis de dicho cancer, afecta la supervivencia del paciente y ocasiona la mayoria de
las muertes. Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el efecto de la TFD sobre células de cancer de colon, con diferente grado de
malignidad y su modulaciéon en el microambiente tumoral. Se utilizé ALA-Met para producir un FS endogeno, PplIX. Se evalud la
fototoxicidad sobre células de diferentes estadios de progresiéon tumoral, donde las de mayor grado de diferenciacién (Caco-2)
respondieron en forma mas sensible a la terapia (LD50: 0.5mM ALA-Met+3J/cm2). Para obtener la LD50 en las menos diferenciadas
(SW480-ADH) fue necesario duplicar la administracion de ALA-Met (1mM). Por otro lado, para obtener la LD50 en cultivos esferoidales
de Caco-2 fue necesario aplicar una dosis de luz mayor (0.5mM+5J/cm2). Se examiné el impacto de la TFD sobre la respuesta de
células endoteliales (CE), protagonistas del fenédmeno angiogénico. Para ello se utilizaron medios condicionados (MC) de células
tumorales crecidas en monocapa y esferoides sometidas a TFD. Los MC de esferoides no tratados promovieron mayor porcentaje de
migracion (50%) y proliferacion (40%) de CE, comparado con los MC de un nimero equivalente de células cultivadas en monocapa. Por
otro lado, sélo la TFD sobre células Caco-2 crecidas en monocapa incrementé el porcentaje de migracién de CE con respecto al control
en un 20%, mientras que se vio inducida la capacidad proliferativa por el efecto fotodinamico sobre la totalidad de los modelos
evaluados. Estos resultados sugieren que la TFD seria moduladora de propiedades inherentes al proceso angiogénico y ameritan
continuar los estudios.
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260. (151) INTERRELACION ENTRE HEMO OXIGENASA-1 Y EL PERFIL DE GLICANOS/LECTINAS EN CANCER DE
PROSTATA.
Jaworski F.1; Gueron G.z; Rabinovich G.s; Vazquez E.«; Laderach D.s
Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Depto Quimica Biolégica, FCEN, UBA, Laboratorio de Glicomica Estructural y Funcional,
Depto QB, FCEN, UBA:, Laboratorio de Apoptosis y Cancer, Depto Quimica Biolégica, FCEN, UBA: 4 Laboratorio de
Inmunopatologia, IBYME, CONICETs;; Laboratorio de Glicomica Estructural y Funcional, Depto QB, FCEN, UBAs
felipejaw@gmail.com

El cancer de prostata (CaP) es una de las principales causas de letalidad en hombres ya que no existen tratamientos efectivos para
combatir sus fases tardias, por lo que resulta crucial definir pardmetros moleculares que permitan prevenir y/o controlar su
diseminacion. Varias alteraciones moleculares tempranas han sido descriptas en CaP. La enzima Hemo Oxigenasa-1 (HO-1), inducida
como un mecanismo homeostatico de la célula ante procesos inflamatorios, se ha asociado a menor proliferacién, invasiéon y migracion
de células tumorales. Ademas se hallaron cambios significativos de expresion de glicanos y sus respectivas lectinas durante el proceso
tumoral. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la existencia de un nexo entre HO-1 y el perfil de glicanos/lectinas en CaP. El
andlisis de muestras de tumores generados en ratones atimicos nude derivados de células PC3 sobreexpresando establemente HO-1
mostraron una induccién significativa de galectina-1 y galectina-8 respecto a los tumores control (n=5 por grupo). Sin embargo, no se
encontraron cambios en el perfil transcripcional de distintas galectinas al inducir HO-1 por tratamiento con hemina en lineas celulares de
CaP humanas y murinas con distinta sensibilidad a andrégenos: PC3, LNCaP y TRAMP-C1. Estas diferencias observadas entre
tumores inducidos y lineas celulares evidencian una participacion clave del microambiente tumoral. Por ello y teniendo en cuenta las
propiedades inmunomodulatorias de las galectinas, se estudié cémo HO-1 afecta la proliferacion mediada por lectinas de linfocitos
normales. Estos ensayos de activacion linfocitaria mostraron mayor proliferacion en condiciones de inducciéon de HO-1, tanto para
células CD3+CD8+ como para CD3+CD8-. Nuestros resultados sugieren la existencia de una conexién entre HO-1 y el perfil de
lectinas/glicanos, y representan el punto de partida para investigar en detalle el rol de galectina-1 en la inmunomodulacion ejercida por
HO-1 en el marco del microambiente tumoral.

261. (159) PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS Y PERFIL GENETICO DE PACIENTES CON CANCER COLORECTAL
Piaggio F.1; Denninghoff V..; Perazzo F.s; Tatangelo M.4; Krupitzki H.s; Garcia A.s; Avagnina A.7; Elsner B.s
CEMIC1 3567s; CEMIC, CEPEA-UBA, CONICET:; Centro de Asistencia e Investigacion Clinica Integral (CAICI)4
fernandopiaggio@yahoo.com.ar

El cancer colorectal es el tercer cancer mas frecuente en hombres y el segundo mas frecuente en mujeres, con una incidencia
mundial aproximada de 1,2 millones de casos nuevos por afio. El objetivo de este trabajo es estudiar la relacién existente entre las
caracteristicas clinico-histolégicas de individuos wild-type, polimérficos y mutados para los codones 12, 13, 15y 61 del gen kras2 y del
codén 600 del gen braf. Fueron seleccionados 60 individuos con cancer colorrectal (30 wt y 30 con diferentes mutaciones en los
codones 12 y 13 del exén 2 del gen kras2) de un total de 137 individuos estudiados entre septiembre de 2008 a mayo de 2011. Se
amplificaron del gen kras2 los exénes 2 (codones 1 al 37), y 3 (codones 38 al 81), y del gen BRAF el exdn 15. Se secuenciaron los
fragmentos amplificados. Se confecciond una base de datos con los datos epidemioldgicos, de laboratorio, de histopatologia y de
biologia molecular. Se aplicaron técnicas de analisis univariado y/é andlisis multivariado segun correspondiese. En conclusién, no se
encontro relacion entre las caracteristicas clinico-histolégicas de individuos wild-type, polimoérficos y mutados para los codones 12, 13,
15y 61 del gen kras2 y del codén 600 del gen braf. El estudio adicional de los codones 15 del exén 2 y 61 de exdn 3 del oncogen kras
s6lo encontré mutaciones dentro del grupo de los casos que ya presentaban mutaciones en los codones 12 y 13 de este oncogen. El
codon 15 presenta una tasa del 33.3% (20/60) de polimorfismo. El estudio adicional del codén 600 del exén 15 del gen braf agregé un
numero significativo de casos mutados totales (5/30, 16.6%). Esto podria ser una explicacion de porque algunos pacientes con
adenocarcinomas colorectales con kras wild-type no responden de la misma manera al tratamiento anti-EGFR. Si la hipétesis fuese
confirmada, dicho estudio debera ser agregado a todos los pacientes con kras wild-type antes de instaurar el tratamiento monoclonal.

262. (280) LA MADURACION Y MIGRACION DE CELULAS DENDRITICAS CARGADAS CON CELULAS DE MELANOMA
APOPTOTICAS — NECROTICAS MEJORA CON LA UTILIZACION DE UN COCTEL DE CITOQUINAS Y ADYUVAN-
TES DURANTE SU COCULTIVO
Pizzurro G.1; Blanco P.z; Roberti M.;; Gazzaniga S.4; Barrio M.s; Mordoh J.s
Centro de Investigaciones Oncolégicas, Fundacién Cancer: 2 s s; Laboratorio de Biologia Tumoral - FCEN - UBA+ Centro de
Investigaciones Oncolégicas, Fundacion Cancer, Fundacién Instituto Leloir/IIBBA CONICETs
gabriela.pizzurro@gmail.com

El desarrollo de vacunas terapéuticas es actualmente una de las principales estrategias exploradas como terapia para melanoma
(Mel). El uso de células dendriticas (CD) se debe al rol que cumplen iniciando la respuesta inmune adaptativa antigeno(Ag)-especifica.
En el laboratorio demostramos que, luego del cocultivo de CD humanas con una mezcla de células de Mel apoptdticas-necroticas (Apo-
Nec), éstas presentan eficientemente los Ags MART-1 y gp100 a clones T CD8+ especificos. En un Ensayo Clinico de Fase | de la
vacuna CD/Apo-Nec, 80% de los pacientes con estadios Il y Il presentaron una sobrevida libre de enfermedad > 8 afios. Con el objetivo
de optimizar la vacuna, se analizé el efecto del agregado de un céctel de citoquinas (CC) con TNF-a, IL-183, IL-6 y PGE2 y adyuvantes
(Ady), como BCG, Imiquimod (Imi) y GM-CSF, sobre la maduracién de CD y su migracién. Se evaluaron CD inmaduras (CDi), CD/Apo-
Nec + CC + Ady y controles con LPS. Se analiz6 por FACS la expresion de marcadores de maduracion (MM) y receptores (Rc) de
quemoquinas (QQ). Se evalud la migracion in vitro en camara de quimiotaxis contra QQ y se investigé la secrecion de metaloproteasas
(MMP) al medio de cultivo mediante zimogramas. Para CD/Apo-Nec, el agregado de CC solo y combinado con Ady, produjo un
aumento (p<0,05) entre 31% (IC95%: 2-61%) y 712% (IC95%: 570-854%) en la expresién de MM/moléculas presentadoras (CD8O0,
CD86, CD83/ HLA-I, HLA-II). Con el agregado de CC a CD/Apo-Nec se observé un aumento de expresion del Rc CCR7 y se incremento
su migracion hacia CCL19 (77% 1C95%: 35-130%; p<0,05). En todas las condiciones hubo menor migracion hacia CCL3 con respecto a
CDi. Se observo una tendencia positiva en la migracion hacia CCL19 agregando los Ady GM-CSF e Imi pero no con BCG, aunque este
ultimo efecto se revirtid con CC. Se determiné que en CD/Apo-Nec la secrecion de MMP9 con respecto a CDi es 2 veces mayor en
presencia de CC. El agregado de CC mejora la maduracion y migracion de la vacuna CD/Apo-Nec.
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263. (399) KLF4 ACTUA COMO GEN SUPRESOR DE TUMOR EN UN MODELO MURINO DE CANCER BUCAL CON
ACTIVACION DE K-RAS.
Abrigo M.1; Calb D..; Paparella M.s; Bal De Kier Joffé E.4; Gutkind S.s; Raimondi A.e
Area de Investigacién del Hospital Angel H Roffo:246; Catedra de Anatomia Patolégica, FOUBAs; NIDCR, National Institute of
Health, USAs
marianela.abrigo@hotmail.com

El carcinoma de células escamosas bucal ocupa el sexto lugar entre los canceres mas frecuentes y la tasa de sobrevida aun hoy es
menor al 50%, lo cual refleja la necesidad de generar conocimiento mas detallado sobre su desarrollo. Previamente hemos generado un
modelo de ratones transgénicos (K14-CreERTAM /K-rasG12D) para estudiar este cancer, los cuales desarrollan papilomas bucales e
hiperplasias de lengua. El factor de transcripcion Klf4 regula la proliferacion y diferenciacion celular y esta ausente en cancer de
estdbmago entre otros. Objetivo: estudiar el rol de Klif4 en la tumorigénesis bucal analizando el efecto de su ablaciéon cuando Kras esta
activado. Se utilizaron ratones knockout condicionales Kif4flox/flox, generamos una linea K14-CreERTAM /K-rasG12D/ Klf4 -/- por
retrocruza con K14-CreERTAM /K-rasG12D. Los ratones fueron genotipados por PCR y a los 30 dias de edad se realizé la induccién
del sistema con tamoxifeno. Estudiamos la expresion de KLF4 en las lesiones de los animales K-rasG12D por western blot e
inmunohistoquimica observando su expresiéon en ambos casos. El indice de proliferacién valorado con PCNA por IHQ (IP: células
positivas/células totales) de las lenguas Kras vs control no fue significativo (p= 0,3). Luego de la ablacion de KIf4 en los ratones Kras, la
nueva linea K14-CreERTAM /K-rasG12D/ KIf4 -/- desarroll6 displasias, CIS y carcinomas verrugosos de lengua. Los animales Kilf4 -/- no
desarrollaron fenotipo. Un analisis de sobrevida (Kaplan-Meier) revelod diferencias significativas entre las lineas Kras (56 dias), Kras/
KIf4 -/- (24 dias) y KIf4 -/- (3 meses) (p<0,001 Log-Rank test). Las displasias expresaron queratinas 1y 14 y los CIS y CA variaron el
patron de queratina 1 vs control (IHQ). Se estudié el IP de todas las lesiones encontrando que los animales Kras/ Kif4 -/- (0,9+0,01)
difirieron significativamente del resto (K-ras: 0,57+0,03, Klf4 -/- 0,47+0,008, wild type: 0,6+0,01), ANOVA p<0,001 post hoc Holm-Sidak.
Analizamos la expresiéon de p27 (WB) que regula el ciclo celular inhibiéndolo, encontrando disminucién de su expresion en los
papilomas y CA de los animales Kras/ Kif4 -/- vs control. La delecion de KIif4 junto a K-rasG12D produjo la transformacién maligna del
epitelio de la lengua en nuestro modelo. Estos resultados sugieren que Klif4 actia como un gen supresor de tumor en la lengua.

264. (534) AUMENTO EN LA INVASION CELULAR Y EN LA ACTIVIDAD Y SI;CRECI()N DE METALOPROTEASAS 2Y 9
INDUCIDO POR HEXACLOROBENCENO EN LA LINEA CELULAR DE CANCER DE MAMA HUMANO MDA-MB-231
Pontillo C.1; Chiappini F.2; Rojas P.s; Ventura C.s; Cocca C.s; Alvarez L.s; Lanari C.7; Kleiman De Pisarev D.s; Randi A.s
Laboratorio de Efectos Biolégicos de Contaminantes Ambientales, Departamento de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina,
UBA::26359; Laboratorio de Carcinogénesis Hormonal, IBYME-CONICET:7; Laboratorio de Radioisétopos, FFyB, UBAss
caroponti@hotmail.com

El Hexaclorobenceno (HCB) es un contaminante organico persistente y un compuesto “tipo-dioxina”, porque se une al receptor de
hidrocarburos aromaticos (RHA), se acumula en tejidos grasos e induce la expresién de enzimas que metabolizan xenobiéticos. En
cancer de mama, las metaloproteasas (MMPs) 2 y 9 juegan un rol importante en invasién celular. Demostramos que el HCB es co-
carcinogénico en la formacion de tumores mamarios en ratas y estimula las vias de c-Src/HER1/STAT5b y de HER1/ERK1-2, asi como
la migracion celular en la linea de cancer de mama humano MDA-MB-231. Objetivo: estudiar la accion del téxico: 1) In Vitro, en MDA-
MB-231, sobre la expresion, secrecion y actividad de MMP2 y 9, la invasion celular y el rol de c-Src, HER1 y RHA en estos parametros;
y 2) In Vivo, en el crecimiento tumoral de ésta linea celular en ratones atimicos. Observamos que HCB (0.05, 0.5 y 5mM) incrementa los
niveles de ARNm (RT-PCR), la secrecion (Western Blot) y actividad (zimografia) de MMP9 (p<0.05), mientras que HCB (0.5 y 5 mM)
aumenta los niveles de ARNm y proteina de MMP2 (p< 0.01). En ensayos con inhibidores de RHA (ANF 6 4,7PHE), de c-Src (PP2) 6 de
HER1 (AG1478), demostramos que el HCB (5 mM) incrementa los niveles de proteina de MMP2 en forma dependiente de RHA (p<
0.001), de HER1 y c-Src (p< 0.001); mientras que estimula la actividad y secrecién de MMP9 a través de RHA (p< 0.05) y de HER1 (p<
0.001). EI HCB (5 mM) incrementa la invasion celular (2.5 veces, p<0,001) (transwell con matrigel) dependiente de c-Src, HER1 y RHA
(p<0,01). En ensayos In Vivo, en ratones atimicos tratados con HCB (0.3 y 3 mg/kg p.c.) aumenta el volumen (32 y 31 veces, p<0.001)
y el peso (12 veces, p<0.05) de tumores crecidos por la inoculacion de MDA-MB-231. En conclusién, el HCB estimula la expresion,
secrecion y actividad de MMP2 y 9; asi como la invasion celular via c-Src, HER1 y RHA en MDA-MB-231, y promueve el crecimiento
tumoral de esta linea celular en ratones atimicos.

265. (554) ROL DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN LA REVERSION DEL FENOTIPO TUMORAL POR SILENCIA-
MIENTO DE AKT1
Herrera Paez J.1; Alippe Y.2; Perez H.;; Colombo L.4; Vanzulli S.s; Biancolini C.s; Carreras M.7; Poderoso J.s
Hospital de Clinicas, Laboratorio de Metabolismo del Oxigeno12s67s; Instituto Roffos; Academia Nacional de Medicinas
Jjherrerapaez@gmail.com

La produccion mitocondrial de oxidantes modula la actividad de quinasas, y la disfuncién mitocondrial asociada al fenotipo tumoral
impide esta regulacion redox. Akt1 es una Ser/Thr quinasa que regula la proliferacion, diferenciacion, supervivencia, apoptosis y la
tumorigénesis; Akt contribuye al efecto Warburg, que implica el establecimiento del metabolismo glucolitico a expensas del oxidativo
mitocondrial en células tumorales. Previamente demostramos que el silenciamiento de Akt1 en tumores LPO7 provocaba disminucion
del volumen tumoral, aumento de peso y sobrevida de los animales respecto a los controles, aun después del restablecimiento de los
niveles de Akt1. Con el objeto de relacionar dichos efectos con el perfil oxidativo, se evalud la evolucién de tumores LP07 en ratones
Balb/c 2-40 dias post-tratamiento, registrando las diferencias en: expresién de Akt1, de enzimas antioxidantes, histopatologia,
proliferacion, apoptosis y desarrollo de metastasis (MTS). Se observé un aumento de la apoptosis en los tumores tratados respecto a
los controles (60%), disminucion de la mitosis (VV: 2,25% vs siAkt: 0,85% p<0,05), y reduccion del indice de Proliferacién Celular (siAkt
<3 veces la prolif. resp. a VV Ki-67(+) p<0,005). Los animales del grupo control desarrollaron MTS, mientras que en los tratados solo se
observo a 40d. El andlisis de expresion por WB mostréd que los niveles de Akt1 disminuyeron un 70% a 2d, pero superaron a los
controles a 10d (>28% vs VV). Ademas, las enzimas antioxidantes aumentaron a 10d en los tumores tratados (respecto a siAkt1 2d:
>92% para MnSOD, >500% para Trx1, >30% para Trx2) a diferencia de lo ocurrido con los controles (respecto a VV 2d: <5% para
MnSOD, <45% para Trx1, <30% para Trx2). Los resultados sugieren que la reversion prolongada del fenotipo tumoral, sumada al switch
en la expresion de enzimas antioxidantes, podria deberse a una reprogramacion de las células tumorales a nivel metabdlico, disparada
por el knock down inicial de Akt1
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266. (637) ANALISIS DE TECNICAS MOLECULARES QUE SIRVAN COMO HERRAMIENTAS PARA IDENTIFICAR
PACIENTES CON CANCER DE MAMA CON UNA ALTA EXPRESION DE LA ISOFORMA A DEL RECEPTOR DE
PROGESTERONA (RP-A)

Sequeira G.s; Castillo L.2; May M.s; Gass H.s; Gonzalez P.s; Martinez VVazquez P.s; Lanari C.7; Rojas P.s
IBYME: 2375, Hospital Magadelena G de Martinez de Gral. Pachecosss
chicon27_7@hotmail.com

El 75% de los pacientes con cancer de mama expresa receptores de progesterona (RP) y de estrégenos (RE). En estos pacientes la
terapia enddcrina es la de eleccion y en la mayoria el blanco terapéutico es el RE. Resultados obtenidos en un modelo experimental
murino mostraron que el tratamiento con antiprogestagenos (ZK 98299; ZK 230211 y RU-486) indujo regresién tumoral solo en los
tumores con altos niveles de isoforma A del RP (RP-A). Ademas, resultados similares se observaron en cultivos primarios de cancer de
mama humano tratados con RU-486 (10nM). Proponemos que existen pacientes que se podrian beneficiar de la terapia con
antiprogestagenos y nuestro objetivo es identificarlos. En este trabajo nos propusimos establecer si el estudio del ARNm de RP nos
podria brindar la misma informacion sobre la proporcion de isoformas del RP (RP-A/RP-B) que el western blot (WB) en muestras de
biopsias. Utilizando RT-PCR, gPCR y WB correlacionamos la expresién génica (ARNm) y proteica de las isoformas del RP. Debido a
que ambas isoformas estan incluidas en el mismo gen desarrollamos primers especificos que identifican a ambas isoformas o sélo a
RP-B. Seleccionamos 50 muestras de tumores de pacientes RP+ obtenidas del Hospital Magdalena V de Martinez, Gral. Pacheco, que
firmaron previamente un consentimiento informado. Para empezar con el andlisis, evaluamos muestras que reflejaran grupos con una
alta (> 1.2), media (< 1,2 a 0.8) y baja (< 0,8) relacién RP-A/RP-B obtenidas por WB. Hasta el momento se estudiaron 22 muestras
mostrando que no existe correlacién entre la expresion proteica de las isoformas del RP y la expresién génica determinada por RT-PCR
(p<0.6) o qPCR (p<0.7). El estudio se completara con la evaluacion de los 50 tumores. Los datos obtenidos sugieren que aun
aumentando el numero de valores, la técnica molecular, cuya ventaja es el uso de muy poco material, no seria la adecuada para su uso
en pacientes para la determinacion del perfil de isoformas.

267. (257) EFECTO DEL PEPTIDO SINTETICO P15-TAT EN LA MODULACION DE VIAS DE SENALIZACION
INVOLUCRADAS CON LA PROGRESION MALIGNA DE TUMORES DE PULMON HUMANOS Y MURINOS.
Cirigliano S.1; Bal De Kier Joffé E..; Farina H.s; Todaro L.4; Urtreger A.s
Instituto de Oncologia Angel Roffo, Area de Investigacion: 2 ss; Laboratorio de Oncologia Molecular, UNQ:
smcirigliano@gmail.com

CK2 es una serinal/treonina quinasa involucrada en crecimiento celular, supervivencia y apoptosis. El péptido sintético P15-Tat
(CIGB-300) es un inhibidor competitivo de CK2 que ha demostrado efectividad antitumoral en ensayos clinicos. En este trabajo
estudiamos el efecto del CIGB-300, sobre vias de sefializacion implicadas en la progresion tumoral y efectos bioldgicos asociados a
diseminacién metastasica, empleando como modelo experimental de células de cancer de pulmén. El péptido CIGB-300 presenta una
dosis letal 50 (DL50) de 1194+2,4 uM en células humanas H125 y 138,3+9,9 uM en las células murinas 3LL, mientras que las células
murinas LPO7 son altamente resistentes (DL50: 277,9+35,4 uM). Se analizé6 mediante Western blot los niveles nucleares y citoplas-
maticos de componentes de las vias de Wnt y NFkB luego del tratamiento con CIGB-300. En relacién a la via de Wnt, pudimos observar
una importante disminucién en los niveles de b-catenina nucleares, sitio al cual se transloca a fin de regular la expresiéon de genes de
supervivencia. En relacién a la via NFkB, también involucrada en sobrevida, se obtuvieron resultados similares en las tres lineas
celulares, observandose una disminucién en los niveles de p65 nuclear sin alterarse los niveles citoplasmaticos de 1kBa. CIGB-300
redujo ademas los niveles de ERK1/2 fosforilado. En relacion a la diseminacion metastasica, estudiamos in vitro, la capacidad
migratoria (ensayos wound healing) de las células 3LL. Observamos una importante reduccién en la migracién en forma dependiente de
la dosis (reduccion: 18,86+2,2% y 32.994+2,7% para Y4 y 2 de la DL50 resp. p<0,05). Estos resultados fueron coincidentes con la
reduccion en la secrecion de uroquinasa (28,64+0,2% y 44,19+0,4% para Y4y 2 DL50 resp. p<0,05). Nuestros resultados indican que el
tratamiento con el péptido CIGB-300, modula negativamente vias de sefializaciéon implicadas en progresiéon tumoral y diseminacién
metastasica.

REPRODUCCION 3

268. (429) PARTICIPACION DE LA FAMILIA DE TIROSINA KINASA SRC (SFK) EN LA CAPACITACION DEL ESPER-
MATOZOIDE DE RATA
Battistone M.1; Weigel Mufioz M.z; Ernesto J.s; Maldera J.4; Krapf D.s; Visconti P.s; Cuasnicu P.7
IBYME CONICET;2347; IBRs; Department of Veterinary and Animal Science, University of Massachusettss
agubattistone@gmail.com

Estudios recientes de nuestro laboratorio sugieren la participacion de la familia SFK en la fosforilacion en tirosina del esper-
matozoide de rata, apoyando la existencia de dos vias paralelas conducentes a la capacitacion, una dependiente de la activacion de
PKA, y otra mediada por la inactivacion de las ser/thr fosfatasas. Con el fin de investigar el rol de dichas vias en la cascada de sefales
que conduce a la capacitacion del espermatozoide de rata, en el presente trabajo se evalud el efecto de inhibidores de SFK sobre
diversos parametros de la capacitacion. Ensayos de Western blot indicaron que la presencia de inhibidores de SFK (SKI606 y SU6656)
durante la capacitacion produjo una inhibicién en los niveles de fosforilacion tanto en tirosina como en los sustratos de PKA.
Considerando que SFK inhibe a ser/thr fosfatasas, los espermatozoides fueron expuestos a un inhibidor de dichas fosfatasas (acido
okadaico, AO), observandose reversion del bloqueo descripto al inactivar a SFK. La inhibicion de SFK produjo también una disminucién
significativa (p<0,001) en los porcentajes de motilidad de los espermatozoides capacitados (control 69,3 + 4,3, SU6656 42,9 + 26 y
SKI606 34,8 + 3,8) mientras que la presencia de AO también revirtié esta inhibicion (AO 78,2 + 4,2, SU6656+A0 65,5 + 2,1 y SKI606
+AO 58,1 + 6,9). Finalmente, se estudid la capacidad fertilizante de espermatozoides expuestos a SKI606 y SU6656 durante la
capacitacion; observandose una reduccién significativa (p<0.001) en el porcentaje de fertilizacion in vitro de ovocitos sin zona pellucida
(control 92,6 + 3,7, SU6656 17,3 + 4,3 y SKI606 11,3 + 5,7). Esta disminucion no se observd en espermatozoides capacitados en
presencia de inhibidores de SFK conjuntamente con OA (AO 60,4 + 13,9, SU6656+A0 55,7 + 3,9 y SKI606+A0 45,8 + 10, 0). En
conjunto, estos resultados confirman la participacion de SFK en la capacitacion del espermatozoide de rata y su rol indirecto a través de
la inactivacion de ser/thr fosfatasas.
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269. (486) EXPOSICION AMBIENTAL A PLAGUICIDAS: MODIFICACION EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS Y
FUNCIONALIDAD DE MITOCONDRIAS EN CITOTROFOBLASTO Y SINCICIOTROFOBLASTO DE PLACENTA
HUMANA
Rivero Osimani V.s; Fagali N.2; Valdez S.s; Vera B.s; Guifiazu N.s; Magnarelli G.s
LIBIQUIMA IDEPA-CONICET, Facultad de Cs Meédicas, Universidad Nacional del Comahue: + s ¢; INIFTA-CCTLA PLATA-
CONICET, UNLP:; IMBECU-CCT, Instituto de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyos
valetirivero@hotmail.com

La membrana mitocondrial es blanco de plaguicidas lipofilicos. Debido a que la funcionalidad de mitocondria en placenta es clave
para el aporte de energia y produccién de progesterona (PG), el objetivo de este trabajo fue estudiar si la composicion de acidos grasos
y la funcionalidad mitocondrial se afectan durante la exposicion ambiental a organofosforados (OF). Previa utilizaciéon de criterios de
exclusion y obtencién de consentimiento informado, se colectaron placentas de residentes rurales (ZR) (n=18) y urbanos (ZU) (n=15) en
periodo de aplicacion de OF (PA) y de receso (PR). La actividad de carboxilesterasa disminuyé en PA indicando exposicién a OF. Se
aislaron por centrifugacion diferencial mitocondrias livianas (MI), propias de sinciciotrofoblasto (SCT) y pesadas (Mp), de citotrofoblasto
(CT). Se determind el porcentaje de acido grasos (AG).por CG-Masa ElI AG 22:6 n3, represento6 el 7,5% en cardiolipina asociada a
supercomplejos respiratorios y disminuyd en PA respecto de PR tanto en MI (53%; p<0,05) como en Mp (60%; p<0,01). La actividad de
NADH-Citocromo ¢ reductasa de Ml y Mp de ZR disminuyé durante el PA respecto de PR (Mp:164,80 + 22,78 vs 231,46 + 27,87;
p<0,001 y MI 154,89 +64,01 vs 268,14 + 32,56; p<0,001; nmol/mg prot x min) y respecto de ZU (p<0,05). Mientras que la actividad de
los complejos II-11l disminuy6 en ZR en ambos periodos respecto de ZU (ZR; 17,49 + 4,72 vs 37,68 + 21,34; p<0,001) La concentracion
de PG determinada por RIA en homogenato disminuyé el 33% en PA respecto de ZU (PA:1061 + 91,24 vs ZU: 1593 + 121 ng/ml.mg
prot, p<0,05). Estos resultados indican cambios en la composiciéon y funcionalidad de ambos tipos de mitocondrias, posiblemente
asociados al estrés oxidativo producido por OF. Sugieren ademas consecuencias en el transporte activo de sustancias y la actividad
biosintética del SCT y del CT. Agradecimientos: Méd. M. Curioni., S. Santa Cruz. Subsidios: UNCo, CONICET, Beca FONCyT.
Autorizacion del Comité de Bioética. (CAIBSH).

270. (495) ESTUDIO HISTOLOGICO EN TESTICULO DE RATONES INFECTADOS CON TOXOCARA CANIS Y
TRATADOS CON ALBENDAZOL
Vazquez S.:; Echenique C.z; Hisano N.s
Cétedra de Histologia, Facultad de Ciencias Médicas, UNR: s; IFICE-CONICET, Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacia,
UNR:
silvievaz@hotmail.com

Toxocara canis es un parasito muy comun en caninos. En humanos es la causa de sindromes de variada gravedad, como larva
migrans visceral siendo la afectacion mas grave a nivel del sistema nervioso central. Estudiamos el efecto sobre la histologia testicular
en la infeccion con T. canis de ratones con y sin tratamiento con albendazol. Se trabajé con ratones BALB/c machos de 60 dias
(adultos) de 25 a 30 g y se inocularon con 1000 huevos embrionados de T. canis por via oral. Los animales recibieron albendazol (A)
por via oral, en una dosis de 100 mg/Kg de PC/dia durante 3 dias. Los grupos fueron: 1a- animales (n=5) sin infectar
(controles)(solucion fisioldgica,SF). 2a-animales (n=5) infectados y SF, 3a- animales (n=5) sin infeccién y A. 4a- animales (n=5)
infectados y A. Los grupos 1a, 2a, 3a y 4a se sacrificaron a la semana de infeccion, fase hepato-pulmonar de la migracion del parasito.
Otros grupos similares: 1b, 2b, 3b y 4b se sacrificaron el dia 28° de infeccién, fase miotropica-neurotropica.Los testiculos fueron,
disecados, fijados en Carnoy vy refijados en formaldehido 4 % en PBS. Los érganos se procesaron para el estudio histolégico,
coloreados con tricromica (Masson). En el grupo 2a no se observaron modificaciones en los tubulos seminiferos con respecto a los
controles (1a), mientras que en el 2b se hallaron células basdfilas anémalas en la luz del tibulo seminifero, que podrian corresponder a
espermatocitos primarios alterados, el resto del epitelio y el intersticio se vieron conservados. En 4a se detecté mayor niumero de
células baséfilas andmalas con nucleos picnéticos en la luz del tubular. En 4b se observaron lesiones de tipo toxicas a nivel del epitelio
seminifero con aumento de células basoéfilas andmalas, un intersticio con capilares ingurgitados sin infiltracion. Estos cambios hallados
en el epitelio germinal podrian atribuirse a la respuesta inmunolégica sistémica ocasionada por la parasitosis y al efecto del albendazol.

271. (533) EFECTO DEL ORIGEN GENETICO SOBRE EL FENOTIPO DE LOS ANIMALES KNOCK OUT PARA CRISP1.
Weigel Mufioz M.1; Battistone M.z; Vasen G.s; Ernesto J.4; Da Ros V.s; Maldera J.s; Cohen D.7; Cuasnicu P.s
IBYME12345678
marianaweigel@gmail.com

Una de las moléculas propuestas como mediadoras del proceso de fertilizacion es la proteina epididimaria CRISP1, descripta por
nuestro grupo y primer miembro de la familia CRISP (Cystein Rich Secretory Proteins). Con el fin de estudiar la relevancia de CRISP1
para la fertilidad, nuestro laboratorio gener6 ratones knock out (KO) para esta proteina, los cuales, si bien resultaron fértiles,
presentaron espermatozoides con menores niveles de AMPc, fosforilaciéon en tirosina y fertilizacién. Considerando que una mutacion
puede producir diferentes fenotipos dependiendo del origen genético de los animales, el objetivo del presente proyecto consistié en
estudiar el fenotipo en animales KO para CRISP1 que exhiban un alto grado de homogeneidad génica. Para tal fin, los animales KO con
un origen genético hibrido 129SvEV/C57BL/6 fueron sometidos a 7 ciclos de retrocruza con animales C57BL/6 a lo largo de dos afos,
hasta la obtencion de animales KO con una base genética practicamente homogénea (99.2%) para la cepa C57BL/6. El analisis de
estos animales reveld un fenotipo diferente al de la colonia hibrida original a juzgar por el hecho de que el tiempo de paricién fue
significativamente mayor para hembras apareadas con machos KO que heterocigotas (HT). Asimismo, los espermatozoides
provenientes de animales KO presentaron niveles de motilidad y reaccién acrosomal inducida por progesterona (15 pM),
significativamente menores a los de los animales HT. La bajada en motilidad fue revertida por el agregado de dibutiril AMPc e IBMX (3-
isobutil-1-metil-xantina) durante la capacitacion, sugiriendo que dicha bajada seria debida a los menores niveles de AMPc de los
espermatozoides KO. En conjunto, estos resultados revelan la importancia de CRISP1 para la motilidad y reaccion acrosomal de los
espermatozoides, e indican que el KO para CRISP1 constituiria un nuevo ejemplo de la influencia del origen genético sobre el fenotipo
de los animales.
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272. (538) EVALUACION DE ACIDO HIALURONICO (AH) EN PACIENTES CON ENFERMEDAD TROFOBLASTICA
GESTACIONAL (ETG)
Mascar6 M.1; Ernst G.2; Lago N.3; Modenutti C.4; Lompardia S.s; Otero S.e; Alvarez E.7; Bianconi M.s; Hajos S.s
Laboratorio de Inmunologia Tumoral, Catedra de Inmunologia -IDEHU, FFYB, UBA-CONICET: > s 7 5, Centro de Patologia
Experimental y Aplicada, Departamento de Patologia, Facultad de Medicina, UBAs; Servicio de Oncologia, Hospital de Agudos
“C G Durand’ss
mascaro@ffyb.uba.ar

La ETG comprende un grupo de entidades interrelacionadas derivadas de la placenta humana tales como mola hidatiforme (parcial y
completa), y tumores malignos como coriocarcinoma (CC). Son Unicas ya que inusualmente provienen de un evento gestacional y por
tanto, se caracterizan por representar un aloinjerto en el tejido materno. El AH es uno de los principales componentes de la matriz
extracelular. Contribuye a la proliferacion y migracion celular. Con el aval del Comité de Etica del Hospital de Agudos “C G Durand”, se
utilizaron muestras de suero de pacientes con dicha enfermedad (n=8), embarazadas de 1er (1T) (n=6) y 3er trimestre (3T) (n=6), y
mujeres no embarazadas (MNE) (n=12); y tejido de placenta temprana normal de aborto (n=3), mola hidatiforme (n=8) y CC (n=2), a fin
de investigar la presencia de AH y evaluar si existen diferencias entre los grupos. Se analizé la expresion y distribucion de AH en tejido
parafinado mediante técnica histoquimica, y el nivel de AH en suero mediante ELISA competitivo, utilizando una proteina de unién a
AH. Resultados: tanto en mola como CC se pueden observar pequefios acimulos de AH sobre el borde apical de las células de
sincitiotrofoblasto(ST), a diferencia del tejido correspondiente a placenta de 1er trimestre donde se observa positividad en el estroma
velloso. El analisis de los sueros arrojé una mediana de AH de 51,31 (Q=46,26-65,29); 66,76 (Q=49,10-70,80); 102,6 (Q=94,11-119,7)
ug/ml en muestras de MNE, 1T y 3T, respectivamente, encontrando diferencias significativas entre MNE vs 3T (p<0.001) y 1T vs 3T
(p<0.01). Como conclusion de estos resultados preliminares, se desprende que existen diferencias en la expresion y distribucién de AH
en los tejidos analizados. Sin embargo, dada la baja prevalencia de la patologia en nuestro pais los resultados obtenidos por ELISA con
dichas muestras no son aun concluyentes necesitando para ello aumentar el nimero de pacientes.

273. (539) LA HIPERANDROGENIZACION PRENATAL PRODUCE ALTERACIONES EN LA FUNCIONALIDAD OVARICA
DURANTE LA ETAPA PUBERAL
Amalfi S.1; Velez L..; Heber F.3; Ferreira S.4; Pignataro O.s; Motta A.e
CEFYBO UBA CONICET12346; IBYMEs
sabri_amalfi@hotmail.com

Una de las hipotesis sobre la etiologia del Sindrome del Ovario Poliquistico es que un exceso de andrégenos intrauterino induciria
reprogramacion fetal, sin embargo se desconoce el alcance de la misma. Objetivo: establecer alteraciones ovaricas inducidas por el
hiperandrogenismo prenatal (HA). Ratas prefiadas Sprague-Dawley se inyectaron entre los dias 16 a 19 de gestacion con 2 (T2) 6 5 mg
(T5) de testosterona 6 aceite (control: C), N=10 animales/determinacién y por grupo. Las crias hembras se pesaron a los 21 y 60 dias
de edad (sacrificio) y se midi6 la distancia uro-genital (como pardmetro de masculinizacién). Por extendido vaginal se determiné el
estadio del ciclo sexual. Resultados: El estudio de la morfologia ovarica por tinciéon con hematoxilina-eosina mostré que HA aument6 el
numero de foliculos primarios por ovario, indujo luteinizacién anémala y quistes foliculares. A los 21 dias de edad, los animales T2 'y T5
tenian menor peso que los controles (C: 40+2 g, T2: 34+3g, T5: 20+1 g) pero a los 60 dias no habia diferencia y la distancia uro-genital
de T2 y T5 era mayor (1,7+0,2 y 1,9+0,1, respectivamente) que C (1,2+0,1 mm). La concentracién de progesterona en suero evaluada
por radioinmnoensayo (RIA) era mayor en T2 (149+50) y T5 (135+18) que en C (68+7 ng/ml suero) y la de estradiol (por RIA) era menor
en T2 (0,05+0,02) y T5 (0,06+0,01) que en C (0,37+0,01 ng/ml suero). Testosterona en suero (por RIA), no varié entre los tres grupos.
Los animales T5 no presentaron apertura vaginal y no ciclaban. El 20% de T2 tenia ciclos sexuales regulares vs 30% de C. La
prostaglandina E ovarica de T2 (3,4+0,9) no era significativamente distinta a la C (3,5+1,09) pero era mayor en T5 (7,9+1,6 pg/mg
proteina). Concluimos que HA genera un ambiente desfavorable para el desarrollo fetal que se traduce en un menor peso en los
primeros dias post-nacimiento. En la pubertad, la esteroidogénesis ovarica se ve alterada y se establece un estado pro-inflamatorio
ovarico en T5.

274. (565) EXPRESION INTRAOVARICA DE COMPONENTES DE LA CASCADA DE SENALIZACION DE INSULINA EN
LA ENFERMEDAD QUISTICA OVARICA BOVINA.
Panzani C.:; Rodriguez M F.z; Benitez G.s; Salvetti N.4; Stangaferro M.s; Ortega H.s; Rey F.7
FCV, Universidad Nacional del Litorali2s4567
carolinapanzani@yahoo.com.ar

La creciente seleccion de bovinos para la alta produccion de leche ha provocado modificaciones en el perfil hormonal dentro de los
que se encuentran los niveles de insulina. Bajos niveles de insulina en post-parto inhibirian a la GnRH y subsecuente liberacion de LH,
asociada a alteraciones en mecanismos implicados en la ovulacion. En el ovario la insulina actia sobre la esteroidogénesis y el
crecimiento de células de la granulosa y teca. Dada su importancia, en el presente trabajo se propuso evaluar si existen modificaciones
en la expresion intraovarica de mediadores de la respuesta a insulina, en la enfermedad quistica ovarica bovina. Se utilizaron muestras
de vacas con quistes espontaneos, obtenidas en playa de faena y muestras de animales experimentales, cuyos ciclos estrales fueron
sincronizados previamente, y luego divididos en dos grupos. En uno de ellos, se indujo la enfermedad por administracion de ACTH, y el
otro grupo se mantuvo como control. Luego de la confirmacién del desarrollo de quistes por ultrasonografia se realizé la ovariectomia y
se obtuvieron muestras de diferentes estructuras foliculares. Sobre cortes tisulares se realizaron inmunohistoquimicas para estudiar la
expresion del receptor de insulina (IR beta), el sustrato del receptor tipo | (IRS-1) y la fosfatidilinositol 3'-OH quinasa (PI3K). Los
resultados obtenidos mostraron una tendencia a incrementar de los niveles de expresion de IR beta en quistes respecto a las restantes
estructuras foliculares (p>0.05). No se detectaron diferencias en la expresion de IRS-1 y PI3K, aunque resta analizar si la actividad de
los mencionados intermediarios fosforilados se encuentra modificada. Asimismo, sobre la base de estos resultados, seria relevante
estudiar la expresion y actividad de intermediarios subsiguientes en la cascada de sefializacion de insulina dada su importancia en la
funcionalidad ovarica y potencial accion en el desarrollo de la enfermedad quistica ovarica bovina.
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275. (717) EFECTO DE NANOPARTICULAS DE ZN Y CU EN EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM
Herkovits J.1; D’eramo J.»
Instituto de Ciencias Ambientales y Salud, Fundacion PROSAMA::
herkovit@retina.ar

El empleo de nanomateriales se consolida para un creciente nimero de objetivos, incluyendo las ciencias de la salud. En el presente
estudio se informa la toxicidad de dos de los nanomateriales potencialmente mas téxicos, el OCu (23 a 37 nm) y OZn (40 a 100nm)
durante el desarrollo embrionario y larval de Rhinella arenarum. Los tratamientos para el periodo embrionario se iniciaron en estadio de
Contraccion Muscular y los del periodo larval en Opérculo Completo. Se mantuvieron 10 individuos por triplicado en 40 mL de solucion
ANFITOX con OZn en un rango de 1.21 y 60mg/L y para el caso de OCu de 0.31 y 40 mg/L. Las soluciones fueron cambiadas cada 24
hs realizandose el informe de sobrevida, malformaciones y anomalias observables con microscopia 6ptica. Mediante PROBIT se
obtuvieron las CL50 que resultaron para el OCu en 2.38, 0.98 y 0.94mg/L para las 24, 96 y 168respectivamente. En cambio para el
periodo larval los resultados para los mismos tiempos fueron de 6.86, 3.15, 3.14 respectivamente. En el caso del OZn la CL50 para
estadios embrionarios fueron de 23.06, 5.25 para 96 y 168hs mientras que para el periodo larval fueron de 10.04, 6.50 respectivamente.
En todos los casos se constatd una reduccién en la talla (20 a 30%). En el caso del Zn, presentaron un cuadro de inmovilidad y
marcada bradicardia. No se detectaron efectos teratogénicos notorios. Los organismos experimentales practicamente no se
alimentaban. Los resultados indican que el OCu es en ambos periodos (embrionario y larval) mas toxico que el OZn siendo el periodo
embrionario mas susceptible en el caso del OCu. Ademas, la toxicidad de ambas nanoparticulas se profundiza en funcién del tiempo
que en el caso del OZn se extiende hasta las 168 hs de tratamiento. Estos resultados indican que las nanoparticulas de estos metales
presentan una alta toxicidad que debera tomarse en consideracion para las diferentes aplicaciones de los mismos.

276. (329) REGULACION DE LA EXPRESION LUTEAL DE LOS RECEPTORES DE HORMONAS TIROIDEAS EN RATAS
GESTANTES; EFECTO DEL HIPERTIROIDISMO.
Navas P.1; Redondo A.z; Cuello-carrion D.s; Vargas Roig L.4; Carrefio N.s; Jahn G.s; Hapon M.7
IMBECU CCT MENDOZA:2345s; IMBECU CCT MENDOZA, ICB UNCUYO:
pnavas@mendoza-conicet.gob.ar

En animales de experimentacién como en la rata; el hipertiroidismo se asocia con parto prematuro, mayor nimero de crias que el
promedio y deficiencia en la lactancia. El modo clasico de accién de las hormonas tiroideas es modulando directamente la transcripcion
de genes, ya que sus receptores (TR) actian como factores de transcripcion en procesos tales como la diferenciacion, el crecimiento y
el metabolismo celular. Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que el cuerpo luteo (CL) de la rata expresa ARNm de las
isoformas a1,a2 y B 1 del TR y su regulacioén varia a lo largo de la gestacion y el postparto. No se conocia hasta la actualidad cuales de
estos receptores son expresados a nivel proteico en el CL. El propdsito del presente trabajo fue determinar en el CL la presencia a nivel
proteico de las isoformasaly B 1 del TR a lo largo de la gestacion y el postparto, confirmar la localizacion celular de estas proteinas y
también evaluar la posible modulacion de la expresion de estos receptores por el efecto del hipertiroidismo. Por inmunohistoquimica se
confirmoé la presencia nuclear de TRB1 en CL al final de la gestacion. La determinacion de la expresion por western blot mostré que
TRB1 aumenta hacia el final de la gestacion alcanzando su maxima expresioén en G19 y disminuyendo en G21 y postparto p<0.05. El
TRa1 se expresa en menor proporcién que TRB1 pero aumenta significativamente al final de la gestacion comenzando en G15 y
disminuye en G21y postparto p<0.05. El hipertiroidismo no modificé la proporcion de la expresion de TRa/TRp al final de la gestacion
pero si mostré una regulacién negativa de la expresion de ambas isoformas TRa y TRB p<0.05. Podemos concluir que las patologias
tiroideas durante la gestacion pueden ejercer una accion directa a nivel luteal debido a la presencia de las isoformasat, B 1 del
receptor. Por otro lado, se confirma que ambas isoformas son sensibles a la regulaciéon de su expresion por las hormonas tiroideas a
nivel luteal.

277. (190) ESTUDIO HISTOLOGICO DEL EPIDIDIMO DE RATAS BETA, OBESAS, DIABETICAS TARDIAS HASTA LOS
18 MESES DE EDAD
Tardivo A.1; Vazquez S..; Posadas M.s; Hisano N.4
Catedra de Histologia, Facultad de Ciencias Médicas, UNR1:4; Catedra de Biologia, Facultad de Ciencias Médicas, UNR:
agostina_tardivo@hotmail.com

Las dismetabolopatias y la edad modifican la estructura histolégica del aparato reproductor masculino disminuyendo la es-
permatogénesis. En la presente comunicacion estudiamos la histologia epididimaria de las ratas 8 a distintas edades. Ratas macho de
la linea B, obesas, diabéticas tardias y ratas Wistar de 2,4,8,12,y18 meses de edad, fueron alimentadas con alimento balanceado para
redores y se les suministro agua ad-libitum. Se sacrificaron 5 animales de cada grupo etario. Los epididimos fueron disecados,
pesados, en formaldehido 4 % en PBS. Los érganos se procesaron rutinariamente para el estudio histolégico, coloreados con H-E,
Giemsa y PAS. El peso corporal en la linea 3 es similar al grupo control y el peso epididimario es menor a los 12 meses con respecto al
grupo control. Desde edades tempranas hasta los 8 meses de edad la histologia epididimaria no mostré6 cambios morfolégicos
significativos y fue similar a las ratas controles. Desde los 12 meses se observaron alteraciones del epitelio epididimario, que se
agravaron a los 18 meses de edad. El recuento espermatozoidal asi como la histologia epididimaria se correlaciona con las
modificaciones estructurales observadas en el epididimo. El recuento de espermatozoides demuestra dos poblaciones bien evidentes a
los 18 meses de edad. En el epididimo se pueden observar estructuras con alteraciones de diversos grados, y las paredes se pueden
describir como epitelio hipotrofico y con bordes bien festoneados, sin contenido tubular. A pesar de que en esta linea de ratas la
diabetes es de aparicion tardia (8 meses) el comienzo de alteraciones morfologicas en epididimo ese observa recién a partir de los 12
meses, a diferencia del grupo control. Las modificaciones histologicas observadas se correlacionan con la el grado de afectacion
observado a nivel testicular. En este modelo experimental, el sindrome metabdlico a largo plazo genera alteraciones estructurales en el
sistema reproductor, verificables entonces en epididimo.
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278. (195) MODIFICACIONES HISTOLOGICAS DEL TESTICULO EN RATAS BETA, OBESAS, DIABETICAS TARDIAS
HASTA LOS 18 MESES DE EDAD
Vazquez S.i; Leiva R.2; Hisano N.3
Catedra de Histologia, Facultad de Ciencias Médicas, UNR1s Catedra de Biologia, Facultad de Ciencias Médicas, UNR:
silvievaz@hotmail.com

Las dismetabolopatias y la edad modifican la estructura histolégica testicular . En la presente comunicacién estudiamos la histologia
testicular en ratas de la linea B a distintas edades. Ratas B, macho, obesas, diabéticas tardias, normocolesterolémicas e
hipertrigliceridémicas y ratas Wistar de 2,4,8,12,y18 meses de edad, fueron alimentadas con alimento balanceado para roedores y se
les suministré agua adlibitum. Se sacrificaron 5 animales de cada grupo etario. Los testiculos fueron disecados, pesados, fijados en
Bouin y refijados en formaldehido 4 % en PBS. Los 6rganos se procesaron rutinariamente para el estudio histolégico, coloreados con H-
E, Giemsa y PAS +H. El peso corporal de la linea B fue similar al grupo control y los pesos testiculares fueron menores a los 8 y 12
meses en las ratas  que en sus grupos controles. Desde edades tempranas hasta los 8 meses de edad la histologia testicular fue
similar a las ratas controles. A los 12 meses se observaron alteraciones morfoldgicas del epitelio germinal con desprendimiento de las
células del compartimiento adluminal, picnosis, cariorrexis y cariolisis. Los tubulos se tornaron macizos, con bordes irregulares y su
intersticio presentd capilares con engrosamiento de su pared. A los 18 meses encontramos, tubulos seminiferos atréficos con masas
celulares indiferenciadas intraluminales, nucleos picnéticos y presencia de apoptosis. En el intersticio se hallaron gran nimero de
capilares con paredes engrosadas en catéfilas de cebolla. En esta linea de ratas la diabetes es de aparicion tardia (8 meses), pero, el
comienzo de alteraciones morfoldgicas testiculares es temprana comparada con su grupo control. En las ratas B la obesidad, la
hipertrigliceridemia junto a la diabetes tardia con el tiempo afectan el metabolismo celular del epitelio seminifero con cambios
histologicos severos. La diabetes no controlada con factores de riesgos secundarios en nuestro modelo experimental afecta la
histologia testicular.

279. (115) EXPOSICION NEONATAL AL PESTICIDA ENDOSULFAN Y SUS EFECTOS SOBRE LA FUNCIONALIDAD
UTERINA DURANTE LA PRENEZ
Milesi M.1; Varayoud J.2; Alarcon R.s; Mufioz-de-toro M.s; Luque E.s
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL1234s
mmilesi@fbch.unl.edu.ar

En nuestro pais, la produccion agricola y el consumo de agroquimicos han crecido de manera exponencial. En estudios previos
demostramos que la exposicion neonatal a endosulfan (pesticida organoclorado) altera la expresion de moléculas que intervienen en el
desarrollo y diferenciacion del Utero en ratas hembras prepuberales. En el presente trabajo nos propusimos determinar los efectos a
largo plazo de la exposicidon neonatal a endosulfan, con énfasis en los efectos sobre la fertilidad y la expresion de genes que regulan la
diferenciacion del utero en el periodo de peri-implantacion. Ratas hembras fueron tratadas desde el dia postnatal 1 (DPN1) hasta el
DPN7 con vehiculo (control), dietilestilbestrol 0,2 ug/kg/dia (DES) y endosulfan 6 ug/kg/dia (Endo6) ¢ 600 ug/kg/dia (Endo600). El
DPN90 las hembras fueron prefiadas y el dia 5 de gestacion (DG5) se obtuvieron muestras de Utero para incluir en parafina. Por
inmunohistoquimica se cuantificé la incorporacién de bromodeoxiuridina (proliferacion celular) y la expresion de receptor de estrégeno
alfa (REa) y progesterona (RP) en el estroma subepitelial. Otro grupo de animales prefiados fue sacrificado en DG19 para determinar
parametros de fertilidad: n° de cuerpos luteos, sitios de implantacién y reabsorcién. Las hembras tratadas con DES o Endo600
mostraron menor proliferacién celular y desregulacion en la expresion de REa (Control: 3,4+0,2; DES: 2,4+0,4; Endo600: 4,3+0,4;
p<0,05). El grupo Endo600 mostré ademas una mayor expresion de RP (Control: 3,4+0,4; Endo600: 5,3+0,6; p<0,05). Los animales
expuestos a DES o Endo600 presentaron menor n° de sitios de implantacion (Control: 12+0,4; DES: 7+0,9; Endo600: 9+1,0; p<0,05),
sin diferencias en el n° de cuerpos luteos y sitios de reabsorcion. La exposicién neonatal a endosulfan induce efectos adversos a largo
plazo, caracterizados por una alteracién en la diferenciacion uterina en el periodo de peri-implantacion los que podrian disminuir la
eficiencia reproductiva de la hembra.

280. (142) LA EXPOSICION PERINATAL A ESTROGENOS AMBIENTALES MODIFICA LA EXPRESION DE GENES QUE
REGULAN LA COMPOSICION PROTEICA DE LOS GLOBULOS GRASOS DURANTE LA LACTOGENESIS EN LA
GLANDULA MAMARIA.

Altamirano G.1; Luque E.z; Mufioz-de-toro M.s; Kass L.4
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL1234
gabyaltamirano@hotmail.com

En estudios previos demostramos que la exposicion perinatal a bajas dosis de Bisphenol A (BPA) y Dietilstilbestrol (DES) altera la
diferenciacién funcional de la glandula mamaria y modifica el contenido proteico de la leche. En el presente trabajo nos propusimos
evaluar la influencia de ambos xenoestrogenos sobre la expresion de proteinas que componen la membrana del glébulo graso, otro de
los principales componentes de la leche. Ratas prefiadas de la cepa Wistar (FO) fueron expuestas a través del agua de bebida a BPA
(0.5 and 50 pg/kg/dia), DES (5 pg/kg/dia) o vehiculo (0.001% etanol) desde el dia 9 de gestaciéon (DG9) hasta el destete. Las crias
hembras F1 fueron prefiadas y se obtuvieron muestras de glandula mamaria en DG18 y DG21. Se utilizé RT-PCR en tiempo real para
evaluar la expresiéon de los ARNms de Adipofilina (ADPF), Xantina-Oxidoreductasa (XOR) y Butirofilina (BTN), cuya expresion se limita
al epitelio mamario. En DG18, la exposicion perinatal a DES y ambas dosis de BPA produjo una disminucién en los niveles del
mensajero de ADPF; ademas, las hembras expuestas a BPA0.5 y DES presentaron menor expresion de XOR y BTN. En DG21, la
expresion del ARNm de ADPF se mantuvo reducida en el grupo BPA50, mientras que no se observaron diferencias respecto al control
en los grupos BPAO.5 y DES. Asimismo en DG21, los animales expuestos a BPA y DES exhibieron niveles de expresion del ARNm de
XOR inferiores al control y los grupos BPA50 y DES presentaron una menor expresion de BTN. Los resultados muestran efectos a largo
plazo de la exposicion perinatal a bajas dosis de estrogenos ambientales, evidenciados por modificaciones -durante la gestacion- en la
expresion de genes que controlan la composicion proteica de la membrana de los glébulos grasos en el epitelio mamario. Esta
alteracion podria conducir a un incorrecto ensamblado y secrecion de los glébulos grasos durante la lactogénesis y, en consecuencia,
modificar el contenido lipidico de la leche.
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281. (144) ALTERACIONES EN LA INTEGRIDAD Y PERMEABILIDAD DE LA BARRERA HEMATO-TESTICULAR (BHT)
DURANTE EL DESARROLLO DE UNA ORQUITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL (OAE) EN LA RATA
Pérez C.:; Sobarzo C.; Theas M.s; Denduchis B.s; Lustig L.s
Instituto de Investigaciones en Reproduccion, Facultad de Medicina, UBA12345
ceciliaperez77@yahoo.com.ar

La OAE se caracteriza por la presencia de un infiltrado linfomonocitario intersticial y dafio severo del epitelio seminifero (ES) que
presenta apoptosis y descamacion de las células germinales (CG). El objetivo de este trabajo es analizar la expresién y localizacion de
las proteinas que forman parte de las uniones estrechas que componen la BHT entre células de Sertoli, explorando el estado funcional
de dicha barrera durante el desarrollo de la OAE. Se indujo OAE en ratas por inmunizacién con antigenos espermaticos y adyuvantes.
Ratas del grupo control (C) fueron inyectadas sélo con adyuvantes, estudidandose también ratas sin tratar (N). Los animales se
sacrificaron a los 30 dias (d) de la primera inmunizacién, 40d (inicio de la lesion focal), 50d (orquitis focal) y 80d (orquitis severa).
Observamos por inmunofluorescencia (IF) y Western blot una reduccion significativa en la expresion de ocludina en el testiculo de las
ratas con OAE focal y severa (p<0,01 vs C). Por IF observamos una deslocalizacién de claudina-11 y ZO-1 en el testiculo de las ratas
con OAE, mientras que no se detectaron alteraciones en su expresion por Western blot, comparado con las ratas C. Concomitante con
los cambios en la expresion de las moléculas de adhesion celular detectamos un aumento de la permeabilidad de la BHT, ya que los
trazadores inyectados en las ratas con OAE difundieron a través de las uniones estrechas, alcanzando el compartimento adluminal del
ES a diferencia de las ratas C y N. La via de sefializacién p38 MAPK esta involucrada en la regulacién de la dinamica de las uniones
estrechas entre células de Sertoli ya que detectamos un aumento de la forma fosforilada de p38 en el testiculo de las ratas con OAE.
Especulamos que citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL6, IFN-y) cuyo nivel esta aumentado en el microambiente testicular en la OAE
estarian modulando, entre otros factores, la dinamica de las uniones estrechas, alterando la funcionalidad de la BHT vy la integridad del
ES.

282. (172) TERAPIA HORMONAL DE REEMPLAZO EN RATAS ADULTAS EXPUESTAS PERINATALMENTE A
BISFENOL A: ALTERACIONES EN LA DIFERENCIACION FUNCIONAL DEL UTERO
Bosquiazzo V.1; Vigezzi L.2; Mufioz-de-toro M.s; Luque E.4
Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL1234
vibosqui@fbcbh.unl.edu.ar

En trabajos previos demostramos que la exposicion perinatal a Bisfenol A (BPA) afecta la respuesta uterina a las hormonas ovaricas
en la adultez. Nuestro objetivo fue estudiar la histomorfologia y la expresion de moléculas en el Utero de ratas adultas con terapia
hormonal de reemplazo y que habian sido expuestas perinatalmente a BPA. Ratas prefiadas fueron expuestas a través del agua de
bebida al vehiculo (control), BPA 0.5 o 50 ug/Kg/dia desde el dia 9 de gestacién hasta el destete. A los 12 meses de edad las crias
fueron ovariectomizadas y tratadas via sc con 17b-estradiol (E2) durante 3 meses. Se disecaron los cuernos uterinos para incluirlos en
parafina o conservarlos a -80°C. La histopatologia uterina se estudié con hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de p63. Mediante
RT-PCR en tiempo real se evalué la expresién del ARNm de las isoformas de p63: TA y AN, y del factor de crecimiento similar a
insulina | (IGF-1) y su receptor (IGF-IR). El andlisis histolégico demostré una variedad de lesiones glandulares: glandulas quisticas,
hipertroficas, con atipias nucleares (nucleos hipocromicos), metaplasias escamosas y glandulas con glandulas hijas. En animales
expuestos a BPA0.5 aumento la densidad de glandulas con glandulas hijas (control 0,1+0,1 vs BPA0.5 1,84+0,7 p<0.05) y en los de
BPA50 aumentd la densidad de glandulas con metaplasia escamosa (control 1,7+0,3 vs BPA50 3,8+0,8 p<0.05). La expresion de p63 y
del ARNm de la isoforma TA fue menor en BPAO.5 (p63: control 63,8+2,7 vs BPA0.5 50,9+5,5; TA: control 1 vs BPA0.5 0,49 p<0.05).
En BPA50 la expresion de TA aumentd (control 1 vs BPA50 2.1; p<0.05). Las hembras expuestas a BPAO.5 presentaron menor
expresion de IGF-I e IGF-IR. Los resultados demostraron que la exposicion a BPA modifico la respuesta uterina al tratamiento con E2.
La susceptibilidad a diversas lesiones glandulares y la expresién de moléculas implicadas en la diferenciacion funcional uterina difirié
segun la dosis de BPA administrada perinatalmente
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283. (347) ANALISIS DE MUTACIONES INACTIVANTES EN EL GEN DE LA TIROGLOBULINA HUMANA Y SUS
EFECTOS SOBRE LOS DOMINIOS FUNCIONALES.
Citterio C.1; Machiavelli G.z; Belforte F.s; Olcese M.s; Rivolta C.s; Targovnik H.e
Laboratorio de Biologia Molecular, Catedra de Genética y Biologia Molecular, FFyB, UBA1234s56
<cintia_citterio@hotmail.com

La biosintesis de las hormonas tiroideas requiere la integridad de un sistema complejo de proteinas dependientes de la estructura
tridimensional de la tiroglobulina (TG). La TG es codificada por un gen de 270 Kb que comprende 48 exones. El monémero contiene
2768 residuos y se compone de cuatro regiones funcionales y estructurales. El amino-terminal y la parte media contienen tres tipos de
motivos repetitivos, organizados en tres regiones: |, Il y lll. La cuarta region se encuentra en el carboxilo-terminal y contiene un dominio
no repetitivo que muestra una homologia con la acetilcolinesterasa (ACHE-like domain). Los objetivos del presente trabajo fueron: a)
Identificar nuevas mutaciones inactivantes en el gen de la TG; b) Predecir el impacto de sustituciones aminoacidicas en la estructura y
3) Construir minigenes para el analisis funcional de las variaciones de secuencia en sitios consenso de splicing. Se identificaron
diecisiete mutaciones no descriptas: exén 4 (p.Y107X), g.IVS6+1G>A, exon 10 (p.Q717X, p.R768X, p.R893fsX946), exon 17
(p.S1203L, p.R1251C, p.11244fsX1246, p.C1262Y), g.IVS19+3_+4delAT, exén 27 (p.Q1777X), exon 28 (p.K1803fsX1833), exon 33
(p.C1981W, del exon 33), exon 38 (p.P2183R), exén 40 (p.R2317X), exdon 48 (del exdn 48). Se caracterizaron sitios cripticos de
“splicing” en los intrones 6 y 19 que son activados cuando los auténticos sitios estan mutados (g.IVS6+1G>A, g.IVS19+3_+4delAT).
Factores especificos de secuencia y factores genéticos celulares contribuyen al uso diferencial de estos sitios cripticos. Una extensa
delecion fue localizada en el tltimo exén de la TG que se extiende a la region intergénica. Finalmente, se correlaciond funcionalmente
la localizacion de las mutaciones con las cuatro regiones del monémero. En conclusion, los efectos mas importantes de las mutaciones
en el gen de TG originan cambios conformacionales que eliminan sitios hormonogénicos, activan sitios cripticos de splicing y afectan su
transporte intracelular.
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284. (464) DIAGNOSTICO MOLECULAR Y EVALUACION ENDOCRINOLOGICA EN LA DEFICIENCIA DE AROMATASA,
TRES MUTACIONES NUEVAS Y UN POSIBLE EFECTO FUNDADOR.
Perez Garrido N.1; Marino R.2; Saraco N.s; Rocco C.s; Guercio G.s; Costanzo M.s; Warman D.7; Ciaccio M.s; Pena G.o; Garcia J.1o;
Miras M.11; De Lacerda L.12; Rivarola M.1s; Belgorosky A.14
Hospital de Pediatria Garrahan1 23456751314, Hospital Infantil Municipal de Cérdobas; Hospital Regional de Concepcién Tucumanio;
Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de Cérdoba+; Universidad Federal de Parana, Curitiba, Brasili2
pgnatalia@yahoo.com.ar

Introduccién: Varias alteraciones moleculares del gen CYP19A1, asociadas con deficiencia de cP450arom, fueron descriptas en
ambos sexos. Desde 1991, han sido reportados 19 casos de deficiencia de aromatasa, 11 mujeres y 8 varones. El fenotipo depende del
sexo, edad y puede ser variable de acuerdo al grado de actividad enzimatica. Objetivos: Detectar mutaciones en el gen CYP19A1 en
pacientes con deficiencia de aromatasa. Describir caracteristicas clinicas y endocrinolégicas. Construir haplotipos ligados a una
mutacion recurrente. Metodos: Secuenciacion de la region codificante y de las regiones intrénicas flanqueantes del gen CYP19A1 en
todos los pacientes y sus padres. Material clinico: Estudiamos siete mujeres con genitales ambiglios al nacer. En 4/7 hubo ausencia de
virilizacion materna durante el embarazo. Detectamos quistes ovaricos en 5/7 y 3/7 presentaron desarrollo mamario espontaneo.
Resultados: En 4/7 pacientes no relacionados detectamos la mutacién de splicing c655G>A (2 en estado homocigota y 2 heterocigotas
compuestos con otra mutacién), previamente descripta en un paciente argentino XY con deficiencia de aromatasa. Encontramos 2
nuevas mutaciones sin sentido en 3 pacientes (p.Y81C, p.R192C) en estado homocigota o heterocigota compuesto y se encontré una
nueva mutacién de splicing en un paciente en estado homocigota (IVS9+5 G>A). Para investigar la posibilidad de un ancestro en comun
ligado a c655G>A en nuestra poblacion, caracterizamos los haplotipos de los cuatro pacientes portadores de c655G>A utilizando 22
marcadores polimorficos del gen y los comparamos con poblacién caucasica americana. Todos los alelos c655G>A compartieron el
mismo haplotipo. Encontramos c655G>A ligada al mismo haplotipo con una frecuencia significativamente mas alta que lo esperado
(p=0.019). Conclusién: Estos resultados sugieren que c655G>A aparecié en un haplotipo ancestral y su alta frecuencia en nuestra
poblacién seria consecuencia de un efecto fundador.

285. (443) IDENTIFICACION DE ALTERACIONES MOLECULARES DEL EJE GH-IGF1 EN PACIENTES ARGENTINOS
CON TALLA BAJA
Juanes M.1; Marino R.z; Ciaccio M.s; Rivarola M.s; Belgorosky A.s
Hospital de Pediatria Juan P Garrahani2s4s
matiasjuanes@hotmail.com

En humanos alteraciones en el eje GH-IGF1 generan retardo del crecimiento postnatal. Se estudiaron 71 pacientes argentinos, 55
familias con deficiencia aislada de GH-1 (GHID) y 10 con insensibilidad a IGF-1. Los criterios de seleccion del grupo con GHID fueron:
talla <-2 SDS, niveles séricos de GH <6.1ng/ml luego de la estimulacion con dos tests farmacoldgicos y velocidad de crecimiento <-1.3
SDS, con RMN normal. Para el grupo con insensibilidad a IGF-1 fueron: niveles séricos normales de GH-1, normales o aumentados de
IGF-1, falta de respuesta al test de estimulacion con IGF-1 y retardo de crecimiento intrauterino. Se analizaron los genes GHRH-R, GH-
1 e IGF1R por secuenciacion automatica luego de la amplificacion por PCR del gen. El gen GH-1 también fue analizado por digestion
con enzimas de restriccion (Bgl Il, Hae Il, Sma 1) de productos de PCR del gen, para detectar grandes deleciones. En el gen GH-1
describimos 6 familias con la presencia de tres mutaciones puntuales heterocigotas (R183H, 4/55, 7.27%; Thr-24Ala, 1/55, 1.81%;
V110I, 1/55, 1.81%), dos familias con la delecion de 6.7 kb en estado homocigota (2/55,3.63%) y 46 familias sin alteraciones. Al analizar
el gen GHRH-R se detecté una familia con la mutacién M422T en estado heterocigota (1/55, 1.81%). El estudio del gen IGF1R dio como
resultado la presencia de dos variantes alélicas, R1256S y R1337C (no descriptas) en dos pacientes, ambas en estado heterocigota. Se
analizaron los posibles efectos, a nivel de la funcion proteica, mediante dos ensayos in silico (Polyphen: 2.8; 2.5 de Score, Mutation
Taster: 3.0; 4.9) sugiriendo, con una alta probabilidad, que estos cambios aminoacidicos afectarian la funcionalidad de la proteina. Si
bien solo se puede detectar una alteracion del sistema GH-IGF1 en un 16.9% de las familias, este estudio ha permitido caracterizar dos
nuevas mutaciones en el gen IGF1R representando una herramienta de utilidad para definir con mayor precisién la conducta
terapéutica.

286. (198) ENFERMEDAD DE VON HIPPEL LINDAU: PRESENTACION CLINICA DE ACUERDO A LA EDAD Y AL
GENOTIPO
Vieites A.1; Sansé G.z; Levin G.3; Barontini M.4
Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutierrezizz4
anavieites@yahoo.com

La enfermedad de von Hippel Lindau(VHL) es un sindrome hereditario causado por mutaciones en el gen supresor vhl. Predispone
al desarrollo de tumores benignos, malignos y quistes en diversos 6rganos. El objetivo fue evaluar la presentacion clinica y la evolucion
de 49 pacientes con VHL de acuerdo a la edad de comienzo y al genotipo. Los pacientes(pac) se dividieron en 2 grupos(G):G1:menores
de 21 afios(n=31, masc:20, fem:11) y G2: 24-75a (n=18; masc:11, fem:7).G1:la manifestacién inicial (M) mas frecuente fue el
feocromocitoma (feo), presente en 25/31 pac(81%). 20/25 pac estuvieron libres de enfermedad con una mediana 6.5 afios (rango 2-34
a). Los restantes (5/25) presentaron hemangioblastoma SNC (4), de retina (2) y/o carcinoma de pancreas (1), con un intervalo libre de
enfermedad de 4-23 afios (mediana 19). La Ml de los 6 restantes fue hemangioblastoma de SNC(4), de retina(1) y tumor de saco
endolinfatico (1). En 3/6 pacientes el tumor recidivd o se afectd otro 6rgano(1-2 afios). Un paciente murié. En el G2, la Ml mas frecuente
fue el hemangioblastoma de SNC en 8/18 pacientes(45%), seguido por el feo en 6/18 pacientes (33%). En 2/18 la MI fue
hemangioblastoma retinal, en 1/18 carcinoma de células renales y en 1/18 tumor neuroendécrino de pancreas. Nueve pacientes
estuvieron libres de enfermedad con un seguimiento de 1-30 afios (mediana de 5 afios).Tres pacientes murieron. Mutaciones
encontradas en los casos indice: Arg167Thr(4), Arg161Term(3), Pro193Leu(2), Arg161GIn(1), Arg167GIn(1), Arg9His(1),
Gly144Term(1), Leu163Arg(1), Pro138Arg(1), Pro86Ser(1), Thr124lle(1), Val84Leu(1), Arg200Pro(1).Todas se asocian con
feocromocitoma, excepto Arg161Term. En conclusion, el feo es la manifestacion inicial predominante en menores de 21afios,
presentando estos pacientes una evolucion mucho mas favorable que los que tuvieron otros tumores como manifestacion inicial. Dado
que el periodo libre de enfermedad puede ser muy largo, el seguimiento clinico debe ser de por vida en estos pacientes.
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287. (701) CARACTERIZACION MOLECULAR DE MUTACIONES EN EL RECEPTOR BETA DE HORMONAS TIROIDEAS
CAUSANTES DE RESISTENCIA A HORMONAS TIROIDEAS

Olcese M.1; Belforte F.2; Citterio C.3; Targovnik H.4; Rivolta C.5
Catedra de Genética y Biologia Molecular, FFyB, UBA123 45
escorpiocecily@yahoo.com.ar

El receptor de hormonas tiroideas (TR) posee una estructura proteica conservada, que incluye un dominio de union al ADN (DBD) y
un dominio de unién al ligando (LBD). Es codificado por el gen THRB. El 90 % de las mutaciones en dicho gen son la causa del
Sindrome de Resistencia a Hormonas Tiroideas (RTH) y la mayoria de las mismas se localizan en el LBD. Los TRs son factores de
transcripcion dependientes de ligando que median las acciones biologicas de T3. La unién de esta hormona provoca cambios
estructurales en el LBD que tienen como consecuencia la liberacion de co-represores y el reclutamiento de co-activadores. La actividad
también esta influenciada por el estado oligomérico del receptor que principalmente establece heterodimeros con el receptor de acido
retinoico. Si bien muchas mutaciones disminuyen la afinidad del receptor por la hormona, otras afectan el recambio de co-
reguladores.Se han identificado en nuestro laboratorio 14 mutaciones diferentes en 16 pacientes no relacionados. Entre las mismas, 8
no descriptas previamente. En este estudio, hemos analizado las caracteristicas de 7 mutaciones identificadas en pacientes con grados
variables de RHT con el fin de comprender los posibles mecanismos moleculares de su patogenicidad: p.N331D, p.R338W, p.L346F,
p.D351E, p.P447T, p.P453L y p.P453T. Se examinaron las variaciones estructurales y fisicoquimicas utilizando los programas Swiss-
PdbViewer version 4.0.3 y FOLDX versiéon 3.0 , en base a estructuras cristalograficas del LBD del receptor de T3 humano (PDBs:
3GWS, 1NAX, 1BSX y 3D57). Nuestros resultados sugieren que las mutaciones p.R338W y p.D351E producen variaciones en las
superficies de dimerizacion; p.P447T, p.P453L y p.P453T en las superficies de interaccion con coactivadores; p.N331D y p.L346F en la
estabilidad y distribucion de cargas. En conclusion este analisis proporciona informacion util para la comprensiéon de la relacion
genotipo-estructura-actividad-fenotipo.

288. (35) TRATAMIENTO DE LA DIABETES TIPO 1 CON ACETIL-L-CARNITINA Y NICOTINAMIDA
Cresto J.i; Fernandez I.2; Trifone L.s; Tonietti M.+, Bergada I.s; Trabucchi A.s; Martucci L.7; Valdez S.s; Camberos M.s; Schenone
A.10; Szlago M.11; Fretchel G.12; Tellechea M.1s; Poskus E. 14
Centro de Investigaciones Endorinolégicasi s7s; Servicio de Diabetes, Htal. de Nifios “R. Gutierrez™; Servicio de Diabetes, Htal.
de Nifios “R. Gutierrez”s+; IDEHU, FFyB, UBAss14; Enferm Metab (FESEN)1011 ; Genética y Biol Mol, Htal. de Clinicasiz1s
jcresto@cedie.org.ar

Objetivos - Evaluar el tratamiento con acetil-L-carnitina (50 mg/Kg/ dia) y nicotinamida (25 mg/Kg/dia) en nifios con riesgo de
diabetes tipo 1. Métodos - Los nifios fueron cosanguineos de diabéticos tipo 1. Se determind HLA-DQB1, anticuerpos (GABA, PAA,
1A2A), PTEVG, carnitina y HbA1c. Resultados - Se separé aleatoriamente a los nifios en grupo control y tratado. La evolucion requirio
que todos fueran tratados, ya que razones éticas en pediatria impiden esperar el desarrollo de la diabetes clinica. Diez nifios fueron
tratados durante 36 meses (rango: 18-59). Uno desarrollé diabetes clinica debido a un tratamiento incompleto. De los 9 nifios restantes
ninguno desarrollo diabetes clinica. Fueron divididos en 2 grupos de acuerdo a su evolucién. El grupo 1 (6 nifios) evolucion6
favorablemente, 2 de ellos suprimieron el tratamiento, 1 contintia con %4 de la dosis inicial y los otros 3 tratados han normalizado sus
parametros metabdlicos. El grupo 2 (2 nifios) detuvo la evolucion de la enfermedad pero no han normalizado estos parametros. Ambos
grupos partieron en situacion similar y en la actualidad se diferencian estadisticamente. Primer Pico (uU/Ins):75 (n: 47) vs 43 (n: 18);
glucemia basal (mg%): 85 (n: 48) vs 105 (n: 21); glucemia 60 min (mg%): 108 (n: 49) vs 135 (n: 21); HbA1c (%): 5.77 (n: 23) vs 6.55 (n:
15). Hasta la actualidad no presentaron signos de: intolerancia, toxicidad ni alteraciones en la conducta. El crecimiento, desarrollo,
escolaridad y los juegos son normales. Conclusion - El tratamiento permite remitir o detener la evolucion de la enfermedad.

METABOLISMO Y NUTRICION 2

289. (83) EFECTO DE LA INGESTA DE CALCIO SOBRE EL REMODELAMIENTO Y LA MASA OSEA EN RATAS EN
CRECIMIENTO DE LA CEPAS WISTAR (W) Y ESPONTANEAMENTE OBESAS (O).
Marotte C.1; Weisstaub A.2; Bryk G.s; Gonzales Chaves M.4; Portela M.s; Zeni S.6
Seccién de Osteopatias Médicas, Hospital de Clinicas, UBA, Céatedra de Bioquimica General y bucal, Facultad de Odontologia,
UBA, CONICET;+6; Cétedra de Nutricion y Bromatologia, FFyB, UBA:s; Seccién de Osteopatias Médicas, Hospital de Clinicas,
UBAs
clarisa128@hotmail.com

Estudios recientes relacionan a la insuficiencia de calcio (Ca) con el aumento en la prevalencia de obesidad/sobrepeso. El objetivo
fue comparar durante el crecimiento los cambios que la ingesta de Ca produzca en la composicion corporal, marcadores 6seos y hueso
de ratas W vs. O.

Desde el apareo madres W y O consumieron una de dos dietas que cumplian con los requerimientos nutricionales para roedores
(AIN 93G) pero variando el Ca: GR conteniendo 0.6% de Ca (recomendada) y Gl con 0.2% de Ca (insuficiente). Al destete, las crias
macho continuaron con la dieta materna hasta los 50 dias. A tiempo final se analiz6: composicion corporal (AOAC), densidad y
contenido mineral (DMO y CMO, respectivamente) por DXA y en suero fosfatasa alcalina 6sea (FAO), osteocalcina (BGP) y telopép-
tidos del colageno tipo 1 (CTX) (ELISA). Resultados (mediot SD):



105physiological Mini Reviews, Vol.5 N2 6, 2012

GIW(n=11)  G1OM=11) G2Wr=12) G20 n=g

Agua corporal B4.0 + 4.6a 66 7+2.5a 59.242 2a 67312 2a
(g0 g)

Protelnas totales 197 £ 2.9a 17.3+1.7b 17.9+1.3b 148+ 2.6c
(%P T)(g/100 g)

Cenizas totales 32+04a 2.6202b 2.1+0.3h,d 2.0+02cd
{gnoo g)

Grasa corporal 100x1.7a 131 x22b 11422, 1b 15,02 60
(%6C)(a/100 g)

FAC (IUL) Mxia 193 £ 390 78+10a 186 £ 27h
BGP (UIL) 791 + 136a 352 £ 92b 1056+184c 478 £ 45h
SCTX 88+ 16a 71x12b 85+19a B x11b
DMO esqueleto 228+2a 235+7a 232+8a 222+5a
total {mg}

CMO/peso (g/100) 1.82+0.37a 1.48+024b 1.15+017c 1.04+0.9d

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). La disminucién en el aporte de Ca indujeron cambios en la composicién
corporal de W y O: aumento de %G, disminucion de %PT y % cenizas. Esta ultima disminucion se evidencié en el CMO y por cambios
en marcadores del remodelamiento 6éseo: menor resorcion, aumento de FAO y disminucion de BGP. Conclusiones: Ambas cepas
responden por igual a la disminucién del aporte de Ca y sugieren una interconexién entre la etiologia de la obesidad y la disminucion en
la masa ésea. UBACYT (2008-10) B091.

290. (235) LA SALUD BUCAL Y SU RELACION CON EL ESTADO NUTRICIONAL DE CALCIO (CA) Y VITAMINA D (VITD)
EN UN GRUPO DE ESTUDIANTES DEL PRIMER ANO DE NUTRICION.
Bryk G.1; Antonenko O.z; Pellegrini G.s; Zeni Coronel M.4; Brito G.s; Somoza J.e; Zeni S.7
Seccién de Osteopatias Médicas, Hospital de Clinicas, UBA1 456, Seccion de Osteopatias Médicas, Hospital de Clinicas, UBA,
Cétedra de Bioquimica General y Bucal, Facultad de Odontologia, UBAz37
brykgabriel@hotmail.com

Nutricion y salud bucal se interrelacionan. A nivel mundial, incluyendo Argentina, existen dos insuficiencias nutricionales extendidas
Ca y vitD que junto a ciertos habitos como consumo de productos azucarados (momentos de azucar: MA), de bebidas carbonatadas y
escaso consumo de frutas y verduras afectan el estado los tejidos mineralizados. Objetivo: Evaluar el estado nutricional del Ca y vitD
junto a ciertos habitos en relacion a la salud bucal en 65 (20-30 afios) estudiantes universitarios de la carrera de Nutricién (Universidad
ISALUD). A 15 varones y 50 de mujeres se les realizé un recordatorio semanal de ingesta, frecuencia de consumo y practicas
alimenticias, ejercicio y estilo de vida (consumo de tabaco y gaseosas, anticonceptivos, etc). Se calculé ingesta de Ca, se midi6 peso y
altura, y se determiné 25hidroxivitamina D (250H), calcemia, fosfatemia y marcadores ¢seos en sangre. Se realizé un examen buco-
dental y densitometria ésea de esqueleto total por DXA (Lunar). El 9% de mujeres y 20% de varones present6 sobrepeso y obesidad
clase I. El 100% presenté DMO normal. Ingesta de Ca: 602+291 [118-1239] en mujeres y un poco menor en varones. Cantidad de Ca
recomendada (1000 mg/d): ambos géneros 14%. Niveles de 250HD de suficiencia (>30 ng/ml): 34% mujeres y 20% varones. No
consumia frutas 26% y verduras 8%; gaseosas diariamente: mujeres 72% y varones 86%. Ejercicio: 20% de ningun tipo. Consumo de
tabaco: mujeres 39% y varones 14%. Gingivitis 100%; bruxismo 72% y apretamiento 84%; MA>4 mujeres 61% y varones 82%; pérdida
parcial de dientes: mujeres 45% y varones 29%. Conclusiones: existe una alta insuficiencia de vitD y bajo consumo de Ca que asociado
a ciertos habitos alimentarios y estilo de vida afectan enormemente la salud buco-dental y en el futuro la masa 6sea. Una correcta
educacion nutricional mejoraria la calidad de vida previniendo el desarrollo de diversas patologias. Parte de tesis doctoral O Antonenko.

291. (531) INFLAMACION DE LA MUCOSA INTESTINAL DE RATAS EN CRECIMIENTO POR ADMINISTRACION DE
DIETA A BASE DE QUINOA (CHENOPODIUM QUINOA W)*
Vidueiros S.1; Fernandez |.2; Bertero H.s; Roux M.s; Pallaro A.s
Catedra de Nutricién, FFyB, UBA1:s; Catedra de Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia, UBAs, Instituto de Investigaciones
Cardiolégicas “Dr. Alberto C Taquini” (ININCA) UBA-CONICET:
simavidu@ffyb.uba.ar

En estudios previos se caracterizaron las propiedades nutricionales del germoplasma de quinoa del Noroeste Argentino indicando
una promisoria calidad nutricional. La semilla de quinoa sin tratamiento de lavado posee un alto contenido de saponinas que le otorgan
un sabor amargo y por sus propiedades detergentes podrian alterar la mucosa intestinal. Nuestro objetivo fue estudiar el efecto de la
administracion de una variedad de quinoa de la localidad de Campo Tapial de Colanzuli, Iruya, Salta sin tratamiento previo de lavado
sobre la mucosa intestinal de ratas en periodo de crecimiento. Materiales y métodos: Ratas Wistar, divididas en 3 lotes (n=6/lote) fueron
alimentadas desde el destete y durante 7 dias con dieta al 10% de proteina de 1)quinoa sin lavar (Q); 2)quinoa comercial lavada (QR);
3)caseina (C), como grupo control. Se determind el peso corporal (PC,g) y se calculd la velocidad de ganancia de peso
(VGP,g/dia/100g). Se registré el consumo de dieta (CD, g/dia) durante toda la experiencia. Los intestinos fueron removidos, procesados
por la técnica de Saint Marie y coloreados con Alcian Blue-H/E. Se determinaron las células goblets/100 células epiteliales en 10
vellosidades intestinales/animal (CG). Se caracteriz6 la IL-17 en lamina propia (LP) e intraepitelio (IE) por IFI (células+/30 campos).
Analisis estadistico: ANOVA-SNK/Kruskal-Wallis. Resultados:

Lotes Pe* vape co* car IL-17 LP*  IL17 E*

G 45.0+27a -187+068a 47+03a 242+55b 6034000 8342a
QR 80.0+54b  1.63+05h 68+10ab 147+£7a M 7+6a 105+37a
C 62 7+684c  385+06c B4+06b 109+12a 380+39a G0+16a

*Media+D5 Letras diferentes entre columnas, diferencia significativa
0.05>p<0.001. Conclusiones: El aumento significativo de |as células goblets v la
IL-17 en la vellosidad intestinal del lote () indicaria un proceso inflamatorio pro-
bablemente provocado por la presencia de saponinas de la quinoa sin lavar. Este
hecho podrfa afectar |a normal absorcion intestinal de nutrientes lo que se refleja
en el PC, WGP v CD, comparando con el lote GR. *Financiado por UBACYT
2020100100255 v 20620100100014
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292. (570) CONSUMO DE OXIGENO: I. MODULADOR Y BIOMARCADOR DE LA TOXICIDAD POR CADMIO EN
EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM.
Herkovits J.1; D’eramo J.2; Grosskopf D.s
Instituto de Ciencias Ambientales y Salud, Fundacion PROSAMA 23
herkovit@retina.ar

La hipoxia puede resultar en eventos de extrema gravedad en la salud y hasta en muerte. La hipoxia en situaciones ambientales se
considera indicadora de dafio ambiental. En el presente estudio se informan los cambios en el consumo de oxigeno en embriones de
Rhinella arenarum expuestos a Cd2+ y el efecto del O2 sobre la toxicidad del Cd2+. El efecto del Cd2+sobre el consumo de O2 se
evalué mediante el tratamiento continuo de embriones en E.25 con concentraciones de Cd2+ de 0,01; 0,1; 0,7 y 1,4 mg/l. mantenidos
en 40mL de solucion ANFITOX midiéndose el consumo de oxigeno a partir de 4 hs y luego cada 24hs hasta las 96 hs. Los tratamientos
con Cd2+con 0,01 y 0,1mg/L Cd2+ no resultaron en letalidad, mientras que 0,7 y 1,4 mg/L de Cd2+ resultan en muerte para el 60% y
100% de los embriones a las 48hs de tratamiento. El consumo de oxigeno se midi¢ utilizando un electrodo polarografico inserto en una
camara acrilica, con agitacion y termostatizacion presentando los embriones controles un incremento de 96 a 213 uL x 10-3 de 02
embrién/min. durante las 96hs de evaluacion, valores que no presentaron diferencias significativas para las concentraciones subletales
de Cd2+. En cambio, 0,7mg/L resulté en una disminucién registrables pero no significativa a las 4hs post exposicion y a valores de 16 y
45% por embridn respecto a controles para las 24 y 96hs respectivamente. El efecto del O2 sobre la toxicidad del Cd2+ se evalud
mediante tratamientos con anoxia por 30 min. post exposicion de 30 min. a 0,5mg/L del metal pesado que resulté a las 24 hs. en la
sobrevida del 90% de los embriones; 30 min. de anoxia resulté en 100% de sobrevida mientras que el tratamiento con Cd solo, resultd
en 100% de letalidad. Los resultados indican que el consumo de O2 es un biomarcador no invasivo y predictivo de letalidad por Cd2+ y
que el O2 es un componente fundamental en la toxicidad del metal en cuyo contexto la reducciéon en su consumo podria implicar
también un mecanismo de defensa del organismo.

293. (575) ALTERACIONES FUNCIONALES Y MORFOLOGICAS EN LA CORTEZA ADRENAL DE RATAS CON INSU-
LINORRESISTENCIA (IR) INDUCIDA POR UNA DIETA RICA EN SACAROSA (DRS)
Martinez Calejman C.s; Di Gruccio J.2; Jaume D.s; Astort F.4; Sanchez R.s; Mercau M.s; Arias P.7; Cymeryng C.s
Facultadv de Medicina, UBA, CEFYBO CONICET::34568s; Facultad de Medicina, UBA, Facultad de Ciencias Médicas, UNL7
camilamartinezc@hotmail.com

Introduccién: Tanto en sujetos como en animales de laboratorio con IR se describen alteraciones en la secrecién y/o en el
metabolismo de los glucocorticoides. En el presente trabajo evaluamos aspectos funcionales y morfolégicos de la corteza adrenal
durante la induccién de IR por una DRS, asi como y el efecto del tratamiento insulinosensibilizador con rosiglitazona (RSG, agonista
PPARY) sobre estos parametros. Métodos: Ratas Wistar macho adultas recibieron sacarosa al 30% con el agua de bebida (DRS), o su
dieta habitual. Se determinaron parametros bioquimicos de IR y de funcién suprarrenal en suero y, a nivel adrenal, la expresion de
proteinas involucradas en la esteroidogénesis (StAR, CYP11A1), en su regulacién (NOS y COX-2) y en la sefalizaciéon de insulina
(fosfo-Akt). Se realizaron estudios de histoquimica (Sudan Ill) y se analizé la expresion del marcador de macrofagos F4/80. Los
resultados (media + SEM) fueron comparados mediante pruebas paramétricas o no paramétricas segun correspondié. Resultados: Tras
7 semanas de tratamiento los animales del grupo DRS mostraron niveles séricos aumentados de glucosa (13016 vs. 74+5 mg/dl;
p<0,001), triglicéridos (TG, 604160 vs. 10552 mg/dl; p<0,001), insulina (2.0£0.2 vs. 1.0+0.1 ng/ml; p<0,005) y corticosterona (9.6+0.8
vs. 6.6+1.1 ng/ml; p<0,001), asi como una respuesta reducida a la ACTH i.v. En estas ratas detectamos una notable infiltracion de las
células corticoadrenales con TG, menores niveles de fosfo-Akt, y un incremento en la expresion de StAR, CYP11A1, eNOS, iNOS,
COX-2 y de F4/80. EIl cotratamiento con RSG evitd los cambios asociados a la DRS, tanto a nivel sérico como corticoadrenal.
Conclusiones: Los cambios morfoldgicos y funcionales en la corteza adrenal asociados al desarrollo de IR podrian deberse al efecto de
metabolitos lipidicos (depdsito intraadrenal de TG) y/o a inflamacion local. Los resultados del tratamiento con RSG confirmarian el papel
de la IR en la generacion de estas alteraciones.

294. (702) EL CONSUMO DE OXIGENO: Il LOS CAMBIOS DURANTE LA ONTOGENESIS COMO REFERENCA DEL PO-
TENCIAL CELULAR DE ORGANISMOS METAZOARIOS Y BIOMARCADOR DEL PROCESO FILOGENETICO
Herkovits J.1
Instituto de Ciencias Ambientales y Salud, Fundanciéon PROSAMA:
herkovit@retina.ar

Las situaciones de hipoxia pueden resultar en diferentes patologias incluyendo la exacerbaciéon de células cancerosas a elevada
malignidad. En la presente contribucién se ilustra el interés de considerar el proceso ontogenético para la comprensién del potencial de
las células de organismos adultos de sobrevivir en diferentes situaciones de hipoxia y la ontogénesis misma como biomarcador de los
cambios ambientales durante el proceso evolutivo. Si bien la célula huevo tiene una notable dotacién de mitocondrias, el consumo de
02 se incrementa gradualmente a partir del estadio de blastula y hasta opérculo completo que en el caso de Rhinella arenarum pasa de
0.37 a 28.35 X 10-3 uL O2/min/embrién (el peso seco de los embriones para los diferentes estadios es constante). En forma inversa, la
blastula y gastrula pueden cumplirse en hipoxia extrema (por debajo de 1mg de O2/L) mientras que para los estadios subsiguientes de
neurula, boton caudal y opérculo completo, el Tiempo Letal 50 para dicha condicién de hipoxia extrema fue de 19, 3 y 1 h
respectivamente (O2 normal en medio acuatico es de unos 8-10mg/L). Estos cambios extraordinarios en el consumo de oxigeno que no
pueden asociarse a condiciones ambientales actuales, resultan asociables con las condiciones ambientales del Planeta durante el
proceso evolutivo. En efecto, se encuentra muy bien documentado que el O2 libre existe en cantidades significativas desde hace unos
2.4 billones de afios. En este contexto, y asumiendo que el proceso ontogénico guarda relacion con el filogenético, el caso de las
blastula que no consume O2 y mas aun desarrolla perfectamente en su ausencia, funciona de acuerdo a las condiciones de
anoxia/hipoxia de sus ancestros filogenéticos. Este abordaje conceptual nos permite considerar el potencial de funcionamiento de las
células, incluyendo patologias, desde una perspectiva ontogénica, informaciéon que ademas reflejaria condiciones ambientales
ancestrales asociables al proceso filogenético.
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295. (713) EL ECOSISTEMA URBANO DEL GRAN BUENOS AIRES: SU IMPACTO SOBRE LA SALUD
Herkovits J.1
Instituto de Ciencias Ambientales y Salud, Fundancion PROSAMA:
herkovit@retina.ar

La Organizacién Mundial de la Salud, ha reconocido hace lustros que mas del 60% de las enfermedades son de etiologia ambiental.
El ecosistema urbano del Gran Buenos Aires, donde habitan 14 millones de personas se encuentra surcado por varios rios y arroyos
que junto con el Rio de la Plata constituyen sus cuencas hidricas. En sus aguas y sedimentos se concentran los contaminantes, en este
caso producto de las actividades antrépicas. Mediante estudios ecotoxicoldgicos estandarizados en nuestros laboratorios (AMPHITOX),
realizados con embriones de anfibio sobre las cuencas de los Rio Matanza-Riachuelo, Reconquista y algunos de los arroyos que
desembocan directamente en el Rio de La Plata como el arroyo Las Conchitas, publicados en revistas y libros internacionales, resulta
que el nivel de toxicidad se encuentra entre 1.3 y 20 veces por encima del maximo admisible para efluentes industriales segun valores
establecidos por la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos) hace mas de 20 afios. En el caso de los sedimentos, la
toxicidad es aun mayor ya que refleja la contaminacioén histérica, acumulada en los mismos. Entre los efectos subletales se destaca la
teratogenesis, atraso en el desarrollo, reduccion de la talla y neurotoxicidad. Los parametros fisicos y quimicos presentan grandes
variaciones asociadas con las actividades antropicas predominantes en cada zona pero la toxicidad se correlaciona con el espectro de
especies encontradas, desplazandose hacia las mas resistentes a medida que se incrementa la toxicidad. Este hecho implica una
severa reduccion en la calidad del agua para diversos servicios, usos y satisfaccion estética. Las metodologias que se emplean .para la
evaluacion de Impacto sobre la Salud Humana para la autorizaciéon de actividades productivas o de servicios no podrian avalar ninguna
actividad que resulte con los niveles de impacto encontrados en las cuencas hidricas del Gran Buenos Aires.

METABOLISMO Y NUTRICION 3

296. (50) EL MOLIBDATO NORMALIZA LOS PROSTANOIDES VASCULARES EN EL SINDROME METABOLICO EXPE-
RIMENTAL POR SOBRECARGA DE FRUCTOSA EN LA RATA
Puyé A.:; Santander Y..; Andrade V.s; Peredo H.4
Catedra de Anatomia e Histologia, FFyB, UBA, Instituto de Morfologia JJ Naon, Facultad de Medicina, UBA1 25; Laboratorio de
Estudios del Sindrome Metabolico Experimental, CONICET:
anapuyo@gmail.com

El molibdato de sodio tiene propiedades insulino-miméticas y normaliza los niveles de glucosa en ratas diabéticas por es-
treptozotocina. La sobrecarga de fructosa (F) provoca en la rata hiperglucemia, hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina e
hipertension arterial, un cuadro comparable al sindrome metabdlico humano. Previamente encontramos modificaciones en la
produccién vascular de prostanoides (PR) en este modelo. Se estudié el efecto del tratamiento con molibdato de sodio (Mo) sobre
parametros metabdlicos, presion arterial (PA) y la produccion de PR en el lecho mesentérico (LM) en animales con sobrecarga oral de
F. Se utilizaron 4 grupos de ratas Sprague-Dawley macho: C (n=6), dieta normal; F (n=6), F al 10% P/V para beber; C-Mo (n=5), Mo
100 mg/Kg/dia; y F-Mo (n=5), ambos tratamientos. A las 9 semanas los animales se sacrificaron, los LM se incubaron y los PR liberados
se midieron por HPLC. La F incremento6 la PA (mmHg, F: 14043, vs. C: 115+3; p<0.001), la glucemia (mg/dl, 156+10 vs. C: 12716,
p<0.02); la trigliceridemia (mg/dl, 163+15 vs C: 4714, p<0.001) y la insulinemia.(ng/ml, 4,5+0,8 vs C: 1,9+0,3, p<0,02). EI Mo previno las
dos primeras alteraciones (PA, FMo: 107+5 vs. F, p<0.001; glucemia, 100£5 vs. F, p<0.002). Se detectaron prostaglandinas (PG) F2
alfa y E2, asi como PG 6-cetoF1 alfa y tromboxano (TX) B2, metabolitos de prostaciclina (PGI2) y TXA2. F disminuy6 los PR
vasodilatadores PGI2 y PGE2 en LM (ng/mg tejido, F: 51£9 vs. C: 10547, p<0.001, y F: 4046 vs. C: 9717, p<0.01). El Mo previno estas
alteraciones: PGI2 (FMo: 92+10 vs. F, p<0.02); PGE2 (FMo: 8947 vs. F, p<0.001). No se modifico la liberacién de los PR
vasoconstrictores PGF2 alfa y TXA2. Se concluye que el tratamiento con Mo, ademas de su conocido efecto beneficioso sobre el nivel
de glucosa plasmatico, previene el aumento de la presion arterial y el desbalance en la produccion vascular de PR causado por el
sindrome metabolico experimental por sobrecarga de fructosa en la rata.

297. (69) BALANCE OXIDATIVO EN EL HUMOR VITREO DE PERROS CON GLAUCOMA.
Ferreira S.1; Weichsler N.2; Reides C.3; Llesuy S.«
FFyB, UBA:1 34 Facultad deVeterinaria, UBA:
smferrer@ffyb.uba.ar

Los objetivos de este trabajo fueron: evaluar el balance oxidativo del humor vitreo en perros con glaucoma (GG), perros glau-
comatosos suplementados con melatonina (GM) y comparar estos grupos frente a perros controles (GC). Para llevar a cabo dicho
objetivo se determinaron: la concentracién de acido ascérbico, glutation, los niveles de nitritos y proteinas oxidadas. Todas las
determinaciones se realizaron por técnicas espectrofotométricas, en el humor vitreo de perros controles (n=10), con glaucoma (n=10),
con glaucoma suplementados con melatonina (n=8). La concentracion de glutatién en GG fue 1,25 + 0,04 mM y en GC 1,17 £ 0,05 mM
(ns); para GM 3,90 + 0,30 mM (GM versus GC p< 0,001, GM versus GG p< 0,001). La concentracién de acido ascérbico en GG fue 50 +
5uMyen GC 175 + 24 uM; (p< 0,001); para GM 158 + 44 uM (GM versus GC ns, GM versus GG p< 0,05). Las proteinas oxidadas en
GG fue 0,15 £ 0,01 nmol/ mg proteina y en GC 0,06 + 0,02 nmol/ mg proteina (p< 0,01); para GM 0.04 + 0.01 nmol/ mg proteina (GM
versus GC ns, GM versus GG p< 0,001). La concentracién de nitritos en GG fue 6,42 + 0,39 mM (GC 1,82 + 0,19 mM, p< 0,001); para
GM 0,67 £ 0,11 mM (GC p< 0,05, GG p< 0,001). Las proteinas en GG fue 13,2 + 0,9 mg/ mL y en GC 1,8 + 0,2 mg/ mL (p< 0,001); para
GM 2,1 + 0,3 mg/ mL (GM versus GC ns, GM versus GG p< 0,001). Se observa una disminucion significativa en las defensas
antioxidantes no enzimaticas con un incremento de los prooxidantes evidenciado por el aumento en la oxidacion de proteinas y los
niveles de nitritos. La suplementacién con melatonina mejora los niveles de acido ascorbico y de glutation, disminuye la oxidacion de
proteinas y disminuye los niveles de nitritos. Estos resultados sugieren que la suplementacion con antioxidantes podria utilizarse en la
terapéutica del glaucoma y tienen importancia en la fisiopatologia de la neuropatia 6ptica glaucomatosa, ya que el estrés oxidativo
podria jugar un rol importante en la produccion de dafio.
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298. (72) DISFUNCION MITOCONDRIAL INDUCIDA POR TOXICIDAD CRONICA DEL HIERRO EN HIGADO Y CEREBRO
Musacco Sebio R.1; Saporito Magrifia C.z; Repetto M.s
Catedra de Quimica General e Inorganica, FFyB, UBA: 23
rosario02@hotmail.com

Los efectos téxicos del hierro (Fe) involucran alteracion de la homeostasis redox intracelular y oxidaciéon de biomoléculas. No se
conocen actualmente los mecanismos bioquimicos intracelulares que relacionan el dafio oxidativo (DO), alteracién de la homeostasis y
toxicidad del Fe con la etiologia de enfermedades neurodegenerativas. Estos mecanismos podrian afectar la actividad y funcién
mitocondrial. El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos téxicos del Fe sobre la actividad de las mitocondrias en higado (H) y
cerebro (Ce). Se administré FeCI2 (1 g/L en agua de bebida) a ratas Sprague Dowley (250 g) durante 42 dias. Se evalué mediante:
oxidacion de lipidos (TBARS); oxidacion de proteinas (carbonilos, CO), produccién de peréxido de hidrogeno (H202) en estado 3 (en
presencia de ADP) y estado 4 (reposo) y actividad de los complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones en mitocondrias
aisladas de H y Ce. Se observé: en mitocondrias de H, incremento en un factor de 3,7 en la oxidacion de proteinas (CO) a los 14 dias
de tratamiento (C:1,2+0,1nmol/mg proteina), A los 28 dias, TBARS aumenté 90% (C:1,8+0,2nmol/mg prot). La actividad del complejo |
incrementd 78% a los 7 dias (C:214+19nmol NADH/min,mg prot) y del complejo Il disminuyd 39% a los 4 dias (C:132+17nmol
succinato/min x mg prot). La velocidad de produccién de H202 en estado 3 incrementé inicialmente a los 7 dias un 100% y a los 14
disminuyd hasta un 38% del valor basal (C:0,08+0,01nmol H202/min x mg prot); y en estado 4, disminuyé un 84% a los 14 dias
(C:0,11£0,02nmol H202/min,mg prot). En Ce, a los 4 dias incrementé 3,6 veces CO (C:0,045+0,006nmol/mg prot.) y 80% TBARS
(C:1,240,2nmol/mg proteina). La inhibicion del complejo Il en H y la oxidacién de biomoléculas en ambos 6rganos indicarian que la
toxicidad del Fe estaria asociada a la disfuncién mitocondrial a nivel del metabolismo energético y deplecién de ATP. EI DO mitocondrial
por exposicion cronica a Fe ocurre primero en Ce que en H.

299. (73) INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS | Y Il DE LA CADENA RESPIRATORIA EN
MITOCONDRIAS DE HIGADO Y CEREBRO INDUCIDA POR TOXICIDAD CRONICA DEL COBRE.
Saporito Magrifia C.1; Musacco Sebio R.2; Semprine J.s; Repetto M.4
Catedra de Quimica General e Inorganica, FFyB, UBA1234
aspo_48@hotmail.com

La alteracion de la homeostasis redox intracelular conduce a la iniciacién de dafio oxidativo y el efecto téxico del cobre (Cu) estaria
asociado a la progresion de enfermedades neurodegenerativas mediante la alteracion de la actividad mitocondrial. El objetivo de este
trabajo fue evaluar si el dafio oxidativo generado por la toxicidad cronica del Cu en higado (H) y cerebro (Ce) esta asociado a la
alteracion del transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial. Se administr6 CuSO4 (1 g/L en agua de bebida) a ratas
Sprague Dowley (250 g) durante 42 dias. Se evalud el efecto del Cu sobre la actividad mitocondrial mediante: oxidacion de lipidos
(TBARS); oxidacion de proteinas (carbonilos, CO), produccion de peroxido de hidrégeno (H202) en estado 3 (ADP) y estado 4 (reposo)
y actividad de los complejos | y Il de la cadena respiratoria en mitocondrias aisladas de H y Ce. Se observo: a los 2 dias, en
mitocondrias de H, incremento del 72% de TBARS (C:1,8+0,2nmol/mg prot.) y en Ce 95% (C:1,0+0,1nmol/mg prot); CO aumento un en
H 50% (C:1,0+0,17nmol/mg prot) a los 4 dias, y en Ce 150% (C:0,05+0,01nmol/mg prot), a los 2 dias de tratamiento. En H, la velocidad
de produccién de H202 en estado 3 disminuy6 a los 4 dias un 60% (C:0,08+0,01nmol H202/min x mg prot) y a los 2 dias, un 71% del
valor basal en estado 4 (C:0,11+0,02nmol H202/min x mg prot). La actividad del complejo | disminuyd 17% a los 2 dias y del 45% al dia
42 (C:214+19nmol NADH/min x mg prot) y del 69% del complejo Il a los 7 dias (C:132+17nmol succinato/min x mg prot). En Ce, a los 2
dias incrementd 44% H202 en estado 4 (C:0,09+0,01nmol H202/min x mg prot), disminucion del 86% en estado 3 (C:0,4+0,1nmol
H202/min x mg prot). La toxicidad crénica del Cu produce inhibicién de la actividad de los complejos | y Il de la cadena respiratoria,
cambios en la velocidad de produccion de H202, déficit en el metabolismo energético y sintesis de ATP junto con la oxidacion de
biomoléculas en mitocondrias de H y Ce.

300. (75) OXIDACION DE PROTEiNAS, ALTERACION DE LA'ACTIVIDAD ENZIMATICA Y DANO OXIDATIVO IN VIVO
INDUCIDO POR TOXICIDAD CRONICA DEL COBRE EN HIGADO Y CEREBRO.
Semprine J.1; Musacco Sebio R.2; Saporito Magrifia C.s; Ferrarotti N.4; Massot F.s; Torti H.s; Ossani G.7; Repetto M.s
Cétedra de Quimica General e Inorgénica, FFyB, UBA1:ss Céatedra de Quimica General e Inorgénica, Catedra de Analisis
Clinicos I, FFyB, UBA+; Cétedra de Fisica, FFyB, UBAss; Centro de Patologia Experimental, Facultad de Medicina, UBA7
Jjimenasemprine@hotmail.com

Recientemente ha incrementado el interés por el estudio de los efectos téxicos del cobre (Cu) en la salud humana ya que estarian
relacionados con la etiologia de enfermedades neurodegenerativas. La exposicion crénica a este biometal podria generar alteracién de
la homeostasis redox tisular y dafio oxidativo (DO) de biomoléculas. El objetivo de este trabajo fue comparar la toxicidad inducida por
exposicion cronica a Cu en higado (H) y cerebro (Ce). Se administré CuSO4 (1 g/L en agua de bebida) a ratas Sprague Dowley (250 g)
durante 42 dias. Se evalu6 el DO en Hy Ce y el tiempo de DO maximo respecto al control (C) (p<0.01) mediante: Quimioluminiscencia
de drgano in vivo (QlI), oxidacion de lipidos (TBARS); oxidacion de proteinas (carbonilos, CO), homeostasis redox (glutation:
(GSH)/GSSG); actividad de NADPHoxidasa y catalasa (Cat). La concentracion tisular de Cu (cCu) en H y Ce se determin6 por
absorcion atémica. Se observo: incremento del 60% de Ql en H (C:12x1cps/cm2) y 9 veces en Ce (C:11+2cps/cm2), ambos a los 7
dias; TBARS aumentd 2,5 veces en H a los 2 dias (C:7t1nmol/g), y de 3 en Ce a los 28 dias (C:6,4+0,4nmol/g). A los 4 dias, CO
aumenté en 2,1 en H (C:115x19nmol/g) y 49% en Ce (C:111+£3nmol/g). En H, a los 7 dias aumentdé 2,7 la actividad de Cat
(C:548+108pmol/g), y disminuyeron 5% SOD (C:270+12 U/g) y 27% NADPHox (C:0,22+0,02 nmol/min.g). En Ce NADPHox incrementé
87% a los 2 dias (C:30x4nmol/min.g). Al cuarto dia GSH/GSSG disminuy6é un 63% en H y 36% en Ce (C:0,49+0,01 y 0,28+0,01
respectivamente). EI Cu genera DO por exposicion crénica en H y Ce, proporcional al tiempo de exposicién y dependiente de la
oxidacion de proteinas. En H la oxidacion de lipidos y el consumo de GSH son previos al DO tisular y alteracion de la actividad
enzimatica. En Ce, el evento promotor del DO y oxidacion de lipidos seria la alteracion de la homeostasis redox: por incremento de
NADPHox y consumo de GSH.
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301. (345) EL ESTRES OXIDATIVO Y PROTEINAS PRO-INFLAMATORIAS ESTAN INVOLUCRADOS EN LA
MICROALBUMINURIA POS EJERCICIO PROLONGADO EN DIABETICOS TIPO 1
Cejas J.1; Rodriguez G.z; Estevez G.s5; Minuchin G.s; Rodriguez-vitoria J.s; Cruzado M.s; Castro C.7
Facultad de Ciencias Médicas, UNCUYO1 24567, Ministerio de Salud de Mendozas
jimecejas@hotmail.com

El estrés oxidativo y los mediadores inflamatorios son probables mecanismos de mayor excrecién urinaria de albumina (EUA) en
diabéticos tipo1 (DM1). El ejercicio intenso es capaz de aumentar la EUA en DM1 y no diabéticos en forma transitoria. Se desconoce
los mecanismos precisos del aumento de la EUA en el ejercicio intenso y no esta claro si la administracion de antioxidantes podria tener
algun efecto. Nos propusimos evaluar en 12 runners 6 DM1 y 6 controles (C) la EUA, antioxidantes totales (TAS), quimioquina de
monocitos (MCP-1) y proteina C-reactiva ultra sensible (HS-PCR) al inicio, al final y a las 24h de correr una 12 media maratéon de 21 km
(18M) y lo mismo en una 22M tras recibir Vitaminas E y C 1 g/d/7 dias. Los datos (mediatSEM) se analizaron con ANOVA y pos test de
Bonferroni. La EUA (mg/g) basal fue normal en DM1 y C (5,66+1,2 vs 5,16+2,0 mg/g p=ns). Pos 1°M se produjo una elevacion
significativa de la EUA en ambos grupos, mayor en DM1 (65,1+20,7 vs 20,0+2,4 mg/g P<0,01). 24h pos 12 M los valores volvieron a los
basales. El suplemento de vitaminas no modifico la EUA en la 2°M. Los TAS (mM/L) disminuyeron 24h pos 12M en ambos grupos con
mayor reduccion en DM1 (0,6+0,1 vs 1,1+0,1P<0.02). La ingesta de vitaminas mantuvo los TAS en los valores basales sin disminuir
post carrera ni 24 h después. En la 1M la HS-PCR, sin diferencias al inicio, aumenté 24h pos carrera en ambos grupos pero mas en
DM1 (5,5 mg/dL+0,9 vs 1,7+0,3, P<0,05). MCP-1 lo hizo pos inmediato en ambos grupos (985,1pg/mL+107,5 vs 710,9 +77,5) sin volver
al basal a las 24h en DM1. No se observaron cambios en la 2°M. El estado hiperglucémico crénico junto a la menor capacidad
antioxidante y al aumento de MCP-1 y HS-PCR, podrian estar implicados en la mayor EUA transitoria inducida por el ejercicio intenso y
sostenido en DM1. La ingesta de vitaminas E y C mejora la reserva antioxidante total pero no modifica la EUA ni los marcadores
inflamatorios estudiados.

302. (610) EXPOSICION DE CADMIO SOBRE EL BALANCE REDOX E INFLAMATORIO EN AORTA. EFECTO DE LA
SOJA COMO FUENTE DE PROTEINA DIETARIA
Pérez Diaz M.+; Oliveros L.2; Gimenez M.s
Area de Quimica Biolégica, Universidad Nacional de San Luis, IMBIO —SL, CONICET123
matiaspdiaz@hotmail.com

La elevada toxicidad del cadmio (Cd) esta asociada a alteraciones cardiovasculares. Hemos comunicado que los efectos de 100
ppm de Cd en aorta, empleando caseina como fuente de proteina en la dieta, producen aumento en la actividad de las enzimas
catalasa (CAT), Superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX). En este trabajo analizamos en aorta toraxica los efectos de
15y 100 ppm de Cd en el agua de bebida, y de la soja como fuente proteica dietaria, sobre la expresion del ARNm de CAT, SOD y
GPX y de las proteinas NAD(H)Poxidasa (NOX-2). Asimismo, se determinaron las proteinas pro-inflamatorias: ciclooxigenasa-2 (COX-
2) y sintasas de o6xido nitrico INOS y eNOS, y los niveles de (TBARS). Se trabajo con 2 grupos de ratas adultas macho de la cepa
Wistar (18 ratas cada uno). Un grupo recibié caseina y otro soja como fuente de proteina en la dieta. A su vez, dentro de cada grupo
proteico se conformaron 3 lotes. Un lote recibié como bebida agua corriente, mientras 