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1. Control del tamafio de los multimeros del fac-
tor von Willebrand (vWf) por inmunoprecipita-
cion (IP) con anticuerpos policlonales anti-Fibro-
nectina (a-Fn) y a-C1q. AC Kempfer, CE Farlas,
GA Carballo MR Silaf, MA Lazzari.

Academia Nacional de Medicina. CONICET. Buenos
Aires.

Hemos encontrado que la exposicion del vW{ plasmitico a
alta fuerza de cizallamiento provoca la pérdida de los multimeros
grandes (actividad). La actividad es inhibida por la presencia de
a-Fn. La Fn experimenta degradacion proteolitica espontinea y
presenta propiedades latentes de fibronectinasa, gelatinasa,
laminasa y colagenasa. El dominio de enlace a la gelatinade la Fn
se enlaza al dominio del coldgeno del Clg. La interaccion entre
Fn-Clq puede aumentar la desaparicion de inmunocomplejos u
otras particulas in vivo. La proteina sero amicloide (SAP), se une
a Clqy a Fn. En este trabajo sugerimos que la actividad también
e¢s inhibida por la presencia de a-Clq. De la misma manera que el
tratamiento por [P de plasma citratado con a-Fn, con a-Clq se
bloquea completamente la actividad, inducida por alta fuerza de
cizallamiento. La inmunoelectroforesis de los plasmas depletados
indica que el plasma con 0% de Clq tiene 100% de Fn, mientras
que ¢l plasma con 0% de Fn tiene 12% de Clq. La separacién del
complejo antigenos-a-Fn, por cromatografia, confirma la presen-
cia de Clqen el Vo. Anu: C3, C4, C5, C6,C7, C8, C4ABP, PCR y
especialmente el SAP no estarian involucrados. Al depletar el plas-
ma por inmunoadsorcion, con bloqueo previo al agregado del
plasma, con a-Fn y a-Clq la actividad permanecié en el plasma,
de igual manera que al depletar los antigenos por inmovilizacién
en BrCN-Sepharose 4B. Consideramos que la Fn y el Clq no son
las sustancias con actividad; sus subproductos ¢ proteasas rela-
cionadas no podrian descartarse.

2. Niveles plasmaticos de factores de crecimiento
en pacientes con trombocitemia esencial.
Rosana F. Marta, Patricia Vasalld, Laura |. Kornblihtt,
Felisa C. Molinas.

Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, Fa-
cultad de Medicina, UBA. Buenos Aires.

La trombocitemia escencial (TE) es un desorden
micloproliferativo crénico de origen clonal caracterizado por au-
mento de la proliferacién de megacariocitos en médula ésea. El
diagnéstico de la TE se realiza por exclusién de otros sindromes
micloproliferativos de acuerdo a criterios establecidos para esta
enfermedad por el Grupo de Estudio de la Policitemia Vera. Para
investigar si existe una expresion periférica de la desregulacion de
factores de crecimiento relacionados a la linea megacariocitica se
estudiaron 40 pacientes con TE a los que se les determiné los
niveles plasmdticos de interleuquina 6 (IL-6), receptor soluble de
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interlequina 6 (IL-6sR), interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 11
(IL-11), factor estimulante de colonias granulocitico (G-CSF),
factor estimulante de colonias granulocito-macrofigico (GM-CSF),
factor de células progenitoras (SCF) y trombopoyetina (Tpo). Es-
tas determinaciones se realizaron en muestras de sangre obtenida
cuando los pacientes s¢ encontraban sin tratamiento alguno y se
utilizaron kits de ELISA tipo sandwich (R&D). Presentaron nive-
les aumentados de IL-6sR, 16/31 pacientes, 41 pg/ml (16-64.8)
(mediana y rango) (VN 15-40); de IL-3, 6/30, 7.4 pg/ml (* 4-187)
(VN <31); de Tpo, 4/32, 32 pg/ml (5.3-85) (VN <62.5) aumento
de IL-11 se encontrd en 1/29 pacientes y de SCF en 2/3Z. Los
niveles de IL-6, G-CSF y GM-CSF se encontraron dentro de limi-
tes normales en todos los pacientes evaluados (33,31 y 32 respec-
tivamente). Estos resultados muestran aumento de 3 citoquinas
que regulan la megacariocitopoyesis, [L.-3, SCF y Tpo en algunos
pacientes con TE asi como el aumento de [L-65R en ¢l 50% de los
mismos.

3. Hibridizacion in situ con fluorescencia (FISH)
en leucemia linfocitica crénica. Irma Slavutsky,
Isabel Giere, Roxana Cerretini, Estela Pedrazzini,
Marcela Sarmiento, G. Arrosagaray, Raquel Bengié.

Acad. Nac de Med., I'ac. Cs Exac., UNLP, Centro Nac.
de Genét Médica.

La LLC se caracteriza por presentar un bajo indice mitdtico,
observindose alrededor de un 50% de casos con cariotipos nor-
males La tnsomia 12 es la anomalia numérica mds frecuente. En
este trabajo se presenta el estudio con técnica de FISH, utilizando
la sonda del ADN oc-satélite del cromosoma 12 (ONCOR), en 34
pacientes con LLC: 13 con cariotipos normales (CN), 8 con ano-
malias clonales (AC) estructurales y/o numéricas que no incluian
al cromosoma 12 y 13 sin desarrollo citogenético. En todos ellos
se efectué cultivo de linfocitos de sangre penférica en medio F-10
suplementado con 15% de suero fetal bovino y estimulados con
fitohemaglutinina y pokeweed mitogen, a 37°C durante 72 hs. El
anilisis dc FISH se realizé evaluando al menos 400 nicleos por
pacicnte, determinando el porcentaje de: 0, 1, I, Il y IV seiiales
positivas. Asimismo, se estudiaron 4 cultivos normales utilizados
como control. El anilisis con FISH mostré trisomia 12 en: 4 (31%)
de los casos con CN, en 2 (25%) de los pacientes con AC y en 2
(15%) de los casos sin desarrollo citogenético. Estos resultados
muestran la importancia de complementar con FISH el estudio
citogenético de los pacientes con LLC, a fin de detectar anomalias
clonales de baja expresion en nicleos interfisicos, las que de otra
manera pasarian totalmente desapercibidas.

4. Presencia de Factor Von Willebrand (vWF) en
PMN y durante el contacto con plaquetas.’ N
Maugeri®¥, M Nanni'", M Narbaitz®, MA Lazzar".

(1) Depto Hemost Tromb. y (2) Div Patolo. Acadeniia Na-
cional de Medicina. Buenos Aires.
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Hemos detectado la presencia de vWVE formando parte de los
agregados de plaquetas y PMN. A fin de determinar si ésta obser-
vacion se debia a la presencia de VIVEF plasmatico, se realizaron
experimentos con PMN aislados de la sangre y lavados. Por
citometria se determind que la fluorescencia media para vVE fue
de 812 £ 52, marcdndose mds del 70% de los PMN, y el negativo
(control de isotipo para VIVE) marcé menos del 1% de los PMN.
Se realizd inmunohistoquimica con avidina- biotina o con fosfatasa
alcalina antifosfatasa para el anticuerpo policlonal contra vWVE
Asi, se observé una distribucién homogénea del vWT sobre todo
¢l PMN, mientras que en los agregados mixtos, 1a zona de vVVF se
circunscribe a la zona de contacto con plaquetas. Como ya se ha
descripto que el contacto con plaquetas actta como un estimulo
para los leucocitos, induciendo la polarizacién de receptores so-
bre su superficie, hemos analizado muestras de PMN estimuladas
con fMLP, donde nucvamente se observé una polarizacién en la
distribucién de vWF sobre la superficie del leucocito. En conclu-

sién: los PMN aislados y lavados presentan sobre su superficie
vWFE, el cual adquiere una distribucion polar durante la activacién
leucocitaria, actuando como puente para el contacto con plaquetas.

58 Hipofibrinolisis asociada a trombosis o pérdi-
das fetales. A.Blanco, C.Varela, J.Salviu,
S.Meschengieser, C.Fondevila, M.Lazzari.

Acadeniia Nacional de Medicina. Buenos Aires.

La hipofibrinolisis aumentaria la propension trombdtica: sin
embargo, es contradictorio ¢l nesgo relativo de trombosis y se
discute si es causa o consecuencia de modificaciones
fisiopatolégicas. Hemos estudiado 64 pacientes con trombofilia
(T) (58% con trombosis venosas) y 20 mujeres con abortos o pér-
didas fetales a repeticion (A). En el 24% de las trombofilias y en
cl 30% de las mujeres con complicaciones obstétricas hallamos
una alteracién exclusiva de la fibrinolisis. Siendo ¢l aumento de
PAI-1 Ag basal (T:45%, A:38%) y la falta de respuesta a la isquemia
(AEu T:46%, A:45%; AtPA T:37%, A:36%) las alteraciones mds
frecuentes. En un alto porcentaje de los individuos analizados
(T:60%, A:50%) la hipofibrinolisis estaba asociada a otro/s defec-
to/s de la hemostasia (LA/aCA:43%, 4PC:16%, LPS:26%,
APCR:22%, LATIII:3% o .!,Fg:E%). No observamos diferencias
significativas (p>0,5) pam las alteraciones halladas entre los pa-
cientes con trombosis venosas o arteriales, ni entre los individuos
con trombofilia y las mujeres con complicaciones obstétricas. Si
bien no ¢s posible afirmar que la hipofibrinolisis es la causa de las
complicaciones trombdticas, es llamativa la alta prevalencia de la
misma en los grupos estudiados.

6. Deteccion de anticuerpos anti-B2 Glicoproteina
| en sueros de pacientes con o sin anticuerpos
anti-cardiolipinas. Angeles Gargiulo, L. Suarez. J.
Sarano. A. Casellas.

Seccion Inmunologfa. Instituto de [nvestigaciones Mé-
dicas “ Alfredo Lanari” . UBA, Buenos Aires.

El objetivo de este trabajo fue evaluar anticuerpos anti-fi
Glicoproteina I 5a-(2GPI) en pacientes con sospecha de anti-
cuerpos anti-cardiolipinas (aCL) y su asociacién con la clinica.
Se estudiaron 100 sucros (68 LES, 16 de otras enfermedades
autoinmunes, 4 SAP y 12 nomales). Los aCL se detectaron por
ELISA, y los a-B>GPI por ELISA usando placas irradiadas, El
antigeno fue B5GPI purificada. Fueron positivos si ¢l A de DO a
492 nm era > 0.055 (valor de la x +3SD de nonnales). Presenta-

Volumen 57 - Suplemento |V, 1997

ron aCL+ 66/88 sucros y a-BoGPI20/88. Fueron aCL+ 2/12 nor-
males y a-B2GPI1 1/12. No se encontré correlacion entre a-BoGPI+
¢ isotipos de aCL, si correlacionaron los altos titulos de aCL de
cualquicr isotipo y Ia presencia de a-BoGPI (de 14 a-BoGPlI+, 13
son aCL+ y de 52 a-BoGPI(-), 29 son aCL+) p<0.05 (. Fisher).
No presentaron manifestaciones asociadas a la presencia de estos
anticuerpos 6/20 sucros a-BaGPI+ con aCL(-). Los 12 pacientes
con trombosis (3 SAP, 9 LES) tenian aCL+ cn titulos altos y 4
fueron a-B7GPI+. Los a-B,GPI se asocian a titulos altos de aCLy
su presencia aislada pareceria no tener valor predictivo de trom-
bosis, por ¢l contrario, altos titulos de aCL con a-B>GP1 podrian
detectar si, un grupo de pacientes con mayor riesgo de cventos
trombdticos.

7. Efecto de la intoxicacion créonica de Cadmio
sobre parametros hematicos de rata. Ethel
Larregle, S.Varas, R.Hasuoka* y M.S. Giménez.

Lab. de Qca Biolégica UN.S.L. * PRSL. San Luis.

El cadmio es un metal altamente 16xico y un imponante
contaminante ambiental . En humanos la exposicién crénica a Cd
resulta en la enfermedad de Itai-itai, caracterizada por ostcomala-
ciay desorden renal tubular que conduce a anemia. Anteriomente
moslramos que ratas expuestas a intoxicacién crénica con Cd du-
rante 2 meses desarrollan histopatologia renal, con impontante daiio
tubular. El objetivo de este trabajo fue detemnminar si la exposicién
crénica de Cd produce alteraciones de los parimetros hematicos.
Sc utilizaron ratas Wistar machos, en dos grupos: 2 y 6 meses de
intoxicacién respectivamente que recibicron Cd (15ppm) como
CdCl: en el agua de bebida. Controles bebieron agua sin Cd. Se
registré el peso inicial, final y el consumo de agua diarno. Luego
del sacrificio, se colecté la sangre en EDTA 5%. Se realizé cl
recuento de leucocitos, cntrocitos (RBC) y la detenminacién de
Hb, Hto, VCM, HCM, MCHC y RDW (Cell-Dyn 1600, Abbott) y
protoporfirinas libres eritrocitarias (PPE), método de Piomelli, en
un espectrofluorémetro Shimadzu. Resultados: término medio *
error, significancia Test de Student para p<0,05. En ratas tratadas
respecto a los controles: en 2 meses se observo leucocitosis con
linfocitosis (p<0.001), sin variacién en el resto de los pardimetros;
en 6meses, VCM 51,3453 vs 45,2427 (p<0.02), MCHC 37,9£1,9
vs 41,310,6 (p<0.03) y PPE 146,9+43.5 vs 80,1+43,5 (p<0.04).
RBC ligeramente disminuido. La intoxicacion con cadmio
modifica parimetros hemdticos, afectando en panticular, a los dos
meses ala serie blanca y con exposicién mds prolongada a la seric
roja.

8. Deteccidn de la unién del Factor von Willebrand
(vWIf) al colageno y el vWf:Ag por citometria de
flujo (CF). AC Kempfer, CE Farlas, MR Silaf, GA
Carballo, Al Woods, MA Lazzari.

Academia Nacional de Medicina. CONICET. Buenos
Aires,

El coldgeno se une preferentemente a los multimeros grandes
del vWf, que participan trascendentalmentc en la adhesién pla-
quetaria. En la variante 2 de la vWD existe disminucién de dichos
multimeros. Hemos desarrollado un nuevo método para detectar
el enlace del vWI al coligeno (CBA*) por CF. Se revisten
microesferas de poliestireno con coldgeno, s¢ incuban las distin-
tas muestras plasmaticas, el vWI sc detecta con anti-vWfy con
anti IgG fluoresccinada. Paralelamente se determiné ¢l vVWf:Ap*
por CF, cubriendo las microesferas con anti-VWI, el vWf:Ag por



inmunoelectroforesis y el cofactor de Ristocetina (Reof). En la
tabla vemos que:

muesiras WEAg, Udl,  WWEAG'UGL  CBA' VAL RCof,(dL  WWEAZCBA*
normal mediana| 103 102 105 97 09
(n=27) rango | $3-220 55223 54184 58-195 05-14
vyWDI mediana | 32 33 28 28 1.1
(n=T) rango 1947 1349 1748 B 08-13
vWD 2A (n=1) | 56 55 4 13 133
yWD2N(n=2) | 75 8 87 16 09

45 40 3l 56 13
vWD 3 (n=1) nd nd nd nd -
hemolil (n=1) 105 99 94 100 1.1

no hubo diferencias significativas entre todas las variables dosadas
para normales y viWD tipo | (t-test). En los otros pacientes, hubo
concordancia entre los pardmetros que detectan: todos los
multimeros y los que evaliian sélo los multimeros grandes (CBA*,
Reof). La relacién entre las variables obtenidas por CF, nos indica
la alteracion del vIVD 2A. Este método resultd mds preciso, re-
producible que ¢l CBA por enzimoinmunoensayo y no es toxico.

9. Respuesta asociada a la administracion de G-
csfen episodios neutropénicos en pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). Victoria Da
Cunha, Marla S. Podrez Yaniz, Luz Pinero, Carolina
Montoreano y Pablo Gisone.

Departamento de Pediatria. Hospital de Clinicas José
de San Martin. UBA, Buenos Atres.

La eficacia de la administracion de G-CSF en episodios de
neutropenia en ninos con LLA, es controvertido. Con el objetivo
de testear si puede resultar beneficiosa la administracion de G-
CSF en (¢éminos de evolucion clinica-hematoldgica, se incluye-
ron en este estudio 48 casos encuadrados en los siguientes crnte-
nos de inclusion:-Diagndstico de LLA: neutropenia menor o igual
a 1000 fagos:menores de 18 afos y mayores de 1 afio, cumpliendo
protocolo de quimioterapia LLA-90:BFM/GATLA. Se excluye-
ron los pacientes neutropénicos al alta. Se trata de un estudio tipo
caso control considerdindose los siguientes puntos finales: dura-
cién de neutropenia; frecuencia de complicaciones infecciosas y
no infecciosas; duracién de hospitalizacién: dias de
antibidticoterapia. Resultados:dias de neutropenia sin G-CSF:x
17,1 dxDSx7). Dias de neutropenia con G-CST: x 12,3 d (DS* 9).
Dias de antibioticoterapia con G-CSF: 14,4d (DS%£8). Dias de
antibioticoterapia sin G-CSI%: 13,6 d (DS =+ 10,2) Dias de intema-
ci6n con G-CSF: 449 d (DS + 21,2).Dias de intemacién sin G-
CSF : 38,8 d (DS % 15,2). Podria concluirse que en nuestra
casuistica el uso de G-CSFno parece modificar la evolucion clini-
ca hematolégica de estos pacientes..

10. El aluminio interfiere la captacion de hierro por
células eritroides. Gladys Pérez, Graciela
Garbossa, Beatriz Sassetti, Cecilia Di Risio, Alcira
Nesse.

Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias Exactas y Nawwrales. Universidad de Buenos

Atres. Buenos Aires.

La acumulacién de aluminio (Al) en el organismo ha sido
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asociada con anemia. Previamente hemos demostrado que el Al
produce inhibicién del desarrollo de CFU-E in vivo e in vitro, de-
pendiente de la disponibilidad de sitios en la transferrina (TY). El
presente trabajo fue diseiiado para determinar si Al y Fe compar-
ten el mecanismo de captacion en la linea eritroleucémica K562.
Para inducir su diferenciacion, las células fueron estimuladas con
hemina durante 3 dias y se determiné el porcentaje de
hemoglobinizacién por reaccién con bencidina. Para los ensayos
de binding sc empleé “*Tf-Fe2 y, como competidores Tf-Fe2 y
Tf-Al. Estos se prepararon a partir de ApoTf y su saturacién se
evalué por espectrofotometria a 470 y 240 nm, respectivamente.
Los ensayos de diferenciacién celular mostraron 30 (18-58) % de
células hemoglobinizadas al ser cultivadas en presencia de Al vs.
75 (46-83) % en ausencia de Al. El Al no afect la viabilidad celu-
lar (>90%). Las expenencias de saturacién y de binding competi-
tivo mostraron que el receptor de membrana para Tf (RTS) posee
afinidad similar por Tf-Fe, (Kd= 1,7x10? M ) y por Tf-Al:
(Kd=1,4x10”M). Los resultados indican que el Al actia como un
compelidor por la unién del RTf con el ligando fisiolégico Tf-Fes;.
Esta podria ser una de las causas de la disminucidn de la sintesis
de Hben las células K562 al ser cultivadas en presencia del catién.

11. Capacidad antioxidante total y lipoperéxidos
plasmaticos en pacientes sometidos a
transplante de médula 6sea (TMO). A. Enriquez!",
D. Dubner®, P Gisone?, S Michelin®®, M.R.Pérez®,
A. Robinson®

(1) CAECE, (2) Autoridad Regulatoria Nuclear, (3)Hos-
pital Naval Pedro Mallo, Buenos Aires.

La irmadiacién corporal total (ICT) terapéutica puede consti-
tuir un modelo ttil de sobreexposicién accidental. Ha sido de-
mostrado que tal terapia condicionante crea un alto grado de stress
oxidativo. El propésito de este trabajo es examinar el comporta-
miento de los lipoperoxidos (LP) y la capacidad antioxidante total
(TRAP) en plasma y su relacion con el curso evolutivo en pacien-
tes con aplasia medular inducida por radiacién y/o radiomiméticos.
En 3 pacientes sometidos a quimioterapia (QT) y 8 sometidos a
QT + ICT se evalué el nivel de LP (uM) y TRAP (mM) en mues-
tras secuenciales de plasma obtenidas durante el condicionamiento
(dias -9 a 0) y post TMO hasta el alta del paciente. Durante el
condicionamiento se observd un aumento en el nivel de LP (dia -
9: 1.22 rango 0.31-4.28, dia 0: 1.87 rango 0.23-7.97 p<0.05) y
una disminucién en los valores de TRAP (dia -9: 1.36 rango 0.78-
1.66, dia 0: 1.26 rango 0.85-1.60 p<0.05). En los pacientes que
mostraron una evolucién favorble (engrafltment dentro de las 3
semanas post-TMO) se observé una disminucion en los niveles de
LP a partir del dia 7 post TMO (0.92 rango 0.32-1.55 p<0.05) a
diferencia de aquellos con evolucién desfavorable (engrafltment
tardio o muerte: 2.26 rango 0.55-5.45). El nivel de TRAP recupe-
16 los valores basales a partir del dia 7 post TMO en ambos gru-
pos. Los resultados sugicren que el nivel de LP plasmiticos po-
dria constituir un marcador pronéstico aplicable en casos de
sobreexposicion accidental.

12. Accidn de la troxerutina sobre los parametros
hemorreoldgicos en la linea de ratas lIMe/Fmp
Hernandez, G.- Gayol M.C."- Rasia,M.- Catedra de
Fisica Bioldgica.

*Cutedra de Biologia. Facultad de Cs. Médicas. Univer-
sidad Nacional de Rosario, Rosario.
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Diabetes, obesidad ¢ hipertensién son patologias frecuentes
de gran interés médico, con componentes hemorreolégicos. La
linea de ratas 1IMe/Fmp de la Fac. de Cs. Médicas retne las tres
patologias detenminadas genéticamente, constituyendo un mode-
lo de diabetes sin intervencidn de toxicos. Se investigd el efecto
de la troxerutina (60mg/dia/100gr de peso, intraperitoneal), utili-
zada en la insuficiencia venosa, sobre variables hemorreologicas
en ratas 1IMe/Fmp de 200 dias ( control,n=5, tratadas n=6). Se
determiné: Hematocrito (Het), contaje glabulos rojos (GR), con-
centracién de Hemoglobina (Hb), viscosidad sanguinea a Het na-
tivo (1.) y viscosidad plasmatica (). Las mediciones de n se
realizaron en viscosimetro Brookfield a 37 °C (1, a velocidad de
cizallamiento (y):23, 46, 115 y 230 s™). Los resultados (expresa-
dos como mediana, rango) muestran diferencias significativas en-
tre controles y tratados en: Het, GR, Hb y volumen globular; pero
no cn 1, (5.38,0.45; 6.5,2.6) ni en Ny (1.25,0.2; 1.45,0.4), nuen-
tras que la 1y, relativa a Het standard (45%), resulta significativa-
mente diferente (7.7,2.08; 5.16,1.4,p<.05). La troxerutina favore-
ceria la fluidez sanguinea modificando factores celulares respon-
sables del comportamiento reolégico (deformabilidad de los GR).

13. Cambios hemoreoldgicos en mujeres
menopausicas. M.l.Spengler, G. Goni,
G.Mengarelli, M.Rasia.Fac. de Cs. Médicas.

Cdt. Biofisica. UNR, Resario.

El objetivo de cste trabajo fue la evaluacion de los parimetros

hemorreologicos en un grupo de mujeres menopdusicas y su com-
paracion con los de un grupo de mujeres premenopdusicas(grupo
control ).Se determinaron viscosidad sanguinea (1, ) y plasmatica
( 1y ) (con un viscosimetro cono-plato).indice de rigidez
entrocitana (IR) (por filtracion con membrana Nucleopore)y con-
centracion de fibrinégeno plasmaitico ( f, ) (por método
gravimétrico ).Los resultados obtenidos demuestran que las 7,
(mPs) de las mujeres menopdusicas, a velocidades fisiologicas,
son mayores que las del grupo control(5.26£ 0.37 vs 4.74+0.34
p< .05). Ademas. hemos podido comprobar en estas mujeres la
modificacion de factores detenminantes de ese aumento de la 1,
encontramos una elevacién de la 1, ( mPs ) respecto al grupo
control(1.62 £ 0.08 vs 1.5030.06 p<.05) que correlaciond (r=.456
:;p<.001)con cl aumento del f;, (mg%) (383£42 vs 270+ 38; p<.05);
y un aumento del IR respecto del grupo control ( 11.5% 1.9 vs
8.78% 1.5: p<.05) que correlaciond con la 1,(r=.375:p< .01)mos-
trando en ambos casos una posible relacion causa- efecto. El au-
mento de la 1, .del IR y de lan, pucden deteriorar la microcircu-
lacién y sumado a la mayor concentracién de f;, favorecer la for-
macién de trombos.Podemos postular que en la menopausia hay
factores hemorreolégicos que pueden clevarel riesgo de enferme-
dad cardiovascular.
14. Utilidad de un ensayo funcional basado en la
unién del factor von Willebrand (vWH al FVill
para clasificar pacientes con enfermedad de von
Willlebrand (vWD). CE Farfas, AC Kempfer, S
Meschengieser, GA Carballo, MR Silaf, A Blanco,
Al Woods, ML Lazzari.

Academia Nacional de Medicina. CONICET. Buenos
Aires.

Se ha caracterizado un nueva vWD (tipo 2N), con distintas
mutaciones en el dominio D?, segiin las cuales existe una disminuida
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o nula afinidad del vWf por ¢l FVIIL Esta caracteristica nos ha
permitido lograr el probable diagndstico diferencial entre pacientes
hemofilicos, exclusivamente vWD tipo 1y vWD 2N. Se utilizd, un
enzimoinmunoensayo segin la téenica de Nishino con algunas
modificaciones (anti-vW{ DAKO, FVIII Kogenate, sustrato
cromogénico Coamatic). Con previo dosaje de vWf:Ag, Rcof]
FVII, se evalio el enlace del vWf al FVIII (E) en 10 pacientes
respecto a un pool de plasmas normales (n=27, considerado como
100%). En la tabla, todos los parimetros se expresan en U/dL y el
rango de normalidad de los pardmetros previos se da entre parénte-
sis. De los resultados obtenidos surge que son:
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probables 2N todos los pacientes excepto 2, 7, 8. El paciente 1
seria vIWD tipo 2N y tipo 1 .El diagndstico de los pacientes cuyo
E sea mayor de 20 U/dL debe confirmarse por biologia molecular.

15. Acido §-aminolevulinico dehidratasa (ALAD) y
plombemia en Bufo arenarum inyectados con
plomo. Silvia Peri', M. Arrieta?, K.
Apartin®,C.Rosenberg’ N. Fink? y A, Salibian®.

1- Cdt. Fisiologia Animal, Fac. Cs. Nat. y Musco, 2- Cdl.
Hematologia y 3- CIMA, Fac. Cs. Exactas, UNLP. 4-
CIC, UNLu* Becaria de.CIC

La alta toxicidad del plomo pam la biota se debe a su facili-
dad para incorporarse a clla por distintas vias y bioconcentrarse.
Se evalué la ALAD como bioindicador de intoxicacién en fun-
cién dec las concentraciones de plomo cn sangre
periférica.Ejemplares machos adultos (pe=120-140g) se aclima-
taron a 20 +2°C,12D:12 Npor 5 dias y. recibieron una tinica dosis
de acetato de Pb (tratados) y de Na (controles). A la semana, las
determinaciones fueron: ALAD ( Método Standardizado Euro-
peo modificado para Bufo) y plombemia (EAA). Pam Jas dosis de
Pb (0,10,25.50,100 mg/Kg), la ALAD (U/L hematies) y la
plombemia (mg/dL) - promedio & ESM- (n) fucron: 148.72
14.47 y 0.76 £ 0.22 (12):100.17+7.81 y 3.36+0.56 (12); 65.27+
6.18y 4.95+1.78 (8); 57.47+ 6.70y 5.32 £3.29 (8): 38.66%
5.16 y 7.26 £ 2.45 5). La comparacién de datos de ALAD de
controles y tratados mediante un test de t fué significativa (p <0.05)
para todas las dosis empleadas. Asimismo, se concluye que, en el
modelo empleado , la relacién dosis-respuesta de la actividad de
la ALAD en funcién de los niveles de plomo es inversa.

16. Rol de las plaquetas en la activacion leucocitaria
en condiciones dinamicas de tlujo. N Mauger,

M Nanni, AC Kempfer, MA Lazzari.

Depto Hemost Thromb. Academia Nacional de Medicina,
Buenos Aires,




Enestudios anteriores hemas observado cdmolos cambios reolégicos
modulan la respuesta de los PMN. Nos propusimos analizar ¢l rol de
las plaquetas en el mismo sistema. PMN (5x10%mL) solos o con
plaquetas (10°/mL) de indivuos sanos (n=5) fueron perfundidos por
una tubuladura de sylastic a un shear stress (ss)= 6.6 dyn/cm®. Se
determind quimioluminiscencia (CL.), CD11b, CD62P y formacion
de agregados mixtos. Las muestras fueron analizadas antes y despues
de la perfusion, con y sin estimulo de fMLP 0.5uM. Resultados:
(mediatSEM). La expresion de CD62P aumentd de 5 a 20% de 5000
plaquetas. En PMN, la CL inducida por fMLP aumento de 28+7 a
5348 (p<0.001) mientras que en presencia de plaquetas los valores
fucron de 46£10 a 76t6*. La expresién de CD11b inducida por
fMLP fue incrementada desde 276£69 hasta 441£70 (0.05), mien-
trasque en presenciade placuetas desde 250438 hasta 462439 (p<0.001 )espues
del ss. Asi mismo, la formacién de agregados mixtos de plaquetas y
leucocitos (evaluada por citometria) se vio incrementada (632% vs
35+7%).en las muestras tratadas con fMLP fue desde 13+5% a de
53+3%. Los resultados sugieren que los PMN son mas sensibles al
estimulo quimiotdctico bajo cambios reolGgicos y principalmente en
presencia de plaquetas. La relevancia funcional de nuestras observa-
ciones se basa en el incremento evidente en la formacién agregados
mixtos durante los cambios reolégicos.

17. Efecto del bajo shear rate sobre laliberacion
de PAI-1 intraplaquetario; su inhibicion con
aspirina. Al Woods, N Maugeri, AC Kempfer, MA
Lazzari.

Drto de Hemostasia y Trombosis, Academia Nacional de
Medicina, Buenos Aires.

Analizamos el efecto del coldgeno (Col) y la aspirina (ASA) en
laliberacion de PAI-1 intmplaquetario en un sistema de flujo. Plaguetas
(3x10%ml) lavadas (PL) y resuspendidas en Tyrode (Ca'*1mM, alb
3%). se perfundicron a un shear rate de 200s” (2.2 dyn/em?2). Las
muestras (n: 12) se trataron con Col (0.25-10ug/ml), y/o ASA (0.18ug/
ml). El PAI-1 (ng/ml) se midi6 en sobrenadante de PL, siendo el
contenido total el obtenido en PL tratadas con triton, Resultados: PL
sin perf: 23.248.4 (11% del total); PL perfundidas: solas: 22.2+5.8
(11%); PL+Col 0.25 ug/ml: 26.5%10 (13%); PL+ASA:23.7+8.5 (12%),
PL+ASA+Col 0.25 ug/ml: 27.5+7.5 (13%); PL+Col 0.5 ug/ml: 45.7£20.4
(22%); PL+ASA+Col 0.5 ug/ml: 26.3+8.6 (13%); PL+Col 1 ug/ml:
71.6+34.3 (35%); PL+ASA+Col 1 ug/ml: 38£12 (19%). PL+Col 2
ug/ml: 90434.6 (44%): PL+ASA+Col 2 ug/ml: 44.5%12.4 (22%):
PL+Col 4 ug/ml: 114£45.4 (56%); PL+ASA+Col 4 ug/ml: 65+21
(32%); PL+Col 10 ug/ml: 158466 (77%); PL+ASA+Col 10 ug/ml:
85134 (42%): PL lisadas: 204143 (100%). No hubo diferencia entre
PL solas sin perf. y perf. con y sin ASA. La perfusion produce liberacién
de PAI-1 bajo la accién de un agonista que en el caso del Col el
umbnral es de 0.5 ug/ml y que la respuesta depende de la concentracién
del mismo. Col 0.25 ug/ml no produce liberacién de PAI-1. ASA
inhibe ¢l 100% de la respuesta del Col 0.5ug/ml, el 84% en el caso
del Col 1 ug/ml: ¢l 62% para ¢l Col 2 ug/ml; el 55% para el Col 4 ug/
ml y el 56% para ¢l Col 10 ug/ml. ASA es capaz de bloquear la
liberacién de Col a bajas dosis (0.5 y 1 ug/ml) mientras que su efecto
disminuye marcadamente aaltas concentraciones de Col, bajo condiciones
de flujo.

18. Neutralizacion del dRVVT mediante fosfolipidos
comerciales. A.Blanco, L.Gennari, M.Lazzari.
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Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires.

El tiempo con veneno de vibora Russell ({(RVVT) es
una prucba muy utilizada en la deteccidén del inhibidor
lipico (LLA); no debe corregir con plasma normal y debe
serneutralizado con fosfolipidos (ej.: lisado plaquetario),
para corroborar la presencia del LA. Evaluamos la posi-
bilidad de reemplazar el lisado plaquetario con un reactivo
comercial para APTT (Thrombosil™). Analizamos plas-
mas LA" (n:13) (7/13 con dRVVTT) y LA* (n:10), reali-
zando el dRVVT en plasma y en la mezcla P:N, con y sin
el agregado de fosfolipidos, A: lisado plaquetario o B:
Thrombosil™, ambos diluidos en tampén de Owren (1:50
y 1:150). Calculamos los cocientes P/N y los deltas para
plaquetas (A4) (LA":-0,03+0,04;1.A*:0,3240,12) y Thrombo-
sil™ (An) (LA-:0,0240,03/LA":0,2040,10), estableciendo
los valores de corte (>X+2DS) para A, (>0,10) y Ax (>0.13).
No observamos diferencias (p>0.1) entre los valores de
Aa y As para LA® o LA", la correlacién entre Ay y Ag fue
buena en ambos grupos (r:0,87-0,90); en cambio obtuvi-
mos diferencias (p<0,001) entre LAy LA*. La sensibili-
dad de A, fue mayor la de Ag (45% vs.100%), aunque con
igual especificidad (92%). Los resultados se igualan al
considerar los deltas de 1a mezcla P:N (sensibilidad 78%-
80%; especificidad 100%). El lisado plaquetario podria
ser reemplazado por Thrombosil™, siempre que se reali-
ce la neutralizacién sobre el plasma y la mezcla P:N.

19. APTT automatizado modificado (As) vs. manual
(Ku): sensibilidad y especificidad en déficit de
factores (DF) o inhibidores. A. Blanco, S. Grosso,
M. Lazzari.

Academia Nacional de Medicina. Buenos Aires.

Los reactivos comerciales son menos sensibles (de-
pendiendo de los fosfolipidos y/o del activador), pero la
cefalina:caolin, no puede ser utilizada en sistemas Spti-
cos. Hemos comparado el comportamiento del Ax (KoaguLab
60-S; Thrombosil™I diluido 1:3 en Owren), respecto del
Ky (cefalinacenejo:caolinge) en normales (n: 192), DF (n:127)
o presencia de inhibidores afVIII (n:22) o lipicos (LA)
(n:79). No hallamos diferencias (p>0,1) entre Kny Ax en
DF o afVIII, observindose buena correlacién (0,90 y 0,86).
En LA, los valores de Ky fueron mayores (78,5539 vs.
67,943 .8; p=0,0554) y en correlacién con A, (r=0,82). Es-
tableciendo como valor de corte Ax: 53 (>X2DS) la sen-
sibilidad fue DF:49%, LA:55% y afVII1:100%; siendo la
especificidad de 98%, 93% y 100% respectivamente. Si
analizamos los LA con Ax<53, obscr-vamos diferencias
(p=0,0079) entre Ky y Ax(59.0%1,7; 43,8+0,8) y no co-
rrelacién (r=-0,03) entre ambos: en cambio, los A.253
no mostraron diferencias (96,1%7,3; 85,1+6,3) y la co-
rrelacién fue buena (r=0,79). Al comparar A, < o 253,
observamos diferencias para ambos Ky (p=0,0332) y A,
(p=0,0154) sugiriendo no sélo menor sensibilidad del A,
sino tal vez indicando distintas subpoblaciones de LA.

20. Deteccion especifica de anticuerpos anti-factor
VIII (afVIll) por ELISA. A.Blanco, A.Kempfer,
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C.Varela, L.Gennari, S.Grosso, M.Lazzari.

Dpta. Hemostasia y Trombosis. Academia Nacional de
Medicina. Buenos Aires.

Los hemofilicos pueden desarrollar afVIII y anticuerpos
anti-fosfolipidos-proteinas (a-PLP:LA o aCA). El diag-
néstico es complejo ya que los LA interficren en la iden-
tificacién de los afVIII. Hemos desarrollado un sistema
de ELISA utilizando como antigeno fVIIiccombiname libre
de FL (<0,15pg/UfVIII), a fin dc evitar falsos+ (a-PLP
que se unan a los FL unidos al fVIII) o falsos- (afVIII
que no reconozcan {VIII unido a FL). Inmovilizamos fVIII
(bicarbonato 0,1 M; pH:9,6), bloqueando con Imidazol 2M-
NaCl 0,12M-Alb 5%, y revelamos la [gG unida, median-
1e algGrumina-fosfatasa. El sistema fue capaz de detectar
un monoclonal af VIII, revelado con algGyuw (control inespecifico:
moclonales a-GPIlla y a-vWF). Analizamos: hemofilicos
afVIII+(3100-0,8UB/ml) con LA+(2) o LA-(12) y sin inhibidor(6);
como controles incluimos a-PLP+(12) y normales(10).
Consideramos ELISA+ los plasmas con valores >Xxomu+3DS.
Los hemofilicos con afVIII fueron + (14/14), observin-
dose correlacidn entre los valores del ELISA vy el titulo
de afVIII (r=1); 3/6 hemofilicos sin inhibidor fueron +,
con valores menores a los observados en af VIII. Los con-
troles fueron - (22/22). Este ELISA permitiria identificar
a-[VII], sin interferencia de a-PLPa.

21. Determinacion de IgG asociada a plaquetas por
citometria de ftlujo (CF). Comparacién con el en-
sayo por inmunodifusion radial(IR). CE Farias,
AC Kempfer, MR Silaf, GA Carballo, Lazzari MA.
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Academia Nacional de Medicina. CONICET. Buenos
Aires

Determinar la cantidad de 1gG relacionada a plaquetas es 1til,
pues existe un gran numero de enfermedades en las cuales el enla-
ce de anticuerpos puede, hacer sospechar una destruccidén prema-
tura de las plaquetas. Para la CF marcamos las plaquetas con
antiglicoproteinas IIb-11Ia-FITC y antilgG humana F(ab’)2,
biotina-PE; para IR el kit LC-Partigen IgG, Behring. Los valores
normales previamente determinados son: IR expresado en
fentogramo/plaqueta (fg/pq) <7, n=20, CF expresado como me-
dia£2SD, 33122 enunidades de intensidad de fluorescencia (UIF),
n=94. Los pacientes con distintas patologias (n=40), fueron agru-
pados (CF e IR, normal u anormal)

CF(UIF<35)  CF(UIF255) IR (fg/pq<7) IR (fp/pq27)
n=34 n=6 n=26 n=14
UIF mediazSD 32110 9153 3111 5G+45¢
fg/pqmedizzSD 613 21z 150 58 162104

**p<0.001, *p=0.005 utilizando los normales de cada grupo como referencia ( 1-test).

como se observa en la tabla. La técnica de IR arroja resultados
anormales en 8 pacientes, que la téenica de CF los considera nor-
males, por eso la significancia es distinta. Las diferencias podrian
atribuirse a que:1) la exactitud de CF es extremadamente buena,
pues la medida de IgG se realiza sobre plaquetas individuales,
ademds no interfieren los leucocitos ni los glébulos rojos, 2) en
CF, no hay IgG atrapada entre los intersticios plaquetarios y 3) la
cantidad de moléculas de IgG totales (IR) o superficiales (CF) es
distinta.



22, Regulacion hormonal aguda sobre la expresion
del mensajero de p43. Carla V. Finkielstein, Paula
Maloberti, E.J. Podesta.

Dio. de Bioquimica, Facultad de Medicina, Univ. de Bue-
nos Aires. Buenos Aires.

La p43 es una fosfoproteina novel intermediaria en la regula-
cion aguda de la sintesis de esteroides estimulada por ACTH en la
zona fasciculata de la corteza adrenal de rata (ZF). En el presente
trabajo, describimos la regulacion del mensajero de p43 por ACTH.
Analisis por Northern blot de preparaciones de ARN total de ZF
de ratas tratadas con dexametasona (10 mg/l, Dx) en el agua de
bebida toda la noche y ACTH (200 pg/Kg) i.p. a distintos tiem-
pos, muestra un rdpido y transitorio aumento en el mensajero (5
min) con un maximo a los 15 min post-estimulo retomando a los
niveles basales a los 30 min (control 0,430,007 UA, ACTH: 5
min 0,59%0,053UA, 15 min 1,02+0,033UA y 30 min
0,46+0,008UA en unidades arbitrarias definidas como la relacion
de los valores de densitometria Gptica para la sonda de p43 res-
pecto de la 28S). Dx inyectada 1.p. (5 mg/Kg) reduce los valores
basales a 0,08+0,0 1 UA mientras que la inyeccion de ACTH eleva
este valor a 0,18+0,02UA. La relacion de densitometria llego a
3,22 cuando cicloheximida (10 mg/100g, CHx) fue inyectada 1h
antes de ACTH. Actinomicina D (50 pg/100g) inyectada | hr an-
tes del estimulo produce una inhibicion del 80% respecto de los
valores maximos de ACTH. Los resultados, sugieren que ACTH
media dos efectos sobre la regulacion de los niveles de ARNm de
p43 actuando a nivel de la transcripcion de novo y sobre la
estabilizacion del ARNm. Los experimentos con CHx sugieren la
participacién de una proteina en la modulacién del ARNm de p43.

23. Participacion de los opioides endégenos en la
secrecion de LHRH. CA Mastronardi, AG Faletti, A
Lomniczi, ES Diaz, V Rettori y SM McCann.

(CEFYBO-CONICET) - Buenos Aires.

Los opioides inhiben la secrecién de gonadotrofinas. Por este
motivo se estudié la participacion de f-endorfina 10*M (fS-end)
sobre la secrecién de LHRII, la sintesis y liberacién de
prostaglandina E: (PGE:) y la actividad de la éxido nitrico-
sintasa(NOS).Estas mediciones se efectuaron sobre hipotilamos
medios basales (HMBs) de rata macho adulta Wistar (250-300g).
Los HMBs fueron incubados en ausencia (grupo control (CT)) o
presencia de drogas, en baiio tenmostitico oxigenado (95% de O,
y 5% de CO») durante 30 minutos. La medicién de la actividad de
la NOS se realizé midiendo la ['"*C]-citrulina. Las secreciones de
LHRH y PGE: se determinaron por RIA. #-end no afect6 la secre-
cién basal de LHRII, pero si disminuyé la sintesis y liberacién
basal de PGE: (136.2+/-21pg) (n=15) vs. CT (215+/- 25.9) (18)
P<0.05. fi-end afecté también la actividad basal de la NOS (4.87+/
-0.16 pmoles NO) (14) vs. CT (7.57+/-0.1) (16) P<0.01. B-end
bloqueé por una parte la secrecién estimulada de LHRH por NP
(5.76+/-0.42pg) (12) vs. NP (7.95+/-0.75) (14) P<0.01 y también
bloqucd la sintesis y liberacion de PGE; estimulada por NP (195+/
-20.65pg)(14) vs. NP (339.43+/-29.27) (15) P<0.01. Estos resul-
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tados demuestran que los opioides inhiben la secrecion de LHRH
estimulada, disminuyendo la actividad de la NOS y la sintesis y
liberacién de PGE;. A raiz de esta inhibicién sobre la secrecién de
LHRH, disminuirian consecuentemente los niveles de
gonadotrofinas.

24. Incremento de los niveles plasmaticos de Factor
Natriurético Atrial (ANF) en pacientes con tumo-
res productores de catecolaminas (CA).Ana Ma-
ria Puyd®, Glora Levin#, Inés Armando#, BE Femandez®,
Marta Barontini#.

#Centro de Investigaciones Endocrinolégicas. Hial. de Ni-
itos R. Guiiérrez. *Cdtedras de Biologia Celular e Histolo-
gfa y Fistopatologia.. Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires.

EIANF ¢s un péptido diurético, natriurético y vasodilatador que
esta involucrado en la regulacién de la presién artenial . Algunos
datos clinicos y experimentales indican que existiria una interaccién
entre las CA y el ANF; sin ecmbargo. esto no esta clammente estable-
cido. Eneste estudio se determinaron las concentraciones plasmaticas
de ANT en pacientes con tumores secretores de CA para investigar la
relacién entre CA, ANF y presion artenal. Se estudiaron 6 pacientes
con neuroblastoma (Nb, | hipertenso), 21 pacientes con feocromocitoma
(FC, 15 hipertensos) y 20 controles (C) nommotensos, determindndo-
se ANF por RIA y normdrenalina (NA), dopamina (DA) y DOPA
plasmdticas por HPLC.-EC ElI ANF en los Nb (X £SEM) ( 148 +
36pg/ml) y en los FFC ( 94 + 8 pg/ml) se encontrd aumentado con
respecto alos C (34 +3 pg/ml, p< 0.001). La concentracién de ANF
en los Nb fue mayor que en los I‘C (p<0.03). No hubo diferencias en
el ANF plasmatico entre los FC hipertensos y nommotensos (94 £4
vs 93 £ 10 pg/ml). EIANF no correlaciond con las presiones sistélica
ni diastélica, 1a frecuencia cardiaca, ni laNA, DA y DOPA plasmdticas
en pacientes ni en C. El hecho de encontrar aumento de ANF en
ambos tipos de tumores sugenina que el exceso de CA o los cambios
hemodindmicos provocados por las mismas podnan inducir la secre-
ci6n de ANF independientemente de la presion arterial.

25, Evaluacion del rol del promotor Z en la expre-
sion del gen CYP21B en células adrenales de
ratén Y-1.A. Dardis®,G. Fu, G. Zhang, H. Rodriguez,
W.L.Miller,

Department of Pediatrics, University of California, San
Franctsco, USA.

La region duplicada C4/210H es un locus génico complejo
en el cual 13 transcriptos diferentes se encuentran codificados en
una regién de 75-80 kb. Nueve de estos transcriptos se expresan
en la corteza adrenal, sugiriendo la presencia de una Gnica regién
de control del locus. El gen Z fue identificado como un tnico
transcripto de 1kb cuyo promotor se encuentra ubicado entre los
exones 35 y 36 del gen C4 (Hum Mol Genet 4:2109,1995). El
objetivo de este estudio fue determinar si el promotor del gen Z
contribuye a la expresién del gen CYP21B. Se realizaron distintas
construcciones de regiones de 5.8; 4.8: 40; 3,5; 1,6 y 0,3kb co-
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rriente arriba del gen CYP21B, ligadas al gen de la enzima
luciferasa y clonadas en un vector de expresién. Se transfectaron
células adrenales de ratén Y-1, evaludndose la actividad de la
luciferasa en cada caso. Los resultados fueron comparados con la
actividad de la construccién de 0,3 kb, que conticne el promotor
del gen CYP21B. Un incremento significativo de la actividad
luciferasa sc observé solamente en las células transfectadas con la
construccién que contiene la regién de 5,8 kb (n=4, p=0,027). Estos
datos muestran la presencia de elementos regulatorios positivos
entre 4,8 y 5.8 kb corriente arriba del gen CYP21B. Dado que esta
regién contiene el promotor del gen Z, este promotor podria estar
involucrado en la expresién del gen CYP21B.

Influencia del sexo sobre la actividad
hipotalamo-corticotropa en condiciones basales
y post-adrenalectomia bilateral (ADX). Andrea
N. Chisari, Marcelo J. Perone y Eduardo Spinedi.

Unidad de Neuroendocrinologia, IMBICE (CIC-
CONICET); La Plata.

La integridad del ¢je hipotalimo-hipofiso-adrenal (HHA) es
fundamental para la adaptacién del organismo ante situaciones de
estrés. Existen claras evidencias que los esteroides sexuales jue-
gan un rol modulatorio de la funcién HHA y caracteristicas sexo-
dependientes han sido relacionadas con una diferente susceptibi-
lidad del individuo para contraer ciertas enfermedades. El objeti-
vo del presente trabajo fue estudiar la influencia del sexo sobre la
actividad hipotdlamo-corticotropa (HC), en condiciones basales y
post-ADX, en la rata. Ratas adultas y de ambos sexos sometidas a
operacion SHAM o ADX se estudiaron luego de 3 y 6 semanas.
Se determiné: a) la concentracién plasmética de ACTH; b) el con-
tenido tisular de diversos péptidos [ACTH en hipdfisis anterior,
CRH y vasopresina (AVP) en hipotdlamo medio basal (HMB) y
en eminencia media (EM)]; y ¢) la liberacién de CRH y AVP por
perfusién in vitro de EMs. Dado que las relaciones de los conteni-
dos AVP/CRH (r) en HMB y EM son representativas de la activi-
dad de sintesis y secrecion de ACTH hipofisaria es que hemos
expresado los resultados en tales relaciones. Nucstros cstudios
mostraron que, en condiciones basales, las relaciones no difieren
significativamente entre sexos [rde HMB: 1,74+0,1 y 1,8140,2 y
rde EM: 8,54%1,1 y 7,1530,94, en hembras y machos respectiva-
mente]. Sin embargo, ante la falta de glucocorticoides endégenos
estas r aumentan y muestran un marcado dimorfismo sexual a las
6 semanas post-cirugia, siendo en HMB: 8,25+0,57 y 5,11+0,58
(p<0.05) y en EM: 35.6+4,48 y 23,42:+2 3 (p<0,05), para hembras
y machos, respectivamente. Estos resultados demuestran que exis-
tirfa una potencial accién modulatoria de los esteroides gonadales,
puesta de manifiesto fundamentalmente ante la ausencia
glucocorticoides enddgenos, sobre la actividad del sistema HC y

ejercida a nivel de la produccién de neuropéptidos hipotaldmicos
secrelagogos de ACTH.

27. Efecto de la estimulacién adrenérgicain vitro del
ganglio celiaco sobre la funcién ovarica al final
de la prefiez. M. Casais, L. Villegas, A. Rastrillay L.
Aguado.

Laboratorio Biologia de la Reproduccién. Univ. Nacional
de San Luis. San Luis.

La participacién adrenérgica sobre la funcién luteal al final de
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la preiiez, fue evaluada a través de la estimulacion ganglionar y su
efecto sobre la liberacion de Progesterona (P) ovidrica. Se desarro-
116 un sistema in vitro Ganglio Celfaco-Nervio Ovdrico Superior-
Ovario (GC-NOS-0), utilizando ratas de la cepa Holtzman de 19,
20 y 21 dias de prefiez. El sistema se incubo en solucion Krebs-
Ringer glucosa (0,1 mg/ml) albimina (0,1 mg/ml), a 37°C en baiio
metabdlico, ocupando el Ganglio y el Ovario celdas separadas uni-
dos por ¢l NOS. Noradrenalina (NA), Propranolol (Prop) o
Fentolamina (Fa) en concentracion 10¢ M fueron adicionadas al
ganglio y se determiné en la celda ovirica, la P liberada (ng/mg
cvario) a los 30, 60, 120 y 180 minutos. La estimulacion ganglionar
con NA en el dia 19 provocd un aumento significativo en la libera-
cionde P (0,35+ 0,07 vs 0,09 £ 0,02; p<0,01), Faun efecto inverso
(0,05 £0,002 vs 0,09 +0,02; p<0,025) mientras que Prop no mo-
dificé los niveles basales (0,13 £ 0,02 vs 0,09 £ 0,02). En cl dia 20
se observo un efecto inlnbitorio en los tres casos (0,08 £0,01; 0,08
+0,01 y 0,07 +0,01 vs 0,17 £ 0,003 respectivamente ), mientras
que en el dia 21 no hubo modificaciones significativas (0,05 £0,01;
0,03 + 0,006 y 0,05 £ 0,006 vs 0,04 + 0,01 respectivamente). Los
resultados obtenidos permiten visualizar un notable cambio del
estado ncural del ganglio entre los dias estudiados, anulidndose los
efectos con la instauracion de la lutedlisis.

28. La accion de agentes adrenérgicos sobre el
ganglio celiaco modifica la respuesta ovadrica,
via NOS, de la secrecion de progesterona en el
ciclo estral. Z.Sosa, L. Aguado.

Lab. de Biologia de la Reproduccién. Universidad Na-
cional de San Luis, San Luis.

En estudios previos estimulando el Ganglio Celiaco (GC) en
elsistema integrado in vitro: GC-Nervio Ovarico Superior (NOS)-
Ovario (0), se observaron modificaciones en la liberacion de
Progesterona (P) desde el O. Se estudio la respuesta del O ala
estimulacién ganglionar adrenérgica en las distintas fases del ci-
clo estral. A ratas Holtzman de 90 dias en Estro (E), Diestro |
(D), Diestro 11 (DI1) y Proestro (PE), bajo anestesia, se extracel
sistema. Sec colocan en celdas separadas el O y el GC unidas porel
NOS. Se incuba el ganglio con Noradrenalina (NA), Propranolol
(Prop), y Fentolamina (Fa) (10°M) en dcido ascérbico y se deter-
mina la concentracién de Progesterona (P) en el liquido de
incubacion del O, a diferentes tiempos (30, 60, 120, 180'.). En PE,
NE aumenta la liberacién a los 30' (p<0.001), Fa disminuye la
liberacién en forma significativa en todos los tiempos ( p<0,001
vs control), Prop no dificre respecto de sus controles. En DI, NE
aumenta la liberacidn de P (p<0.001), Fa la disminuye (p<0.001)
y con Prop no difiere de sus controles. En E, NE no muestra
diferencias de sus controles, mientras que Fa y Prop, aumenta (p<
0.001). En DII, NE muestra una disminucion en la liberacién de P
(p<0.001), Prop aumenta ( p<0,001) y Fa no muestra diferencias.
Los datos obtenidos sugicren qué la estimulacién con agonistas
adrenérgicos produce la liberacién de sustancias intermediarias
desde el ganglio, que son estimulante de la liberacién de P en DI
e inhibitonias en DII.

29, Efecto de un analogo de GnRH sobre apoptosis
en follculos ovdricosde ratas tratadas con
gonadotrofinas. Fernanda Parborell, Claudia
Andreu, Lucla Chemes y Marta Tesone.

Instituto de Biologla y Medicina Experimental(IBYME).



CONICET y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
UBA , Buenos Aires.

Tratamientos prolongados con andlogos de GnRH son utili-
zados en la clinica con ¢l objeto de suprimir la secrecién enddge-
na de gonadotrofinas. sin embargo estos andlogos cjercen un efecto
dirccto sobre el ovario. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de la administracién de un andlogo de GnRH (Acetato de
leuprolide, LLA) sobre la luteinizacién folicular. Se inyecté LA (1
pg/rata/dia) a ratas prepiiberes superovuladas con eCG+hCG. Es-
tudios ¢n cortes histolégicos de ovanos obtenidos a distintos tiem-
pos de tratamiento con LA muestran una disminucién en el nime-
ro de foliculos antrales (A) y cuerpos luteos (CL), y mayor canti-
dad de foliculos preantrales (PA) y atrésicos (FA). (48 hs-
PA=Control(C):18.5£3, LA:28.1+2; A=C:17.1£2, LA:8.5%£2;
FA=C:3.8+1, LA:9.5+1: CL=C:3.6+0.4, LA:1.240.5 foliculos o
Cl/cornte: p<0.05). Se observé la presencia de cuerpos apoptéticos
y compactacion de la cromatina en foliculos en crecimiento y
atrésicos de ambos grupos. La cuantificacién de la fragmentacion
del DNA en cortes de ovario se realizé por técnicas
inmunocitoquimicas (TUNEL). Luego de 2 dias de tratamiento
con LA se produjo un aumento en el nimero de cé¢lulas apopltdticas
(40 y 8 veces de aumento en PA y A respectivamente) Efecto si-
milar, aunque menos pronunciado se observé en CL. Estos resul-
tados fueron confimados en geles de agarosa de DNA extraido de
foliculos o CL Se concluye que la administracion de LA causa un
incremento de la apoptosis ovdrica, produciendo como consecuen-
cia una interferencia en el crecimiento y luteinizacién folicular
inducido por gonadotrofinas.

30. Actividad de la superoxido dismutasa en
hipertiroidismo. Silvia Moiguer, L.N.Boredinsky,
M.Karner, K.C.Ricart, M.L.Fiszman, J.A.Burdman.

Servicio de Endocrinologia, Hospital [sraclita "Ezrah”
Departamenta de Newrociencias Fundacién “CIMAE™
Buenos Aires.

En el hipertiroidismo (HT) se produce un aumento del consu-
mo de oxigeno y la produccién de radicales libres. Evaluamos la
actividad de la enzima antioxidante Cu/Zn superdxido dismutasa
(SOD1) citosélica en HT pre y post tratamiento.La actividad SOD1
en 125 controles nomales de varios grupos etdnos fue de x:3819.
En 11 pacientes hipertiroideos la SODI1 estaba aumentada a X:
69.8+10.5 (p<0.01 vs normales) coincidiendo con un score clini-
co elevado (entre 4 y 5 puntos para un maximo de 5), captacién
de ' aumentada y homionas tiroideas altas. Luego del tratamiento
con metilmercaptoimidazol o dosis terapéutica con ', la activi-
dad SOD1 dismmuyo a los 2-4 meses a x: 46.14+6,0 (NS vs nor-
males, p<0.05 vs HT) junto con la nomalizacién de las hormonas
tiroideas circulantes y la disminucién del score clinico a 2. Dos
pacientes con recidiva de HT cursaron con SOD1 nommal y score
clinico bajo (2 puntos). Dos pacientes hipotiroideos presentaron
SOD1 normal. Concluimos que la produccién de radicales libres
podria estar involucrada en la fisiopatologia de los sintomas y sig-
nos del HTy porlo tanto los antioxidantes podrian ser utiles en el
tratamiento sintomatico de esta enfermedad.

31. Determinacion de la fraccion libre de la proteina
sérica que une hormona de crecimiento (GHBP)
para el monitoreo de tratamientos con
antagonistas de la hormona de crecimiento. Ana
Sotelo, D. Turyn.

IQUIFIB-Depto de Quimica Biolégica, Fac. Farmacia y
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Bioquimica, UB A., Buenos Aires.

Con el objeto de establecer qué concentracién de antagonistas
de la hormona de crecimiento (GH) seria necesario administraren
el tratamiento de patologias que cursan con elevados niveles de la
homona, se propone la determinacién de la concentracion de
GHBP libre como medida de la efectividad de la terapia. Como
modelo se utilizaron ratones transgénicos que expresan un andlogo
de GH bovina (bGI), la G119K-bGH. Los ratones son enanos.
Para ratones normales puede determinarse la concentracién de
GHBP libre como el porcentaje de unién de radioligando unido a
suero. En cambio, para los ratones transgénicos, la GHBP sélo se
pudo determinar por RIA, dado que presentan concentraciones
circulantes muy elevadas del andlogo (> 1 pg/ml) y, por lo tanto,
la GHBP presente estd unida a la G119K-bGH (no se encuentra
libre). La concentracién de GHBP total fue de 0,6 + 0.4 nM para
ratones normales y de 1,7 & 0.4 nM para ratones transgénicos,
mientras que los niveles de IGF-I, 250 £8 ng/ml y 91 %5 ng/ml.
respectivamente. Estos resultados sugieren que, si bien el andlogo
es un antagonista, induce la sintesis de la GHBP, lo que implica
una mayor dosis del antagonista para lograr el efecto deseado. Se
demuestra que es necesanio alcanzar un nivel de andlogo circulante
superior a 2 pg/ml para mantener a los receptores soluble y de
membrana ocupados, es decir, incapaces de unirala GH endégena,
activa,

32. Poliaminas en luteomas experimentales. P. F
Hockl, S. M Thyssen-Cano, A. Chamson-Reig, VAR
Lux-Lantos, C. Libertun.

Laboratorio de Neuroendocrinologia. IByME. CONICET.
UBA. Buenos Aires.

Las poliaminas putrescina (P), espermidina (SPD) y espermina
(SPM) son policationes alifiticos presentes en todas las células,
que intervienen en procesos de proliferacion y diferenciacion.
Nuestro objetivo es cuantificarlas en luteomas experimentales (L)
de 6 semanas de desarrollo, generados por autotransplante de un
ovario en el bazo de la rata. La génada secreta a la circulacién
portal los esteroides que son inactivados en el higado. Al dismi-
nuir la retroalimentacion negativa hay hipergonadotrofinemia e
hiperestimulacién del ovario transplantado con luteinizacién in-
tensa del mismo. Las poliaminas se midieron por un método de
HPLC perfeccionado en nuestro laboratorio. sencillo y con
equipamiento estdndar (deteccién UV). Comparamos el luteoma
con ovarios en estro (OE=cuerpos liteos frescos) y con preptiberes
superovuladas (PPSO=cuerpos liteos frescos muy abundantes).
La concentracién de P en pmoles/mg de DNA, esta disminuida en
el lutcoma (0.21 £ 0,05) respecto de OE (0.77 £ 0.10), p < 0.05.
Las otras poliaminas no evidencian cambios ( ptmoles/mg de DNA
SPD: [=10,39 + 0,66; OE= 11,74 £ 1,89. SPM: L.=10,36 £ 0,48 ;
OE=10,45 % 1,64). En las PPSO las concentraciones son mayares
que en los grupos anteriores ( P:1.26 £ 0.09; SPD 20,85  2.13;
SPM 17,94+ 1,11) p<0.01 respectode Ly p <0.01 respecto de
OE. Comparando las proporciones relativas de cada poliamina,
los OE presentan igual distribucién que las PPSO (L: P=3%
SPD=51% SPM=46% - PPSO: P=3% SPD=52% SPM=45%) a
pesar de la diferencia en los valores absolutos, mientras que en los
luteomas disminuye la proporcion de putrescina a expensas de
espermina (P=1% SPD=50% SPM=49%). Concluimos que la con-
centracién de poliaminas se reduce selectivamente en los luteomas,
los que presentan una proporcién relativa alterada. Las diferen-
cias podrian relacionarse con el tiempo transcurrido desde el co-
micnzo de la luteinizacion.
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33. Isoformas circulantes de SHBG en Ia
Hipertricosis Prepuberal Idiopatica. Patricia
Bedecarras, Mirta Gryngarten, Marfa Eugenia

Escobar, Sandra Ayuso, Stella Campo.
CEDIE, Hospital de Ninos, R. Gutiérrez, Buenos Aires.

Previamente hemos determinado el perfil de isoformas
de SHBG circulantes en nifas prepuberales normales: SHBGI,
pl:5.2-5.4:8.843.1%; SHBGII, pl:5.4-5.6:58.8£12.6%; SHBGIII,
pl: 5.6 - 5.8:31.840.1% (media * DS de la distribucién
porcentual de isoformas recuperadas en isoelectroenfoque
preparativo). El objetivo del presente trabajo fue deter-
minar el perfil de isoformas de SHBG circulantes en 5
niflas con hipertricosis prepuberal idiopdtica (HPI) con
niveles de andrégenos y SHBG normales, y aumento sig-
nificativo de los niveles de glucuronido de androstanodiol.
Las pacientes presentaron diferencias en la distribucion
de: SHBGI:43.2+11.5% (P<0.001) y SHBGIII: 14.2 +4.4%
(P<0.001). La estructura de la porcidon carbohidratada in-
terna al dcido sialico terminal de las isoformas de SHBG
fue estudiada en Concanavalina A (Con A). Se aislaron
isoformas no retenidas (NR), débilmente retenidas (DR)
y fuertemente retenidas (FR). En todas las pacientes es-
tudiadas las isoformas de SHBG fueron completamente
retenidas por la lectina, en forma similar al grupo con-
trol. Nuestros resultados muestran que en la HPI, que presenta
un aumento de la actividad Sa-reductasa periférica, hay
un aumento de la proporcion de las isoformas de SHBG
mas acidicas, mientras que la estructura de la cadena carbohidratada
interna al dcido sidlico terminal no presenta alteraciones
respecto del grupo control.

34. Interaccion entre la prostaglandina F, Alta y la
actividad de la éxido nitrico sintasa en el
oviducto de la rata. S Pérez Martinez, A Franchi,

JM Viggiano, MB Herrero y MAF Gimeno .

Centro de Estudios Farmacoldégicos y Botdnicos
(CEFYBO), Buenos Atres.

El oviducto de varias especies de mamiferos produce
prostaglandinas (PG’S) y es sensible a sus efectos. Asimismo, es
frecuente la interaceion entre los metabolitos de la ciclooxigenasa
(COX) con la 6xido nitrico sintasa (NOS). Porlo tanto, investiga-
mos ¢l efecto modulador de 1a PG, alfa sobre Ia actvidad de la
NOS en el oviducto de rata. Se determin6 la actividad de la NOS
mediante el ensayo de conversién de “C-L-arginina a *C-L-
citrulina. Oviductos aislados de mtas estrogeneizadas (1pg Eo/
rata) produjeron 3,340.4 pmoles de '*C-L-citrulina/100mg/min.
La incubacién en presencia de 10 3M aument6 la actividad de NOS
26,220,6 pmoles (p<0.05), mientras que oxitocina (1,25 mU/mL)
produjo un aumento similar (6,020,6). El efecto de la PGF; alfa
fue anulado por inhibidores de la NOS (L-NAME 0.6 m+PGF.alla
:3.240,4: aminoguanidina 0,5m + PGF.alfa : 3.0£0.3). En medio
libre de Ca®* , PGF: alfa aument significativamente la actividad
de NOS Ca** -independicnte (0,85£0,31 vs. 1,9740,29 ; p<0,05).
También se estudic la respuesta contrictil del érgano aislado : la
curva D-R de PGF. alfa en presencia de inhibidores de la NOS se
desplaza a la izquierda y aumenta el efecto mdximo de
estimulacién. En conclusién, se observa en cl oviducto de rata
una interaccién PGF; alfa en presencia de inhibidores d‘c !.1 NOS
se desplaza a la izquierda y aumenta el efecto miximo de
estimulacién. En conclusion, se observa en el oviducto de rala
una interaccién PGF; alfa -NOS : mientras la PGF: alfa modul'a a
Ja NOS aumentando la actvidad Ca¥'- independiente, el 6xido
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nitrico disminuye la actividad contrictil de la PGF, alfa sobre la
musculatura lisa del oviducto.

35. Efecto de noradrenalina y neuropéptidos sobre
la secrecion de progesterona de ovarios de rata
in vitro. M Garraza, L Villegas, M De Bortoli, L Agua-
do.

Laboratorio Biologia de la Reproduccién. Universidad
Nacional de San Luis. San Luis.

Es conocida la presencia de neuropéptidos en ¢l ovario de
mamiferos y algunas de sus funciones han sido caracterizadas. El
objetivo del trabajo fue estudiar los efectos de neuropéptido Y
(NPY)y péptido intestinal vasoactivo (VIP) sobre la liberacion de
progesterona (P) de ovarios in vitro. Se trabajé con ratas hembras
virgenes Holtzman de peso: 275%25g, en diestro I1. Se incubaron
hemiovarios en buffer Krebs-Ringer (con glucosa y albumina, 0,1
mg/ml de cada uno), a 37°C en bano metabdlico. La incubacion
duré 180", con el agregado previo de: a) dcido ascorbico 10 mg %
(basales); b) noradrenalina (NA) 10-7 M; ¢) VIP 50 ng/ml; d)
NPY 50 ng/ml; ¢) NPY+NA; ) VIP+NA. Las concentraciones
detalladas son las finales en el medio. Se extrajo medio de
incubacion a los 30, 60', 120" y 180", y se doso P por RIA. Las
comparaciones estadisticas se realizaron con test ¢ de Student.
Resultados: (medias £ SEM ng/ml) P basal: a 30'=0,17+0,01; a
60'=0,28+0,03; a 120'=0,60+0,08; a 180'=1,0440,15. Tanto NA
como VIP estimulan la liberacion de P en todos los tiempos (NA
p<0,05 vs basal; VIP p<0,01 vs basal). NPY aumenta la libera-
cién de P s6lo a los 180" (p<0,01 vs basal). Con NPY+NA (e), el
aumento de P s¢ potencia en todos los tiempos (2<0,001 vs NPY;,
p<0,025 vs NA). Con VIP+NA (f), ¢l aumento de P se potencia en
todos los tiempos (p<0,001 vs NA; p<0,025 vs VIP). Los péptidos
NPY y VIP individualmente estimulan la secrecion de Pen el ovario
in vitro, y ese efecto es potenciado por la presencia de NA.

36. Correlacion de la actividad de metiltransferasa
con la inervacién del ovario de rata in vivo e in
vitro. Mirta Carrasco. L.B. Oliveros y L.I. Aguado.

Laboratorio de Biologia de la Reproduceién (LABIR).
Fac. Qca., Bqca. y Farmacia. Universidad Nacional de
San Luis, San Luts.
Habiendo caracterizado el sistema de metiltransferasas (MET)
en ovario y demostrado que su actividad se modifica con el ciclo
estral, en este trabajo se estudia la posible correlacion entre dicho
sistema enzimitico y la densidad de receptores B-adrenérgico (Rf3)
del ovario en ratas Holtzman. Experimento I, in vivo: en ratas de
200 g, en diestro, se practicd corte del Nervio Ovirico Superior
(NOS) bilateral y los animales se sacrificaron a los 20 dias. Con-
troles con operacién simulada, La actividad de MET se midi6 en
membranas de ovario en pmol [*H]-S-adenosilmetionina/mg pro-
tefna/30 min. Experimento 11, in vitro: de ratas de 30 dias de edad
se aislaron las células granulosas que se cultivaron por 48 hs en
medio Mc Coy con norepinefrina (NE) 107M (bajos RB)ysin NE
(altos RB) y se midi6 la actividad de MET y la concentracién de
progesterona (P) liberada en el medio (ng/ml). Resultados: témi-
nomedioy error, significancia por test de Student. Exp 1:0,7310,1
(NOS) vs 0,45£0,02 (control), p< 0,001. Exp. 11: MET, 0,61£0.04
(bajos RB) vs 0,940,06 (altos R[3) p< 0,001; P, 0.26£0,01 (bajos
RR) vs 0,430,01 (altos RB) p<0,001. El aumento de actividad de
MET en el gnipo NOS inducirfa un aumento del N° de Rf3, Se
observa: a) Comrelacién entre la densidad de Rf3, actividad de MET
y estimulacién adrenérgica. b) Posible control ncural de la activi-
dad de MET.
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37. Alteraciones morfoldgicas y funcionales indu-
cidas por vasopresina (VP) en duplas de
hepatocitos aisladas: |. Estudios dosis-respues-

ta. M. G. Roma, Vicki Stone, R. Shaw, R. Coleman.

IFISE-Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuii-
cas. UN.R. School of Biachenistry. The Birminghan
University. Rosario.

Se analizé en duplas de hepatocitos aisladas el efecto que tie-
ne la VP sobre la formacién de ampollas de membrana y sobre la
capacidad para acumular y retener en el canaliculo la sal biliar
fluorescente colil-lisil-fluoresceina (CLF) (tests de capacidad se-
cretora y de integridad de la via paracelular, respectivamente), asi
como su relacién con alteraciones en la distribucién de actina ce-
lular. La administracién de VP (0.01-100 nM) produjo la for-
macién dosis-dependiente de ampollas de membrana, alcanzando
un maximo a una concentracion de 10 nM (76 £ 6 % de duplas
presentando al menos una ampolla). El andlisis de la distribucién
de F-actina por microscopia confocal de fluorescencia revel6 que
VP produjo una reduccién de la cantidad de actina en las cerca-
nias del canaliculo biliar (Control: 24.7 + 1.0, VP: 185+ 1.5 %
del total de fluorescencia celular; p<0.05). Il porcentaje de duplas
que exhibieron acumulacién canalicular visible de CLF, asi como
cl porcentaje que retuvo CLF una vez excretada, disminuyeron
paralelamente con la dosis de VP, alcanzando un minimo a una
concentracion de 10 nM (Acumulacion: Control: 74.1 £ 2.3%,
VP: 48.2 +2.4%*; Retencién: Control: 70.3 £2.9%, VP: 49.4
3.4%*; *p<0.05, respectivamente). Se concluye que VP es capaz
de producir alteraciones morfolégicas y funcionales de membra-
na asociadas a disrupcién de la integridad estructural del
citoesqueleto de actina.

38. Anticuerpos anti-receptor muscarinico M; (Acsa
RM.) en pacientes chagasicos con acalasia. Juan
Carlos Goin, C Bilder, L Monastra, M Castro Rios,

G lantorno, L Sterin-Borda, E Borda.

CEFYBO-CONICET; Cdtedras de Odontologia y Medi-
cina, UBA; Laboratorio de Motilidad, Hospital B.
Udaondo. Buenos Aires.

Previamente demostramos la presencia de AcsatRM: en pa-
cientes chagisicos (Peh) con disautonomia cardiovascular. En este
trabajo sc investigé la presencia de estos Acs en el suero de Pch
con acalasia (A) y su capacidad para modular sefiales intracelulares
asociadas a RM: en el muisculo liso. Se determin la prevalencia
de AcsaRM: séricos, valorados por ELISA, en Pch con (A+) y sin
(A-) acalasia, resultando: PchA+: 7/8 (87%); Pch A-: 2/8 (25%).
Grupo control nomnal: 0/20 (0%). Estos resultados indican una
fuerte asociacion entre presencia de AcsaRMs séricos y acalasia
en los Pch estudiados (3*2=4.06; p<0.05). La fraccion IgG sérica
total de los PchA+, asi como los AcsaRM; especificos purifica-
dos por inmunoafinidad inhibieron la estimulacion de los niveles
de AMPc en el fleo aislado de rata, comportdndose como agonistas
muscarinicos a semejanza del carbacol, de acuerdo a los siguien-
tes valores (pmol AMPc/mg): Basal: 0.46+0.05, Control (estimu-
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lado con PGE,) (10 *M): 1.51:£0.04, Carbacol (10-*M): 0.88+0.05,
IgG total de PchA+ (5x10*M) : 0.97£0.11, IgGaM: especifica
(2.5x10*M): 0.4620.07, (n=5). Los resultados sugieren que los
AcsaRM; podrian participar en el desarrollo de la acalasia
chagdsica a través de la inhibicién de la estimulacién de AMPe.

39. Lipoperoxidacion (LPO) en el proceso de rege-
neracion hepatica: Efecto del tratamiento con
aminoguanidina (AMG). Celina Scapini, Maria Cris-

tina Carrillo, C. Favre, J. A Monti, Cristina Carnovale.

IFISE -CONICET, Fac. de Cs. Bioquimicas y Farmacéu-
ticas.-UNR. Rosario .

Luego de una hepatectomia parcial (HP) se ha descripto un
aumento de los niveles hepiticos de LLPO a las 24 h y una induc-
cién de la enzima 6xido-nitrico sintasa 2 (NOS 2) que produce un
maximo de NO entre las 4 y 6 h. Se analiz6 la participacion del
NO en los niveles hepiticos de LPO durante el proceso de regene-
racién hepdtica. Ratas Wistar machos adultas fueron divididas en
3 grupos: Control (C) (n:10), Sham (S) (n:16) y Hepatectomizado
(HP 65%) (n:16); 1a mitad de los animales de cada grupo recibid
AMG (inhibidor de NOS 2) 100 mg/Kg PC i.p. cada 24 h durante
3 dias. Al cuarto dia se practicé la cirugia a los grupos S y HP,
sacrificandolos a las 5 y 24 h. En homogenado total de higado se
determiné LPO (nmol de malondialdehido-MDA-/100 mg protei-
na). LPO: C: 72£19; S-5h: 114:£5* HP-5h: 155£37*; HP-24h:
230+20* (*p<0.05). El pretratamiento con AMG no produjo mo-
dificaciones en LLPO del C ; por ¢l contrario, en S-5h y HP-5 h
hubo una desaparicién de los aumentos observados. En HP-24h
el pretratamiento disminuyé 15% el aumento observado. Se con-
cluye que la disminucién de la LPO producida por la inhibicién
de NOS 2 pone en evidencia la participacién del NO en la LPO
durante la fase de iniciacién del proceso regenerativo.

40. Efecto de HDL sobre la susceptibilidad a la oxi-
dacién in vitro de LDL (SOx-LDL). Silvia
Sanguinetti, Verdnica Fasulo, Regina Wikinski, Laura

Schreier.

Lab. de Lipidos y Lipoproteinas- Dpio. de Bioquimica
Clinica-Fac, de Farmacia y Bioquimica- UBA

La SOx-LDL estd aumentada en pacientes con enfermedad
cardiovascular aterosclerdtica. La SOx-LDL no sélo depende de
las caracteristicas fisico-quimicas de LLDL sino también de su
interaccion con otras lipoproteinas. Nuestro objetivo fue evaluar
la influencia de HDL sobre la SOx-LDL, incluyendo HDL en el
ensayo de SOx-LDL. Se separé LDL y HDL de muestras séricas
(n=7) por ultracentrifugacién. Se incubdé LDL 10 mg/prot, con
Cu*' 10 mM a 37°C, en ausencia y en presencia de HDL. Vanando
la relacién entre lipoproteinas, se selecciond 20 mg/dl como con-
centracién Gptima de HDL siendo la relacién prot-LDL/prot-HDL
1:2. La SOx-LDL se evalué por a) TBARS después de 2 hs de
incubacién, nmol MDA/mg prot-LDL, b) velocidad de produc-
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cién de dienos conjugados (n) medida a 234 nm, D Abs/min y ¢)
la relacién de electronegatividad (REM), después de 5 hs de
incubacidn. Se observé: a) [nhibici6n en la produccién de TBARS,
Mecdiana (Rango): 48 % (19-100), p<0,01 b) Disminucién de lay
de propagacién: 23,3% (14,3-33,3), p<0,005 c) Disminucién del
REM: 11% (4,1-18.4), p<0,005. HDL inhibi6 en todos los experi-
mentos la SOx-LDL evaluada por los 3 parimetros utilizados. Esta
accién antioxidante de HDL podria contribuir a su funcién
antiaterogénica.

41, Hipertrigliceridemia y eflujo de colesterol celu-
lar Carla D Bonavita, F Brites, M Yael, G Castro, R
Wikinski.

Lab Lipidas y Lipoproteinas, Dto. Bioquimica Clinica, FFyB,
UBA.

La hipertngliceridemia (HTG) ha sido asociada con alteraciones
anli y cuantitativas de Jos componentes de HDL. Esto podria afectar el
transporte reverso del colesterol (TRC), via porla cual In HDL transporta
¢l colesterol en exceso de los 1ejidos penféncos al higado. Nuestro obje-
tvo es estudiar el eflujo de colesterol celular, pnmer paso del TRC, en
hombres con kajo colesterol HDL (c-HDL) y altos tniglicéridos (TG)
plasmaticos (grupo 1, n=12) y con bajo c-HDL y TG nommales (grupo 2,
n=12) comparindolos con 12 controles sanos. Se incubd suero entero y
fracciones de HDL aisladas por cromatografia de filtracidn por geles con
cglulas de hepatoma de rata FuSAH o macrdfages de raton J774 carga-
dos con colesterol tritiado. La capacidad del suero de los pacientes con
bajo c-HDL (grupos 1y 2 ) para promover el efujo de colesterol celular
se encontrd reducida en ambos tipos celulares: a) células FuSAH, grupos
1y 2,26% y 33% menor que controles respectivamente (P<0.001); b)
macrfagos J774, grupos 1y 2,17% y 15% menor que controles respec-
tivamente (P<0.01). Solola HDL aislada del suero de pacientes con HTG
(grupo 1) fue menos eficiente para promover el eflujo de colesterol de
celulas FuSAH que los controles. La composicién de HDL en los pacien-
tes del grupo 1 mostré un ennquecimiento en TG (P<0.05 vs grupo 3) y
una deplecion en colesterol (P<0.01 vs grupo 3). En este estudio se cvi-
dencia que una baja concentracién de HDL afecta el eflujo de colesterol
celular, pero que ademas alteraciones cualitativas de HDL asociadas a la
HTG son también determinantes en el primer paso del TRC.

42, Efecto inhibitorio de bilirrubina sobre la activi-
dad hemolitica del complemento (C). Sandra
M.Arriaga, Adriana M.Almara, A.D.Mottino.

Dro. de Bioquimica Clinica. IFISE. CIUNR. CONICET.
Faculiad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Uni-
versidad Nacional de Rosario. Rosario.

Sec estudi6 el efecto de bilirrubina no conjugada (BNC) y su
conjugado natural, menoglucurénido de bilirrubina (MGB). so-
bre la actividad hemolitica del C. El C (suero humano) fue incu-
bado a 37 © C con eritrocitos de cantero sensibilizados (5 x 10°
células/ml) en presencia o ausencia (control) de distintas concen-
traciones de BNC o MGB. La hemoglobina de los sobrenadantes
se valoré a 410 nm. Las densidades dpticas sc compararon con la
obtenida para un testigo del 100 % de hemélisis preparado con
agua destilada. Tanto BNC como MGB inhibicron Ja hemdlisis de
manena dosis dependiente. Los % de hemélisis para BNC (0: 13 2:
2,5; 33 y 5 mg/dl; n=3) fueron respectivamente: 88,0147
78,5+4.8; 58,042 8%:14,0+19,8%; 1,0£1,0* y 0,3+0,6*. El agrega-
do de albimina sérica bovina (2,5 y 5 g/dl). un estabilizante del
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pigmento, no modificé sustancialmente el efecto inhibitorio de
BNC. Los % de hemélisis para MGB (0; 3,3; 5: 7 y 10 mg/dl;
n=13) fueron respectivamente: 85,542,1; 73.54£0,7*; 34,0£12,7%;
5,0£7,1* y 1,0£1,4*. (*) diferente del control (p<0,01). Se con-
cluye que BNC, tanto libre como unida a albimina, y MGB po-
seen propiedades anticomplementarias. Esto sugiere una
implicancia inmunolégica del pigmento en hiperbilirrubinemias
no conjugadas y conjugadas.

43, Preservacion hipotérmica de higado en solucién
de la Universidad de Wisconsin (UW) y
Nitroprusiato de Sodio (NPNa). I-Estudios
histologicos. Alejandra Quintana', E.E.Guibert?,
A Scandizzi, L Almada, A Martinez'y JV.Rodriguez.

'Morfologita, *Biologia Molecular y Farmacologia, Fa-
cultad Ciencias. Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR. Ro-
sario.

La funci6n hepadtica post-trasplante depende de las condicio-
nes de preservacion. Porello se decidi6 estudiar el efecto que pro-
duce la adicién de NPNa (500pM) a la sol. UW sobre higados de
ratas Wistar, preservados 24, 48 y 72hs (4°C) y reperfundidos en
un sistema aislado con Krebs-Henseleit/Albimina bovina 2%. El
daiio histolégico se determiné en biopsias obtenidas durante la
preservacion y post reperfusion. Los higados preservados en UW
mostraron hepatocitos (HC) balonizados con halo perinuclear va-
cio (HPV) y pérdida de la arquitectura trabecular (72hs). En
UW+NPNa se observé un patrén similar sin HPV. En la
reperfusion, ¢l grupo UW mostré desprendimientos de células
endoteliales, vacuolizacion en zonas perivenosa y media, siendo
mixima a las 72hs, con pérdida de arquitectura trabecular. En
UW-+NPNa, hasta 48hs se observé una mejor conservacion, sin
HC vacuolizados. Se concluye que NPNa revierte el dafo asocia-
do a reperfusion de higados preservados hasta 48hs.

44, Taurocolato (TC) inhibe la degradacion
lisosomal de peroxidasa de rabanito (HRP) en
la rata, M. Cecilia Larocca, J.M. Pellegrino, E.A.
Rodriguez Garay, R.A. Marinelli.

IFISE-CONICET, UNR. Rosario.

La heterofagia es una funcion critica del higado que involucrm
endocitosis, transporte vesicular, fusién de vesiculas y degrada-
cién lisosomal. TC modula el trifico vesicular y tiene efecto
inhibitorio sobre ¢l catabolismo de proteinas ecnddgenas. Ll obje-
tivo de este trabajo fue estudiar el efecto de TC sobre el proceso
de heterofagia hepitica, evaluando el metabolismo de la proteina
exogena HRP unida covalentemente a [M*CJsacarosa (*CSac-HRP)
y comparando con ¢l efecto de la sal biliar no fonmadora de micelas
dehidrocolato (DHC). Ratas Wistar machos fueron infundidas con
TC (n=7). DHC (n=4), (0,8 pmol/min100g), o sol. fisiol.(C n=8).
Sc inyeet6 en vena porta "CSac-1IRP, y a los 30 min sc determi-
n6: “C total captado (% de la dosis), %'C total en fraccién enni-
quecida en lisosomas (ML), y %"C soluble en TCA 10% en ML,
como estimadores de captacién, transporte a lisosomas y degra-
dacion Iisosomal de HRP, respectivamente. También se evalud el
cfectode TC y DHC sobre proteasas lisosomales (catepsinas D, B,H
y L). TC o DHC no alteraron la captacion (TC 39£5%, DHC
32+6%. C 39£4%) ni ¢l transporte a lisosomas (TC 115£9%, DHC
102+11%, C 105£9%). Sc observé, en cambio, inhibicién en la
degradacién lisosomal de HRP (TC 17+2%*, DHC 19+2%*, C
26£1%). No existid efecto directo sobre las catepsinas ensayadas.
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*p<0.05. Conclusién: Tanto TC como DHC, inhiben el proceso
de heterofagia a nivel del metabolismo lisosomal, sin efecto di-
recto o permanente sobre catepsinas, sugiriendo un mecanismo
indirecto que podria involucrar cambios en el pH lisosomal.

45. Lipidos en pulmén de rata alimentadas con die-
ta deficiente en Zinc. Nidia Gomez, M.S.QOjeda,

M.S.Gimenez

Departamento de Bioquiniica y Cs.Bioldgicas. Universi-
dad Nacional de San Luis.

El propésito de este trabajo fue estudiar el efecto de la defi-
ciencia de zinc en el metabolismo de lipidos en pulmén. Se tra-
bajé con ratas macho, cepa Wistar, las que se separaron en dos
grupos: grupo | (1) fue alimentado con dieta deficiente en zinc (-
Zn) y grupo II (2) con dicta standard suplementada con zinc
(30mg(kg dieta)(( Zn) durante 2 y 4 meses para ambos grupos.
Los amimales fueron sacrificados y los pulmones extraidos. Se
extrajeron los lipidos totales y se determinaron por gravimetria.
La separacién de los diferentes lipidos se hizo por TLC en silica
G. Después de 2 meses con dieta (-Zn) los lipidos totales y
fosfolipidos no se modificaron en (1) con respecto a (2) .
Colesterol total (CT) 1.9 mg /gr te). + 0.04(1), 2.1 £0.02 (2)
p<0.01; colesterol libre(CL) 1.0+ 0.09 (1), 1.6+ 0.1(2) p<0.001;
triglicéridos (TG) 99 pgrtej. + 1.2 (1), 125.5 pgr te). £1.5 (2)
p<0.001.CE 0.24 mg/grtej. £ 0.02(1),0.16 mg / gr tej. £ 6.0x10?
(2) p<0.001. Después de 4 meses con dieta (-Zn) , los lipidos
totales, fos folipidos y triglicéridos no dieron diferencias entre
los grupos (1) y (2). CT 1.5mg / griej. £0.03 (1), 1.8 mg / grtej.
+0.03 (2) p<0.001; CL 1.2mg/grtej.+ 0.2 (1),1.32mg/gr
tej. 0.1 (2) ; CE 0.3 mg /gricj 30.04 (1),0.2 mg /gricj. £ 0.02
(2) p<0.01. De estos resultados se puede ver que TG disminuyen
a los 2 meses de ingesta de dicta (-Zn) pero que al aumentar el
tiempo de ingesta esa diferencia desaparece. Colesterol total y
libre disminuyen lo que podria afectarla composicién de las mem-
branas celulares. Si bien los fosfolipidos totales no se modifi-
can, existen diferencias entre las diferentes especies de los mis-
mos entre los 2 y 4 meses de ingesta. De todo esto se puede con-
cluir que cl efecto de la deficiencia de zinc en ¢l metabolismo de
los lipidos en pul mén de rata dependen del tiempo de ingesta y
del tratamiento dietario.

46. El ubiquinol incorporado a la membrana
mitocondrial reacciona con el 6xido nitrico para
formar perdxido de hidrégeno.F.J. Shopfer,
C.L.Lisdero, M.C.Carreras, P.V. Finocchietto, A.

Boveris, J.J. Poderoso.

Lab. Metabolismo del Oxigeno,Htal de Clinicas, UB.A.
Buenos Aires.

El 6xido nftrico (*NO) reacciona con el ubiquinol (QH2) pro-
duciendo anion nitroxilo y el radical semiquinona y en presencia
de oxigeno, anion superéxido (O, ) y ,su producto de dismutacion,
¢l peroxido de hidrégeno(H,0,).Nuestro objetivo fue demostrar
que esta reaccion ticne lug:\r‘cr; la membrana mitocondnial y que
es responsable de la produccion de especies reactivas del
oxigeno.Se aislaron mitocondrias de higado de rata y por
sonicacién particulas submitocondriales (PSM) .Las mitocondrias
fueron suplementadas con distintas ubiquinonas(Q-0,Q-2,Q-10)
y se midié su incorporacion, como la reduccién de Q por la cade-
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nade transporte de electrones a través del espectro de absorcion.El
agregado de *NO, indujo la reoxidacion de QH2 e inhibié en for-
ma dosis-dependiente el consumo de oxigeno mitocondrial y la
actividad de la ctiocromo oxidasa, la que fue revertida con el agre-

gado de 2-30 uM Q-0 o Q-2.Concomitantemente, la produccién
mllocondnnl de H.O, aumentd de 0.14 a 0.22 nmol.min-1.mg prot-

l.Ademas, el -\Odlsrpo cl potencial de membrana de mitocondrias
y este cfecto fue revertido en forma directamente proporcional a
la produccion de H,0,.Los resultados demuestran: 1.La reaccion
«NO-QH2 se produce en la membrana mitocondrial. 2.Los efec-
tos del «NO sobre las mitocondrias son revertidos por el O,- pro-
ducido por la reaccion *NO-QH2 3.Una de las funciones de la
produccion mitocondrial de O,- es la de controlar los effectos del
+NO.

47. Expresion de la Proteina Asociada a la
Pancreatitis en un Modelo Experimental Induci-
do por Endotoxina. Vaccaro MI, Dagrosa MA,

Tiscornia OM, Lanosa G.

Depto. de Fistologfa, Facultad de Medicina, UBA, Bue-
nos Aires.

El lipopolisacarido bacteriano (LPS), ha sido hallado en plas-
ma durante la pancreatitis aguda. En pidncreas de rata el LPS mos-
tré inducir lesiones tisulares y alteracién de la secrecién enzimatica.
La proteina asociada a la pancreatitis (PAP) fue descripta como el
mas sensible marcador de pancreatitis aguda. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la expresién de PAP en pincreas, en el mode-
lo inducido por LPS. A ratas Wistar de 180-200 g se les adminis-
tré en forma intraperitoneal de 40 mg/ Kg/ 24 h de LPS de
Salmonella typhi o solucién fisiolégica apirdgena. Se establecié
el perfil electroforético de proleinas pancredticas mediante gel de
poliacrilamida-SDS 12,5%. Luego se investigé la expresién de
PAP mediante Westem blot. Los niveles de amilasemia fueron sig-
nificativamente mayores en el grupo tratado que en el control (2712
+258 vs. 1533 + 87 U/L, n=8, p<0.001). El patrén electroforético
mostré un marcado aumento de la banda de 15 KDa en el modelo
experimental. Los animales tratados expresaron PAP; no hubo
expresién en los contrales. Esta proteina aparece a las 12 h, sien-
domdxima a las 48 h y disminuyendo hasta no expresarse a los 4
dias. Los resultados demuestran que el LPS indujo la expresién
de PAP en pdncreas y sugieren que éste estaria implicado en la
fisiopatologia de la pancreatitis aguda, siecndo un potencial me-
diador del dano.

Enzimas metabolizadoras de carcinégenos du-
rante la regeneracion hepatica en ratas. Efecto
de inductores. C.Favre, Celina Scapini, JA. Monti,
Cristina. Carnovale, Maria C. Carrillo.

48.

IFISE.-CONICET, Fac. de Cs. Bioq. y Farm.-UNR. Ro-

sario .

En estudios previos observamos que luego de lahepatectomia
parcial (HP), tanto las glutation S-transferasas (GST) como
algunas isoenzimas de P450 estin disminuidas, mientras
que otras como CYP1A1l y CYP2B1/2 no sufren modifi-
caciones. En este trabajo se estudiaron las isoenzimas de
P450, CYPIAI y CYP2B1/2 y la familia GST en higado
de ratas regenerantes tratadas con inductores cldsicos. Se
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utilizaron 4 grupos de ratas Wistar machos: sham (SH) y
HP tratadas con 3-metilcolantreno (MC,20mg/Kg/dia,i.p.)
y SH y HP tratadas con fenobarbital (PB,100mg/Kg/dia.i.p.).
A las 72h se determiné en fracciones subcelulares hepi-
licas: Actividad GST total citosélica ; actividad EROD
asociadaa CYP1A 1 (MC-inducible) ; actividad BROD asociada
a CYP2B1/2 (PB-inducible) ; cnsayos de Western Blot del
patrén de subunidades de GST (Ya, Yb1/2, Yc, Yp) y del
contenido de apoproteinas CYP1Al y CYP2B1/2. No hubo
diferencias significativas (p>0.05) en las actividades EROD
y BROD entre los grupos SH y HP tratados con cualquie-
rade los inductores (EROD: SH-MC: 6614, HP-MC: 75%6;
BROD : SH-PB : 0.47+0.08, HP-PB : 0.25%0.15 pmol/
min/mg). La actividad GST se reestablecié luego de la
HP con ambos inductores (SH-MC : 1120£50, HP-MC :
10508 nmol/min/mg, p>0.05 ; SH-PB : 196640, HP-
PB : 1888%+13 nmol/min/mg, p>0.05). Sélo PB produjo
cambios significativos (p<0.05) en algunas subunidades
de GST. siendo las densidades de banda en unidades ar-
bitrarias para Ybl : SH-PB : 716£26, HP-PB : 900£22 y
paraYec : SH-PB : 162+23, HP-PB : 263£8. CYP1Al y
CYP2B1/2 estan preservadas durante la regeneracion y
responden normalmente a sus inductores. La familia GST
parece modificar su respuesta a PB. Estos resultados son
relevantes para la evaluacidn del riesgo carcinogénico en
la etapa proliferativa de la regeneracion.

49. n-3 AGPI e integridad hepatica. # Fernandez |.,
@ Novoa Bermudez MJ.,# Pallaro A. # Slobodianik
NH.

# Cdtedra de Nutricion.@ Cdtedra de Fisicoquimica. Fac.
Farmacia y Bioquimica. UBA. Buenos Aires.

Estudios preliminares demostraron que la desnutricién
proteica severa al destete altera la maduracién y proliferacion ce-
lular timica. La administracion de una dicta de recuperacién du-
rante 9 dias a base de caseina al 20% suplementada con 24 mg/
dia de Acidos Grasos Poliinsaturados de la seric n-3 (n-3 AGPI)
logrd revertir dicho efccto. El objetivo del presente trabajo es ana-
lizar si la dosis de n-3 AGPI utilizada, compromete la integridad
del tejido hepdtico. Ratas de la cepa Wistar con malnutricién se-
vena al destele recibicron durante 9 dias una dieta de cascina al
20% con (G1) y sin (G) el agregado de n-3 AGPI. Como grupo
control (C) se utilizé animales bien nutridos de igual edad alimen-
1ados con dicta stock desde el destete. Al finalizar el periodo ex-
perimental y luego de 4 horas de ayuno las ratas fueron ancstesiadas
y se les extrajo el higado. Se evalué Ia integridad del tejido me-
diante 2 técnicas: substancias reactivas con Ac. Tiobarbitirico
(TBARS) y quimioluminiscencia iniciada con hidroperéxido de
terbutilo (T-BOOH). No sc observan diferencias significativas
(p<<0.01) ni en TBARS (G1:0.74+0.22;G:0.57 + 0.11: C:0.76
+0.22) ni en T-BOOH (G1: 36.52 +10.71 ; G: 39.07 + 12.07 ; C:
35.54 + 9.41) en los grupos estudiados. Estos resullados demues-
tran que la administracién de 2dmg/dia de n-3 AGPI no compro-
mete la integridad del tejido hepitico. Parcialmente financiado

por UBA (FA-021).

Evaluacién del sistema hepatico d;asloxiﬁ'cador
de fase | en un modelo de estenosis parcial co-
ledociana (EPC) en la rata. AgUero, Rut.M., Alvarez

50.
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Marla L.Trvojevich, R., Rodriguez Garay E A.
IFISE-CONICET. UN R. Rosario.

Se analiz6 la actividad del complejo enzimitico de oxidasas
de funcién mixta por medio de Ia prucba in vivo de desmetilacién
de “C-aminopinina inyectada i.p. La velocidad de desmetilacion
de "C-aminopirina fue evaluada analizando la eliminacién de “C
en cl aire espirado antes y a los 7,14,y 21 dias posteriores a la
EPC. Antes de la EPC la eliminacion de MCO; alcanzé un pico
(5.88 + 0.40 % de la dosis administrada/8 min) a los 27 £ 5
min.(n=11) y luego decrecié monoexponencialmente (/2 34.02
+23.6 min.). Luego de la EPC sc observé alos 7 dias, una disminu-
cion (34%) del pico de la curva con prolongacion en el 1 _ de
desmetilacién (41 £ 4 min, n:7, p<0.05). El andlisis morfométrico
efectuado alos 21 dias mostré: a) 2 higados con histologia nomal
(desmetilacion disminuida desde el 7mo al 21er. dia), b) un higa-
do con importante proliferacion ductular y fibrosis (desmetilacién
disminuida a los 21 dias con oscilaciones intermedias) y ¢) 4 hi-
gados con proliferacién ductular moderada (tendencia a mejorar
la desmetilacion los dias 14 y 21 sin retomar a sus valores contro-
les). Los resultados indicarian que la funcion desmetilasa se halla
alterada en los animales con EPC. La relacién entre ¢l grado de
alteracion histolégica y la evolucién posterior de la desmetilacién,
sugieren la existencia de mecanismos capaces de mejoraren algu-
nos casos la capacidad metabolizadora hepdtica aunque sin retor-
nar a valores previos.

51. Actividad glutation S-transferasa (GST) en ra-
tas machos pretratadas con espironolactona (E).
Viviana Catania, M. Luquita, E. Sanchez Pozziy A.
Mottino.

IFISE (CONICET)-Facutltad de Ciencias Biogquimicas y
Farmacéuticas. UN .R. Rosario.

Las GSTs (importante sistema de biotransformacién de Fase
IT) comprenden homo y heterodimeros de subunidades denomi-
nadas Ya, Yby, Ybs, Yc ¢ Yp, entre otras. En este trabajo realiza-
mos un esludio dosis-respuesta del efecto de E sobre Ia actividad
GST (método de Habig et al., sustrato: 1-cloro-2 4-dinitrobenceno,
CDNB) en higado (H), yeyuno proximal (P) y colon (C) de ratas
Wistar machos adultas. Los animales fueron tratados tres dias con-
sccutivos con E i.p. en dosis de 50 (E,); 100 (E:) y 200 (E;) pmo-
les/kg pesofdia. El grupo testigo (T) recibio el vehiculo de E. Las
actividades (nmoles de CDNB conjugado/min/mg proteinax DS,
n=4-5) fucron: HE;= 2920+ 113: HE,=3038 £312y HE ;= 4495
1407, significativamente diferentes (p<0.05) de HT= 1918 + 98;
y PE;= 420 +25; PE;= 470 £ 36 y PE,= 495 + 39, significativa-
mente diferentes (p<0.05) de PT=314 £ 30. No hubo diferencias
significativas cn la actividad GST en C de los animales tratados
con respecto a T a ninguna de las dosis estudiadas. Ademis eva-
luamos ¢l contenido relativo de las distintas subunidades de GST
por Western blot en E;. La densitometria de las bandas
inmunorreactivas pemitié establecer que, ¢l aumento de activi-
dad detectado en Ey, fue acxpensas de un aumento de la subunidad
Ya en higado y de las subunidades Ya e Yp en yeyuno. En C de E;
no se observaron diferencias significativas con respecto a T para
ninguna de las subunidades estudiadas. Conclusiones: 1- E muestra
un efecto inductor evidente en higado y yeyuno (que aumenta con
la dosis), sin efecto significativo en colon. 2- E actia induciendo
selectivamente algunas subunidades de GST y este efecto es 1cji-
do-dependiente.
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52. Papel de la dopamina (DA) en los cambios
hemodinamicos renales inducidos por
glucocorticoides. F.R.Ibarra, J.Aguirre, Marta

Barontini, Elvira E. Arrizurieta, Inés Armando.

Crro. de Inv, Endocrin. (CONICET), Hral. de Niiios
R.Gutiérrez, Inst. de Inv. Médicas “A.Lanari”, UBA.
Buenos Aires.

Los glucocorticoides aumentan el filtrado glomerular,
sin embargo se desconocen los mecanismos causantes del
efecto. El objetivo del presente trabajo fue evaluarla respuesta
del sistema DOPA/DA renal en ratas Wistar tratadas con
Dexametasona (Dx) de efecto prolongado. Los animales
fueron colocados en jaulas metabdlicas. Se les inyecté
por via i.m.Dx el 2°y 5° dias (Dx2 y Dx5) con o sin la
admistracién conjunta de haloperidol (H) i.p.un bloqueante
inespecifico de receptores dopaminérgicos. A lo largo del
estudio se evaluaron en orina de 24 hs: DOPA, DA y DOPAC,
volumen (v) y Na*. En los dias 2 y 5 se midieron también
filtrado glomerular (FG) y flujo plasmatico renal (FPR).
La Dx2, respecto a los basales aument6 un 250% la DOPA
(P< 0.05) y no cambié la DA y el DOPAC. El v aumenté
de 10.6%+3 a21.4%1.9ml/d (P<0.01) y el Na+ de 1.58+0.4
a 3.28+0.2 mEq/d (P<0.05). El FG no cambié 0.68+0.03
vs 0.70£0.04 ml/min/100 g,y el FPR aumenté de 2.2+0.05
a 3.8+£0.06 ml/min/100g (P< 0.05). La Dx5 provocé cam-
bios similares, pero atin mayores: incrementd en la DOPA
de 400%. el v 27.4£8.3 ml/d, Na* 4.92+ 0.6 mEq/d, todos
P<0.01. Ademads, indujo un incremento del 320 % en la
DA y del 350% en el DOPAC. También aumenté el FG a
1.1£0.05 y cl FPR a 3.9+0.05 ml/min/100g, P<0.05. El
tratamiento con H no modificé los hallazgos de Dx2, pero
abolié los provocados por Dx5 regresando a basales los
valores de DOPA 667219, DA 6665+813 y DOPAC 2235142461
ng/d, asi como ¢l v, Na* , FG y FPR. La Dx incrementé la
perfusion renal en las dos situaciones. Mientras en la se-
gunda es un mecanismo sccundario a la induccion del sistema
DOPA/DA renal, en la primera seria debido a otros facto-
res hormonales.

53. Crecimiento renal compensador (CRC) y sistema
kalikreina-kinina (SKK) renal en ratas adultas.
Relacién con el sexo. FR. Ibarra, Elisabet Oddo, J.

Toledo, R.S. Martin, Elvira E.Arrizurieta.
Instinv.Médicas “A. Lanart”, UBA. Buenos Aires.

En los dltimos afios se incrementd la consulta de pacientes
mujeres aiosas y con hipertensién arterial. Nuestro objetivo fue
evaluar la respuesta hemodindmica, renal y del SKK cn ratas
Wistar de ambos sexos uninefrectomizadas (uNx).Se dividie-
ron en dos grupos: GI con una uNx practicada a los 90 dias de
vida, y GII, control (C). Ambos grupos fueron estudiados a los
150 dias de vida.Se midieron excrecion urinaria de KK, filtrado
glomerular (FG), presién arerial media (PAM) y CRC. El peso
corporal fue mayor en machos (M) que en hembras (H), pero no
varié entre uNx y C. El CRC fue de 85% en M pero solo del 65%
en hembras uNx 1.25+0.08 vs C 1.9140.08 g, P<0.05. El FG fue
de 2.140.23 ml/min en MC'y 1.59+0.13 ml/min en HC. Los MuNx
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Renal

mostraron un aumento del 75% respecto al C, mientras que en las
HuNx el FG fue menor del 50 % del C respectivo P<0.05. La
excrecién urinaria de KK por g de rifién fue de 38.5644.18 en MC
y 33.03%£4.07 nkat/g/d en HC (NS). Los MuNx tuvieron una
excrecion menor (22.14+5.42 nkat/g/d, P< 0.05), en cambio las
HuNx excretaron una cantidad no diferente a los C.La PAM fue
menor en HuNx 100£5.80 vs HC 119£1.66 mmHg, P<0.05.No
hubo cambios enlos M, C 115£2.89 y uNx 103+8.8 mmHg (NS).
En las ratas hembras uNx el CRC, el FG y la PAM fueron meno-
res que en los controles, mientras que la excrecién de KK fue
similar. Esto podria indicar un mecanismo vasodilatador
compensador relacionado con el sexo, en una situacién donde la
masa renal y el FG estan disminuidos.

54. Mayores Niveles de Defensas Antioxidantes en
Pacientes en Hemodialisis Cronica Tratados con
iECA. Cavanagh, EMV de’ ; Carrasquedo, F’ ; Fraga,
CG’ ; Inserra, F! ; Ferder, LT ; Scrivo, D? ;

Wassermann, A%.°

Cidtedra de Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA. " Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Fundactén Bar-llan.* CENHA, Buenos Ai-
res.

Los iECA se usan en hipertension, falla cardiaca, y en
nefropatia diabética. El efecto no se conoce. Publicamos que los
1IECA incrementan el Glutation, Glutation Peroxidasa (GPx) y
Superoxido Dismutasa (SOD) en ratones normales. Los pacientes
en hemodidlisis tienen menores defensas antioxidantes. Evalua-
mos el efecto de los IECA en hemodializados. Medimos por
espectrofotometria actividad de SOD enitrocitario (ER), GPx y
Catalasa, y contenido de Glutation ; y en plasma, por HPLC: o-
tocoferol, B-caroteno, y Ubiquinol-10. Evaluamos 22 pacientes
renales, 11 control y 11 con enalapril 15 mg/dia por 6 meses. Gru-
pos comparables en edad, sexo, tiempo en didlisis y medicacion.
Resultados: Grupo Control : Glutation : 1,23+0,26 mM ;GPx :
4,3340,24 U/ml ER ; y SOD : 69,243,2 ng/ml ER.Grupo Enalapnl:
Glutation : 3,08+0,90 mM *; GPx : 5,74+0,68 U/ml ER *; y SOD
: 79,32 4 pg/ml ER*. *p<0,05 Enalapril vs Control. Estadistica :
Test de Student. Catalasa fue similar en ambos grupos. a-tocoferol,
[-caroteno, y Ubiquinol-10 fueron : Grupo Control : 20,6£1,2 uM,
0,18+0,02 M, y 0,3540.05 uM respectivamente ; y para Grupo
Enalapril : 24,6+2,5 uM, 0,23+0,02 uM, y 0,4130.06 UM respec-
tivamente. Sin diferencias significativas. Conclusiones : Los iECA
incrementaron Glutation, GPx y SOD. Estos resultados, son simi-
lares a los encontrados en animales, y abren la posibilidad de eva-
luar un nuevo mecanismo de accion de los IECA en esta pobla-
cion.
55. Respuesta a sustancias vasodilatadoras de la
vasculatura renal de animales colestasicos y en
presencia de bilirrubina. M.Ménica Elfas. Elena
COchoa(*).

Farmacalogfa. Facultad de Cs. Bioquimicas y
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Farmacéuticas. UNR. (*) IFISE. CONICET. Rosario.

En este trabajo se estudian las respuestas de la vasculatura

renal previamente vasocontraida con fenilefrina (F) a nitroprusiato
de sodio (NP) y carbacol (C), en rifiones aislados y perfundidos
de ratas normales perfundidos con bilirmubina (BNC) y de ratas
con ligadura y seccidn de colédoco (LC), comparando los datos
con rifiones controles (CONT). Se agregan al medio de perfusion
cantidades sucesivas de NP (10nmol -0.Immol) o C(10nM-1mM)
y se registran los cambios de presion de perfusion manteniendo el
flujo de perfusién constante. Los resultados se expresan como %
de relajacion referido al valor de presion inducido por el agregado
de F y se ajustan a una funcién hiperbdlica con NP y a la suma de
dos componentes con distinta afinidad para el caso de C. Los datos
indican : a) Experimento NP : Relaj. mdx. CONT : 49.5£2.3 (n=8)
; BNC (1 - 7ug/ml) :34.0£1.5 (p<0.001)(n=5) ; LC : 45.5£5.7
(n=5). Los valores de DEs(pmoles) CONT :1.26+ 0.07 ;BNC :
0.4110.08 (p<0.001) ; L.C : 0.34140.03 (p<0.001). b) Experimento
C : los datos controles (n=7) no difiricron de los obtenidos con los
de los rifiones provenientes de LC(n=6) y ambos grupos difirieron
significativamente de los tratados con BNC (n=11), mostrando
que BNC induce una menor capacidad de relajar en ambas fases,
con mucho menor potencia. Estos datos indican un compromiso
importante de la respuesta endotelial en presencia de BNC,
mientras que no csta alterada después de 4 dias de LC ; por otro
lado la relajacion del musculo liso vascular estd potenciada tanto
en presencia de BNC como en LC.

56. Interaccion Factor Natriurético Atrial-Dopamina
a nivel renal. Maria C. Peruzzo, Alicia H. Correa,
Andrea A. Munoz, Gabriela E. Iribarren, B. E.

Fernandez.

Cdtedra de Fisiopatologia. Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. CONICET.
Buenos Aires.

Parte de los efectos diuréticos del factor natriurético atnal
(ANF) sc inhiben con bloqueantes de los receptores
dopaminérgicos. Sugiricndo una interaccién ANF-Dopamina (DA)
a nivel renal. Sec estudiaron los efectos del ANF(99-126) sobre 1a
captacién de *H-DA, *H-L-Dopa y sobre la secrecién ’H-DA en
cortes de rifién de matas Sprague Dawley, incubados in vitro. El
ANF 10y 100 nM incrementd la incorporacién de DA (dpm/g x
105 ( ES) (*p<0,05) a los 30 min., en presencia de cocaina (para
inhibir la captacién neuronal). no observindose modificaciones a
los 1, 10 y 20 min. de incubacién. El ANT no alter6 la captacién
de L-DOPA y la secrecién de DA en ninguno de los tiempos
estudiados.

Grupos Corezaexema  Corezayurtamedular  Médula
Control 4.00:029(19) 3031021(17) 13430,13(11)
ANF I nM 3612033(8) 3812037(9) 1.58:023(7)
ANF 10 M 5,142037(8) 42940 36(7)* 2401027(6)*
ANF 100 M 458102815 4.09:021(13) 230:02%10)*

Laliberacién renal de DA mostrS una curvatipica de los tcjidos
extrancuronales. Los resultados sugicren que parte de los efectos
natriuréticos del ANF a nivel de sectores tubulares en los que carece
de receplores biolégicos puede debersc al estimulo de los
mecanismos de transporte involucrados en la caplacién de DA por
cl rinon.
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57. Polimorpismo insercion(l)/delecion(D) del gen de
la enzima conversora de angiotensina (ECA) y
nefropatia diabética (ND). Estudio de una familia.

Fraga A, Porto P, Pirola C, Martin R, Arrizurieta E.
Iust. Invest. Méd. Fac Med, UBA, Buenos Aires.

Estudios del polimorfismo del gen de la ECA sugieren que el
alelo D podria asociarse a proteinuria, nefropatia progresiva y
aumento de sensibilidad a la inhibicién de la ECA. Encontramos
en 7 pacientes (ptes) diabéticos insulino-dependientes (DID) con
ND, una frecuencia alélica de 28.5% insercién (1) y 71.5% delecion
(D) Distribucién de genotipo: ausencia de II, 43% de DD (3 pies),
57% de ID (4 ptes). Uno de ellos tiene una larga familia con pro-
genitores no diabéticos y 8 hermanos, 4 DID, 3 varones y 1 mujer.
Estudiamos en ellos, frecuencia alélica, distribucién de genotipo
y relacién entre genotipo, DID y ND. Tres de los 5 hermanos no
diabéticos (3 varones y 2 mujeres) son Il y 2 ID, siendo la fre-
cuencia alélica 80% [ y 20% D. Uno de los DID es DD (25%) y
los otros 3 ID (75%). siendo la frecuencia alélica 37.5% [ y 62.5%
D. El diabético DD de 44 afios de edad y 17 de enfermedad, no
presenta ND. Dos de los 3 DID ID, de 38 y 34 afios de edad y 3 y
2 aiios de diabetes, tampoco presentan ND. La diabética ID res-
tante, caso indice, de 29 afios de edad y 14 de enfermedad, pre-
senta ND progresiva. En esta familia los 4 DID presentan ausen-
cia de genotipo 11, alta frecuencia de alelo D y ND en sélo uno de
cllos. Los hemanos no diabéticos presentan, cn cambio, mayor
frecuencia de alelo I.

58. Enzimuria en ratas con nefropatia urica. Jorge

Toblli; C. Nyberg; P. Pagano; M. Angerosa.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn.
Buenos Aires.

La excrecién urinaria clevada de gammaglutamil-
transpeptidasa (YGT) y lisozima (Lz) ha sido asociada a dano
tubular proximal (DTP). La nefropatia drica (NU) produce daiio
tubulointersticial fundamentalmente medular y en menor escala
cortical. El objetivo de cste estudio fue demostrar cual de las
enzimas mencionadas es més sensible como marcador de DTP en
la NU. Se utilizaron machos SD (250-300g) G1 control (n=12) y
G2 NU (n=12). E1G1 con alimento estandar (Cargill, Argentina),
G2 con un preparado a base de alimento estandar mds dcido
oxénico. inhibidor de uricasa hepidtica y dcido trico (AU), duran-
te cuatro semanas. Ambos G con alimento y agua “ad libitum™. Se
detennino en orina de 24hs. en periodo basal y al finalizar la cuar-
1a semana YGT, Lz y AU. Todos los animales sc sacrificaron para
estudio patolégico previa extraccion de sangre para creatinina y
AU. La Lz se determiné por difusién mdial (Kallested Diag. Inc.
Sanofi Diag. Pasteur Inc. Chaska, MN), previo concentracién uri-
naria con microcentrifuge filters, ultrafree-MC NMWL 5000. La
YGT por metodo SZASZ. No hubo cambios significativos en el
periodo basal en las variables cxploradas. Valores en orina el dia
28 (media £ sem): AU (ug/g mt/dia): G1 7,5+ 0,6 ; G2 21,8+3
(p=0,001); YGT (mUl/g rat/dia): G1 32,1 £3,8 : G2 40.6 29
(p=0.099); Lz (ng/g rat/dia): G1 73,3 & 3,1; G2 109,7 * 105
(p=0,006). Conclusiones: 1) La Lz fue significativamente mayor
en G2. mientras que YGT no mostré mayores diferencias. 2) estos
resultados sugieren una mayor sensibilidad de Lz para detectar
DTP en estc modelo de NU.



59. Hiperlipemia e insulinemia en ratas con
nefrectomia 5/6. Jorge Toblli; G. De Rosa; P. Paga-

no; C. Nyberg; M. Angerosa; O. Mazza.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn.
Buenos Aires.

La resistencia insulinica ha sido vinculada con la dislipemia
cn la insuficiencia renal crénica. A su vez el depésito renal de
lipidos contribuiria a la progresién de ésta. El motivo de este estu-
dio fue evaluar los niveles séricos de insulina (INS) y lipidos en
ratas con nefrectomia 5/6 (Nx5/6). Se utilizaron machos SD (280-
300g), G2 Nx5/6 (n=15) y G2 Sham (n=15). Ambos G con agua y
alimento estandar (18% proteinas) “ad libitum’. Duracién del ex-
perimento 24 semanas.Se evalué presién arterial sistolica (PAS)
por “tail cuff”” mensualmente y se determiné: INS: colesterol
(CLT): tnghcéndos (TG): creatininemia (Cr): proteinura (PrU).
La INS se determind por RIA en fase sélida (Diagnostic Product
Co. LA, CA). Finalmente se realizé estudio anatomopatolégico
para evaluar: 1)Area glomerular (AG); 2)% glomeruloesclerosis
(9%GS) . Los resultados en la semana 24 fueron (media + sem):
PAS (mmHg) G1=175+3,6; G2= 1253+ 0,9*. Cr (mg/dL) Gl1=
1.8+0,07: G2=0,6 £0,02*, PrU (mg/dia) G1=152,8 £ 14,1: G2=
5.1 £ 0,7%. INS (WU/mL) G1= 78 + 1,7; G2= 16,4 = 2*. CTL
(mg/dL) G1=110,6 £ 7.8; G2= 31,9 = 1,5* TG (mg/dL) Gl=
119,6 £10,3; G2=284 + 1 9* AG (*) G1= 16163 = 1321; G2=
6467 £ 391*. GS (%)Gl= 154 % 2,8; G2= 0.4 £ 0,2%.
(*p<0.01).Conclusiones: I)el nivel de CLT y TG fue significati-
vamente mayor en G1 que tambien mostré mayor porcentaje de
GS; 2)la INS de este mismo G fue menor sugiriendo que tanto la
resistencia como la deficiencia insulinica contribuyan al desarro-
llo de la dislipemia en este modclo.

60. Inhibicion de la unién del receptor de Vitamina
D a su elemento respondedor en el gen de
parathormona por ultrafiltrados urémicos. Irina
Mathov', Lilian Plotkin', Cecilia Sgarlata', Juliana

Leoni', y C. Bogado ?

"IDEHU-Cidtedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia
¥y Bioquimica (UBA), *Instinuto de Investigaciones
Metabdlicas, Buenos Aires.

La accién gendmica de la vitamina 1,25 (OH): Dies mediada
por la interaccién de su receptor (VDR) con los elementos
respondedores de la vitamina D (VDREs). Los pacientes con tras-
tornos renales crénicos tienen deficiencia de vitamina D, lo que
lleva a trastomos en ¢l metabolismo fosfocilcico. Esta deficiencia
no se corrije con la administracién de vitamina D exégena. Con el
fin de detenminar si en el suero de los pacientes urémico existe
alg’n factor capaz de disminuir la interaccién del VDR con el DNA
se cultivaron células osteoblasto-simil ROS 17/2.8 (osteosarcoma
de rata), en presencia de ultrafilirado de suero urémico. Se obtu-
vicron los extractos nucleares y se determiné la inferaccién del
VDR con un oligonucledtido sintético marcado con [ZP]dATP,
correspondiente al VDRE presente en el gen de parathormona,
mediante ensayos de EMSA. La presencia de vitamina en ¢l me-
dio de cultivo indujo un aumento de la unién del VDR al VDRE,
mientras que el ulirafiltrado urémico en el medio de cultivo indu-
jo una disminucién de dicha unién. El agregado de vitamina D al
medio conteniendo ultrafiltrado urémico no revirtié la disminu-
cién en la unidn. Este dato justifica en parte la resistencia que
poscen los pacientes renales cronicos a la accién de la vitamina D.
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61. ¢Es igual la respuesta terapéutica de enalapril
y losartan en nefropatia hiperoxalidrica? Jorge
Toblli; M. Angerosa; |. Stella; P. Pagano; C. Nyberg;

L. Ferder; F. Inserra.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn
& Fundacidén Bar Ilan. Buenos Aires.

Ha sido bien demostrado el efecto renoprotector del enalapril
(E) y losartan (L) en humanos y modelos animales. En este estu-
dio comparamos los efectos de E y L en un modelo de dano
tubulointersticial (TI) por hiperoxaluria (Hox) causada por
etilenglicol (ETG). Se utilizaron machos SD (250-300g). G1 con-
trol (n=6); G2 Hox (n=6). G3 Hox + E (n=6); G4 E (n=6) : G5
Hox. + L. (n=6): G6 L. (n=6). G1 con agua comiin: G2. G3 y G5
con etilenglicol 1% (precursor de oxalato) en el agua. G3 y G4
con E 20mg/L en ¢l agua., G5 y G6 con [. 10mg/kg/dia por sonda.
Duracién del experimento cuatro semanas.Al finalizar el experi-
mento lodos los animales fueron sacnficados para su estudio pa-
tolégico donde se evalud lesion TI segin score también % de o—
SMactina(%SMA).Resultados al final de la cuarta semana (media
+ sem):CL Cr. (ml/min) G1=1,2:+0,07, G2=1,1 £0,08; G3=1,1
* 0,07; G4= 1,2 £ 0,08 ;*G5= 0,8 + 0,07 ; G6= 1,2 * 0.05.
Lisozimuria (ng/g rat/dia}¥ G1=77%3,8; G2=103,6 £4,2; «=G3=
827129:G4=76+4;#G5=100%52; G6=74,9 + 3. Lesiones
T,G1=02£0,1: G2=3£0.2; *G3=13+02; G4=02£0.1 ;
#G5=310,2:G6=0,1£0.1. “SMA G1=05£03:G2=135%
24,0G3=2+04:G4=03£0.2:*G5=75+09; G6=1£03.
(p<0,05 * vs. G2,G3 ; # vs. G3 ; o= vs. G2). #(p<0,01 G vs. G2,G3).
=o(p<0,01 G3 vs. G1,G2.G4: y G1 vs.G2).Conclusiones: L no pre-
senté el mismo efecto renoprotector que E en este modelo.

62. Paradoja del calcio (Ca**) en rindn aislado y
perfundido de rata. Sara Weinschelbaum-Jairala**

y J.Elena Ochoa*.

IFISE (CONICET)- *Consejo de Investigaciones, UN R.
Rosario.

La paradojasdel Ca**, conocida en fisiologia cardiaca se dis-
cute también en fisiologia renal y consiste en que si sc perfunde

un érgano con solucién salina sin Ca®* no se observan alteracio-

nes manifiestas que luego aparecen al reperfundir con la misma
solucién adicionada de Ca®* :se liberan al perfusato enzimas
citos6licas (LIDH). Se utilizaron ratas Wistar machos, cuyos rifio-
nes se perfundieron con Ringer Krebs (albimina 3 %) en dos pe-
riodos: en el primero sin Ca** y en el segundo con Ca**. Sc evalud
liberacién de LDH en ambos periodos, y al final del segundo, el
contenido tisular de HyO, Na™ v K* en corteza renal. Presentamos
sélo datos obtenidos en dos grupos: (n=6.c/u): a)con cambio de
Ringer al empezar ¢l 2do. periodo y b) sin cambio: -ler.
periodo:LDH(UI/g tejido seco): a) 10.52£0.75 y b) 11.05 + 1.08.
NS - 2do. periodo: LDH: H:0 (kg/kg tejido seco) y Na* y K¢
(mmoles/kg tejido seco): a) 8.91 £ 0.50/4.03 £0.02/455 £ 11/
179+ 11.b)23.30£3.70%*/4.53 £ 0.12*%/614 £31**/ 152 £ 4. *
* p<0.05/ *¥p<0.01 Conclusiones: De los resultados obtenidos en
éstos y otros grupos surge: 1) que la paradoja del Ca** se manifies-
1a en cl rindn, 2) para ello es necesario que sustancias liberadas en
el ler. periodo estén presentes durante la reperfusion, 3) durante
la reperfusion ademas de liberarse LDH se alteran los contenidos
tisulares de H:O, Na* y K* en corteza, 4) el fenémeno depende de
la [Ca*"] en la reperfusion, 3) los resultados apoyan el concepto de
no utilizar soluciones de “conservacién™ (Collins, Universidad de
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Wisconsin, etc.) par perfundir el rifién transplantado al implan-
tarlo.

63. Efecto del pH sobre los canales catidnicos
inespecilicos (NSCC) de la membrana apical del
sinciciotrofoblasto de placenta humana a
término, estudiado por reconstitucion sobre
bicapas planas. Silvia Gonzalez Perrett, Claudio
Grosman e Ignacio L. Reisin.

Cdtedra de Quimica General e Inorgdnica, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Bucnos Aires.

Estudiamos el efecto del pIl sobre 1a conductividad al K* de
un canal catiénico inespecifico (NSCC) de la membrana apical
de placenta humana a ténnino por reconstitucién sobre bicapas
lipidicas planas (Grosman y Reisin, Biophys.J. 1996, 70: A199).
Aqui descnbimos el bloqueo de la corriente de potasio por la
disminucién del pH. La conductividad unitaria del NSCC tiene
una relacién de permeabilidades Py /P, menor al 0.05. La
clevacion del pH de 7.2 a 8,0 aumenta la conductividad del NSCC
mientras que la disminucién del pH a valores proximos a 5,0 pro-
duce una disminucion de la corriente y aumenta ¢l ruido asociado
a ella. La comparacion de la curva 1/V a pH dcido (4,8 - 5,0)
respecto de la control (pH =7.2) muestra que el valor de la amplitud
depende de la concentracién de protones y este efecto es voltaje
dependiente. El andlisis de este proceso indica que los protones
bloquean la comiente de K* dentro de la via conductiva; a una
profundidad eléctrica d entre 0,50 y 0,60; por interaccién con un
sitio cuyo pKa es de 5,7. Parcialmente subsidiado por la UBA
(FA126) y por la Agencia de Promocién de CyT (PICT-0257).

64. Manejo renal de electrolitos en ratas eSS. S.
Daniele, S. Arriaga, L.* Morisoli, S.* Martinez, S.*
Montenegro, M.C.* Tarrés.

Cadt.de Bioq.Clinica, Fac. Cs. Bioq. y Farm. Cdt. Biolagia
Fac. Cs, Médicas. UNR. *CIUNR, Rosario.

A fin de caractenzar la funcién renal (FFR) en una cepa de
ratas macho ¢SS con diabetes espontinea, se midi6 la velocidad
de filtracién glomerular (VFG) y la excrecion fraccional (EF) en
onina de Na*, H,0, Ca** y P durante ¢l periodo de envejecimicnto
y los resultados se compararon con los de las ratas Wistar (W)
controles. Las W no mostraron modificaciones con la edad en nin-
guno dc los pardmetros medidos. A los 6 meses las ratas ¢SS no
difirieron en FR con las W, salvo en un aumento en la diuresis
(p<0,001). A los 12 meses, junto con la diferencia de diuresis se
expresd una retencién significativa de Na [EFNa: 6 vs. 12 meses:
(7.5 £4.6) 107 vs. (2,2 £ 0,88) 10% p<0.01], con aumento en la
EFCa [6 vs. 12 meses:(12,7£7.3)10% vs. (52.8224,3)107%; p<0,001]
sin cambios en la VFG. Finalmente a los 21 meses la FR se dete-
rior6 globalmente (VFG: p< 0,001) sin que en esc periodo las W
se afecten. Se concluye que las ratas diabéticas eSS no difirieron
de las W hasta los 6 meses. A los 12 meses se manifesté una
disfuncion en el manejo del Car* asociado al Na'. A los 21 meses
presentaron un deterioro de la FR no asociado solamente al proce-
so de envejecimicnto, ya que el mismo no s¢ comprobo en las W.

65. Efecto de la fibronectina (Fn) sobre la loxicifiad
glomerular inducida por cloruro mercurico.
G.Girardi, D.E. Saball, M.M. Ellas.

Volumen 57 - Suplemento |V, 1997

Farmacologia-Inmunologia. Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR-CIUNR-CONICET,
Rosario.

En trabajos anteriores sugerimos la existencia de un compo-
nente inflamatorio en la glomérulotoxicidad aguda inducida por
el HgCls.Objetivo: evaluar si la Fn es capaz de proteger los daiios
glomerulares inducidos por el HgCl; en ratas. Para ello se admi-
nistré In (40pg/kg p.c., i.v.) 30 min antes de la inyeccién de HgCly
(5 mg/kg, s.c.).1 hora después se determiné urea plasmatica, pro-
teinuna y actividad micloperoxidasa (MPO), lipoperoxidacién
(LPO) y dcido sidlico (como medida de permselectividad
glomerular)en glomérulos aislados (GA). Resultados: urea (mg/
dl ): C(n=6):311+4; Hp(n=12):8245; Fn(n=5):41%8, Fn+Hg(n=7):
55+5. Los grupos C y Fn no mostraron proteinuria, si los grupos
Hg y Fn+Hg; MPO(U/mg prot): C(n=5):26 £5; g(n=6):53%7;
Fn(n=5):2944; Fn+lg(n=6):34+8, [.LPO (nmoles MDA/mg prot):
C(n=7):32+6; Hg(n=10):72+6; Fn(n= 5):28+5; Fn+Hg(n=6):67£9;
dc.sidlico(pig/mg prot): C(n=5):43 £5; Hg(n=6):5.2+0.9; Fn(n=
5):37£12; Fn+Hg(n=6):3.8%1.2. I'n disminuy®6 la infiltracién leu-
cocitaria en GA del grupo Fn+ Hg. Se observo una proteccion
parcial de Fn sobre los niveles de urea y ninguna proteccién sobre
los dafios glomerulares. Podemos concluir que si bien existe un
compromiso inflamatorio en la glomérulotoxicidad inducida por
HgCl;otros factores también serian responsables de los dafios fun-
cionales y estructurales glomerulares observados.

66. Compromiso glomerular en el tratamiento cré-
nico con HgCI; en ratas.G.Girardi, M.Salvarrey,
M.M. Elias.

Farmacologfa-Inmunologia. Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas.UNR-CIUNR-CONICET,
Rosario.

Previamente demostramos que los animales tratados con una
dosis téxica de 1gCls desarrollan un cuadro de insuficiencia renal
aguda con daiio glomerular caracterizado por alta infiltracién
leucocitaria y altos contenidos de fibronectina (Fn).Dosis
subtéxicas de HgCls inducen autoinmunidad en ratones y en algu-
nas cepas de ratas.Objetivo:Estudiar ¢l compromiso glomerular
inmunolégico en ratas Wistar tratadas con HgCl: en forma créni-
ca. Se administré 0.5 mg/kg s.c. de HgCl; 3 veces por semanay
los estudios se realizaron a los 7,14 y 21 dias. Se midié urea
plasmitica y contenido de micloperoxidasa (MPO), Fn y depdsi-
tos de JgG en glomérulos aislados (GA) en ambos grupos experi-
mentales (Hg y C). Se deteminé anti-DNA nativo,anti-antigenos
nucleares extrafbles(ENA) y actividad total de complemento (AC)
cn plasma. Resultados: MPO y urca aumentaron en el tiempo,
alcanzando valores mdximos a los 14 y 21 dias respectivamente
(MPO(U/mg prot): C(n=5):27£7, Hgii (n=5) : 87£6, Hgx
(n=6):9315;urea(mg/dl): C(n=5):29+4,Hg:78+5, 1g21:831 4. La
AC mostré un aumento paralelo al de la Fn plasmdtica y a la apa-
ricion de depésitos glomerulares de IgG detectados por IIF que
alcanzaron un maximo al dia 14 tendiendo a valores controles ¢l
dia 21 (AC(UCHw): C(n=6):7.5£1.3, Hg>(n=6):7.240.6, Hgs (n=
6):43+5, Hgai(n=6):17+2, Tn cn el grupo Hgi aumentd 3 veees
respecto del control), No se observaron cambios en los niveles de
Fn en GA. Estos datos junto con la negatividad de los
autoanticuerpos indicarian que el compromiso glomerular del
HgCl: en forma crénica estd asociado a un cuadro inflamatorio
con depésito de IgG sugiriendo una respuesta autoinmune local,
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67. Alteraciones de la funcién renal en ratas trata-
das con Vitamina D, y Nicotina. V.M.C. Garcla, E.

Ochoa, M.M Elfas.

Area Farmacologia. Fac. de Cs. Biogq. y Farm. UNR.
Rasario.

En este modelo de calcinosis arterial (Hennon et al, J.
Phamacol. Exp. Ther. 260: 1; 1991) la funcién renal medida con
Iécnicas de clearance presenté mayor VEG, Clpay y fraccién de
filtracién, sin cambios significativos en los parimetros tubulares.
El objetivo es estudiar con el modelo de rifién aislado y perfundido
(RAP) posibles factores sistémicos y/o renales involucrados en
los cambios de VFG y Clpay descriptos. Se trabajé con ratas con-
troles (C), tratadas con Vitamina D, (300000 Ul/kg, i.m.) mas 2
dosis de Nicotina (25 mg/kg, p.o.) (DN), tratadas con Vitamina D;
(D), y tratadas con Nicotina (N). El estudio se realizé 5 dias des-
pués del tratamiento. Con ¢l RAP la funcién renal del grupo DN
mostré una disminucién significativa en VFEG (ml/min/gr, C:
0.3010.03; DN: 0.19£0.03), sin cambios en ¢l flujo renal efectivo
(ml/min/gr, C: 18.2+1.3; DN: 22.0+3.7; C: n=4, DN: n=3). Las
mismas alteraciones se observaron en ¢l grupo D y no hubo cam-
bios significativos en el grupo N. Se midié la respuesta de la
vasculatura renal a noradrenalina sin observarse cambios signifi-
cativos ni en resistencia vascular basal, ni en respuesta maxima,
ni en CEg. (Respuesta mdxima: variacién de resistencia vascular,
mmHg ml! min, C: 23.2+1.8; n=4; D: 26.7£1.0; n=6; N: 22.4
+0.8 n=6; DN: 25.2+1.8; n=3; CEwx nmoles, C: 5.05+ 0.45; Resis-
tencia basal mmHg ml' min, C: 4.8140.24). Dada la discrepancia
entre Ia VFG medida in vivo y en RAP se propone una alteracién
en la permeabilidad de la barrera de filtracion y la existencia de
otras causas sistémicas que determinen in vivo un aumento en la
presion efectiva de filtracién y consecuentemente la hiperfiltracién
descripta.

68. Transporte de acido paraaminohipurico (PAH) y
actividad de enzimas apicales en rifndn
isquémico de rata. Georgina Montagna, C.G. Hofer

y Adriana M. Torres.
Farmacologia. Fac. Cs. Bioq. y Farm. UNR, Rosario.

La isquemia renal causa alteraciones significativas en la es-
tructura y funcién del tibulo proximal. El objetivo de este trabajo
fue analizar el efecto de la isquemia sobre el transporte de PAH y
sobre la actividad de enzimas apicales [G-glutamil-transferasa
(GGT), Fosfatasa Alcalina (FAL) y 5'Nucleotidasa (5'NT)] en
vesiculas de ribete en cepillo de corteza renal (VMRC). Se traba-
j6 con ratas Wistar macho adultas. Se prepararon VMRC a partir
de rifiones controles (C, n=3) y de rifiones extraidos luego de un
periodo de isquemia (clampeo de arteria renal durante 50 minu-
tos, Is, n=3). Se determinaron las actividades enzimdticas (mUI/
mg Prot.) y los parimetros cinéticos de captacién de *H-PAH usan-
do la técnica de filtracién ripida . El analisis de la captacién de
PAH revel6 una disminucién de la velocidad méxima de transpor-
te en el grupo isquémico [Vmax(nmoles/15 seg/mg Prot.): C=214
+ 16 vs [s= 160 + 2, P<0.05], no observandose varacién del Km
(mM) (C = 4.93 + 0.19 vs Is = 5.49 £ 0.58). Las actividades
enzimdticas disminuyeron luego de la isquemia. GGT: C= 48066
+ 2230 vs Is= 35043 + 677, P<0.05; FAL: C=3979 £ 232 vs Is=
2590+ 148, P<0.05; 5'NT: C= 538+ 36 vs [s=304 % 14, P <0.05.
Estos resultados demostrarian que la isquemia renal modifica las
propicdades de transporte de PAH asi como la actividad de enzimas
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en membranas de ribete en cepillo. Estas alteraciones se adiciona-
rian a los dafios funcionales previamente descriptos en la insufi-
ciencia renal aguda inducida por isquemia.

69. Efecto del suministro crénico de L-arginina (L-
arg) en la hipertension renovascular. Ml Rosén,
N Speziale, E Speziale, LE Albornoz, GW Vega, MA

Cannata, E Palumbo, A Ferrero, IJ de la Riva.
Depto Fisiologia. Fac Med. UBA. Buenos Aires.

Los experimentos examinaron el suministro de L-arg en ratas
SD 2R-2C. Se estudiaron dos grupos, sham (S, n=20) e hipertenso
(HT, n=14). Después de 4 semanas de la cirugia, parte de las ratas
recibié L-arg (1.25 g/L.) en ¢l agua de bebida por 3 semanas (SHa
e HTa): cl resto se mantuvo como control (SHe e HTe). Se evalué
presién arterial indirecta (PA). nitritos+nitratos (NO; +NOy) en
plasma, TxB:y 6-ceto PGFaen incubados de aorta abdominal:
basal, estimulada con serotonina (5-HT) o éster de forbol (PDBu),
contractilidad al CIK (60mM), 5-HT (10°M). PDBu (10°M) y la
relajacién a Acetilcolina (Ach 107, 104, 10°M); el espesor de la
pared vascular se midi6 por histologia. Resultados:PA HTc>SHe
(P<0.001): HTa>SHa (P<0.001); NO,.+NOjy. en plasma:tendencia
al incremento (NS) en SHa ¢ HTa; contractilidad:en HTa bajaron
las respuestas contrictiles (K+ P<0.05. 5-HT P<0.05 y PDBu
P<0.01) pero se mantuvo la hiperreactividad a 5-HT y PDBu de
HT vs SH; la L-arg no modificé la menor relajacién a la Ach del
grupo HTa (P<0.001). Prostanoides: el grupo HTc mostré mayor
disponibilidad de TxB: por 5-HT (P<0.05) que desaparecié en HTa;
en el grupo HTa se observé mayor 6-ceto PGF,q estimulado con
PDBu (P<0.01); estudio morfolégico: significativo menor espe-
sor de la pared anterial en el grupo SHa (P<0.002). Conclusiones:
1) la L-arg no modifica la PA ni el defecto de relajacion de las HT:
2) probable efecto benéfico vascular de la L-arg en HTa al dismi-
nuir la tensién desarrollada por agonistas, nommalizar el TxB: por
5-HT e incrementar la 6-ceto PGF . por PDBu.
70. Sistema dopa/dopamina renal en ratas diabéti-
cas. Andrea Carranza, Liliana Karabatas, J.C. Basabe,
Marta Barontini, Ines Armando.

Centrode Iivestigaciones Endocrinologicas, CONICET, Hospxtal
de Nirios “R. Gutierrez" , Buenos Aires

Estudios en pacientes diabéticos tanto insulino dependientes como
independientes sugieren que hay una produccién disminuida de dopamina
(DA) renal. El objetivo de este trabajo fue estudiar la produccién de
DA renal en ratas diabéticas por tratamiento con estreplozotocina
(STZ). Se estudiaron ratas Wistar macho de 3 y 12 meses de edad.
Los animales jévenes se trataron con STZ (65 mg/kg; ip: n=4) o con
vehiculo (n=4) y los vicjos con STZ (40 mg/kg; ip; n=5) o con vehi-
culo (n=5) en cl dia 1. En los dias 6, 13 y 22 post- tratamiento se¢
recolecto orina de 24 h en jaula metabélica para determinacion de
Dopa, DA, dcido dihidroxifenilacetico (DOPAC) por HPLC-EC, Na®
y glucemia. En las ratas jévenes tratadas: las glucemias (p<0.01), Ia
excrecidén de Na* (p<0.01) y el volumen urinario (p<0.01) fueron
mayores que en los controles durante todo el estudio; la excrecién de
Dopa fue mayor (p<0.02) en los dias 13 y 22; las excreciones de DA
y DOPAC fueron similares a las de los controles en todos los dias del
estudio. En las ratas vicjas tratadas: las glucemias fueron mayores
(p<0.01) que en los controles durante todo el estudio; la excrecién de
Na® (p<0.02) y el volumen unnanio p<0.02) fueron mayores en los
dias 13 y 22; la excrecién de Dopa fue mayor (p<0.03) en el dia 22:
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las excreciones de DA y DOPAC fueron similares a las de los contro-
les durante todo el estudio. Estos resultados muestrn un incremento
en la excrecién de Dopa, probablemente debido a un aumento del
filtrado glomerular, que no se acompaiia por cambios significativos
en la DA, sugiriendo que la sintesis de DA renal esta disminuida en
estos animales y que es regulada por factores diferentes de la dispo-
nibilidad de Dopa en el tibulo.

71. Rol del citrato de potasio en la nefropatia por
acido urico. Jorge Toblli; G. DeRosa; N. Lago; M.
Angerosa ; C. Nyberg.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn,
Buenos Aires.

La nefropatia por dcido trico (NU) es causa de daino
tubulointersticial (DTI). Por otra parte el uso de citrato de potasio
(CiK) tanto en la litiasis oxalocélcica como en latirica ha probado
ser de utilidad terapéutica. El objetivo de este estudio fue evaluar
el rol del CiK en un modelo de DTI por dcido tirico. Se utilizaron
machos SD (250-300g) G1 (n=12) NU+CiK; G2(n=12) CiK;
G3(n=12) NU. G1 y G3 alimentados con ac. oxénico (inhibidor
de vricasa). G1 y G2 con CiK 2% cn el agua de beber. Duracién 4
semanas. Todos los animales fueron estudiados
anatomopatologicamente (MO, inmunomarcacién y ME).
Resultados dia 29 (media = sem): uricosunia (pg/g rat/d) G1=*22.
+245;G2=7.5+ 053 ; G3=*23.9 + 1.26 (p< 0.01 *vs. G2).
Citraturia (pg/g ra/d) Gl1=*94.2 £ 3.84 : G2=*91.5+ 4 ; G3=
24.8%1.27 (p< 0.01 *vs. G3). pH urinario G1=*7.3+0.2 ; G2=
*7.2+0.12; G3=6.5 £ 0.03 (p< 0.01 *vs. G3). % a—SM actina
Gl=*#2.51 0.49 ; G2= *0.1 £ 0.08 ; G3=17.1 £2.92 (p<0.01
*vs. G3; #vs.G2). Creatinina sérica (mg/dL) Gl= *0.62 + 0.08 ;
G2= *0.5 £ 0.04; G3= 1.1 £ 0.06 (p< 0.01 *vs. G3). La MO
evidencion gran deterioro TI en G3 con necrosis tubular e infiltra-
ci6én mononuclear. EI G1 presenté minimas lesiones. En la ME se
observé en G3 mayor nimero de lisosomas, depésitos
clectréndenso y gran numero de vacuolas conteniendo cristales,
mientras el G1 presentd escasas lesiones. Conclusion: el tratamien-
to con CiK demostré se efectivo en la proteccién del DTI en este
modelo de NU.

72. Respuesta vascular renal en ratas tratadas con
aloxano. V. Garcia, E. Ochoa, M. Elias.

Area Farmacologia. Fac. de Cs. Biog. y Farm. Universi-
dad Nacional de Rosario. CONICET. Rosario.

La vasculatura renal de ratas diabéticas (aloxano, 150mg/kg,
s.c., 7 dias después) presenta menor resistencia basal y menor res-
puesta maxima (Rméx) a noradrenalina (NA). Al expresar la res-
puesta a NA como % de contraccion se observé una disminucién
significativa en DEg (nmoles, C: 2.03::0.44, A7: 0.84:0.18) sin
cambios significativos en Rmax (C:297+18 n=8, A7: 286326 n=6).

Volumen 57 - Suplemento |V, 1997

El objetivo es completar el estudio de la respuesta vascular consi-
derando posibles alteraciones en la respuesta a vasodilatadores,
Se trabajé con el modelo de niiién aislado y perfundido en ratas
controles (C) y tratadas con aloxano (A7). Se mantuvo un flujo de
perfusién constante cn circuito cerrado y se provocd vaso-
constriccion con fenilefrina. Lucgo de la estabilizacién de la pre-
sién, se agregaron al perfusato dosis crecientes de nitroprusiato
de sodio (NP) o de carbacol. En cada experimento se obtuvo una
curva con una Rmix expresada como % de relajacién, y un valor
de CEw. En la respuesta a NP no se observaron cambios significa-
tivos (Rmix, C: 63.316.2, A7:78.0+5.0; CEs (1M), C: 0.7530.26,
AT7: 0.5310.12; C: n=4, A7: n=4). En presencia de carbacol se
observé una respuesta bifdsica sin cambios significativos (Rmax;,
C: 23.7%5.6, A7: 27.742.4; CEg, (nM) C: 0.058%0.022, A7:
0.065+0.021; Rmidx;, C: 67.619.7, A7: 60.5+3.7, CEs2 (nM) C:
0.16+0.017, A7: 0.11 £0.041; C: n=5, A7: n=8). Concluimos que
7 dias después de la inyeccion de aloxano la relajacién indepen-
diente y dependiente de endotelio no condiciona la alteracién vas-
cular ya descripta. La menor resistencia basal y la mayor sensibi-
lidad a NA contindan sicndo objeto de nuestro estudio.

73. Enalapril y excrecion urinaria de lisozima en ra-
tas hiperoxaldricas. Jorge Toblli.; P. Pagano; M.
Angerosa; C. Nyberg.

Laboratorio de Medicina Experimenral Hospital Alemdn,
Buenos Atres.

La excrecion elevada de lisozima (Lz) en orina ha sido
tradicionalmente asociada con disfuncién tubular. Trabajos de
nuestro laboratorio demostraron en tejido renal proteccién del
enalapril (E) en ratas con hiperoxaluria (Hox). El motivo de cste
estudio fue evaluar ¢l efecto del E sobre la excrecién de Lz en
ratas con Hox.Se utilizaron machos SD (250-300g), G1 control
(n=6); G2 Hox (n=6); G3 Hox. + E (n=6); G4 E (n=6). G1 con
agua comiin; G2 y G3 con etilenglicol 1% (precursor de oxalato)
en cl agua. G3 y G4 con E 20mg/L en cl agua. Duracion del
experimento cuatro semanas.Se cvalud presién arterial sistélica
(PAS) por “1ail cuff™ periodo basal y al final de la cuarta semana.
Se determiné Lz urinaria por difusién radial (Kallested Diag. Inc.
Sanofi Diag. Pasteur Inc. Chaska, MN), previo concentracién
urinaria con microcentrifuge filters, ultrafree-MC NMWL 5000 .
En ¢l periddo basal no hubo diferencias significativas en las vari-
ables exploradas. Al final de la cuarta semana (media £ sem):
excrecion de oxalatos (ug/g rat/dia): G1:1,89+0.12; G2:11,8+0.79;
G3:31,3+5; G4:1,92+0,09.(p<0,01 = G1vs. G2,G3; G4vs. G2,G3.
Lz urinaria (ng/g rat/dia) G1:74+3,8; G2:103,614.2; G3:82,7+2.9;
G4:76+4 (p<0,01 = G2vs. G1,G3; G4). La PAS no presenté
cambios con respecto al basal. Conclusiones: 1)la excrecién de
Lz fue menor en el grupo de ratas tratadas con E; 2) este hecho
sugiere una proteccién a nivel funcional del E sobre el dafio que
produce la Hox. aun con una clevada excrecién de oxalato en la
orina.
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Efectos diferenciales de los ovocitos sobre el
crecimiento de células de la granulosa y la ex-
pansion del cumulus. ML Fischman, GM Lanuza,
y JL Baranao.

74.

IByME, FCV y FCEyN, UBA. Buenos Aires.

Experiencias recientes demuestran que los ovocitos, Icjos de
jugar un mero papel pasivo, controlan activamente el desarrollo
folicular. Esta accién se ejerce fundamentalmente regulando la
funcién de la poblacién de células de la granulosa que constituyen
el cumulus oophorus. El presente estudio tuvo como objetivo ca-
racterizar el efecto mitogénico de ovocitos bovinos sobre células
de la granulosa y diferenciar esta accién de la previamente de-
mostrada sobre la expansién del cumulus. Como modelos experi-
mentales sc utilizaron células de granulosa de ratas inmaduras
estrogenizadas, cultivadas en medio definido, y camulus de ratén
previamente liberados del ovocito por micromanipulacién. Los
ovocitos bovinos fueron aislados de foliculos de 2-8 mm de dia-
metro y posteriormente denudados. Se encontré que la accién
mitogénica de los ovocitos bovinos no es reproducible por agre-
gado de medio condicionado (Control 900+125, Ovocitos
7900x500, MC 1570+130 cpm/celda de timidina incorporada)
mientras que éste mantiene la capacidad de estimular la expan-
sién del cumulus (Control: 0%, MC: 63%). Por otra parte, la ac-
cién mitogénica de los ovocitos decrecié marcadamente luego de
la maduracién meidtica (Control 100060, Inmaduros 8800600,
Maduros 31004200 cpm/celda) micntras que la accién sobre el
cumulus no mostré cambios durante este proceso (Inmaduros: 93%,
Maduros: 95%). Se determiné que la accién mitogénica de los
ovocitos bovinos seria debida a un compuesto soluble no esteroide
y la respuesta seria especifica de células de granulosa ya que no se
observaron efectos en otros tipos celulares tales como CCL64,
Swiss 3T3.

75. Niveles séricos de inhibina B en la rata con
orquitis autoinmune., Marfa O Suescun'? Livia
Lustig® R Calandra?4,N Groome® y Stella Campo®.

'IMBICE,? Fac.Cs. Exactas, UNLP,?CIR ,Fac. de.
Medicina. UBA ‘. IBYME, * Oxford Brookes Uni-
versity, ¢ CEDIE, Htal R Gutierrez.

La Inhibina B es un péptido de origen gonadal que regula la
secrecién de FSH y que ha sido propuesto en el hombre como un
pardmetro de la funcionalidad de la célula de Sertoli. Previamente
describimos que la inmunizacién en ratas con homogenato tes-
ticular y adyuvantes provoca en el 50 % de los animales, una
orquitis autoinmune (OAE) con descamacién severa del epitelio
germinal, infiltrado intersticial, vacuolizacién del citoplasma de
la célula de Sertoli y aumento de la FSH sérica. Estudiamos los
niveles de inhibina B durante el desarrollo de la orquitis en relacién
a los cambios en la FSH y el peso testicular. El peso de la gonada
disminuyé en el grupo con orquitis (L) y en un grupo con lesi6n
unilateral (HL) respecto del control (C) ,inmunizado con salina y
adyuvantes (p<0.01). La FSH sérica se incrementé
significativamente en ambos grupos con lesién con respecto al

@

21

RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

Endocrinologia Il

grupo control (X + ES) L: 19.8 £3.74, HL: 9.7 £ 0.66, C: 5.9 +
0.16 ng/ml;p<0.05). La Inhibina B se determiné en el suero por
un enzimo-inmunoensayo ultrasensible. Se observé una
disminucién significativa del péptido en los grupos lesionados
respecto de C (L:40.2 £ 4.60 ; HL: 140+ 10.6 ; C: 221.4 * 28.61
pg/ml, p<0.05). Se constaté una correlacién inversa entre Inhibina
B y FSH r= -0.78, p<0.02. Se concluye que la Inhibina B es un
marcador sensible de la funcionalidad de la célula de Sertoli en el
modelo de OAE.

Aumento de inmunoreactividad (IR) para
Angiotensina Il (Ang Il) en el nucleo
paraventricular (PVN) de ratas tratadas con
DOCA que desarrollan apetito salino. Flavia
Saravia, Silvia Garcla, Claudia Grilloy A.F. De Nicola.

IBYME-CONICET, Depto. Bioquimica Humana e
Instituto de Invest. Médicas A. Lanari, Facultad de
Medicina,UBA. Buenos Aires.

En trabajos anteriores demostramos que DOCA (10 mg/dia/
rata) administrada s.c. a ratas intactas en dias altemos aumenta el
apetito salino en un test de doble preferencia con oferta de agua y
3% NaCl. En dicho modelo observamos la disminucién de IR para
arginina vasopresina (AVP) con aumento significativo de su ARNm
en la regién magnocelular del PVN. Dado que la liberacién de
AVP es regulada positivamente por Ang II, el objetivo de este tra-
bajo fue estudiar en este modelo animal los niveles de IR para
Ang I, empleando un anticuerpo previamente caracterizado. Luego
de realizar la inmunocitoquimica en cortes de cerebro se procedié
a la cuantificacién de IR por andlisis densitométrico computarizado.
En ratas DOCA se observé aumento del nimero de células Ang -
IR (control : 44.2 + 2 vs. DOCA 69.2 * 3.2, p<0.005), del area
inmunoreactiva (control : 139.8 + 5.9 vs. DOCA : 185.7 + 15.8
pHm2 , p<0.05) y de la intensidad relativa al drea (log de la intensi-
dad de grises pordrea; control: 0.42+0.01 vs. DOCA:0.51 £0.02,
p<0.05). Las ratas no mostraron hipertensién al final del trata-
miento (control: 115 + 6 vs. DOCA : 125 + 2 mm Hg, determina-
ci6én en cardtida) ni deshidratacién. Los resultados apoyan resul-
tados de la literatura respecto del aumento de Ang Il en hipotdlamo
total de ratas con hipertensién DOCA/sal. Sin embargo, los datos
en ¢l PVN, sugieren que directamente o a través de cambios en
AVP, Ang II podria estar involucrada en la induccion de apetito
salino por mineralocorticoides en un estadio previo a la
hipertensién.

Efecto del AMPc en la sintesis de acido
hialurénico y proteoglicanos por células 3T3-L1.
Cynthia Zizola, M.Sandoval, C.Molinari, J.C.Calvo.

7.

IBYME, Buenos Aires.

Hemos presentado (SAIC 1996) la correlacién entre la sinte-
sis de dcido hialurénico (HA) y proteoglicanos (CSPG) y 1a dife-
renciacién de preadipocitos 3T3-L1. En esta comunicacién mos-
tramos que, cultivando estas células en DMEM con 10% suero
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fetal bovino y maredndolas con [*H]glucosamina y [*S]sulfato,
s¢ encontrd que el principal estfimulo que dio lugaraun incremen-
10 de HA (2.8 veces el control) y de CSPG (2,5 veces) fue debido
al tratamiento con isobutilmetilxantina (IBMX) 0,5 mM, uno de
los agentes cldsicos utilizados para inducir la diferenciacion de
preadipocitos. La dosis minima, tanto de dibutiril AMPc como de
8BrAMPc, para estimular la secrecién de HA y CSPGs fue de
ImM (pmol HA/ug ADN: control (C)= 400,0 + 14,1; dbAMPc=
9583 + 57,3 ; C= 68,3 + 14,8 ; 8BrAMPc= 102,4 + 1,9 : pmol
CSPG/mg ADN : C=1273 + 44,1; dbAMPc= 1858 + 82.7; C=
65,0 + 10,6;: 8BrAMPc= 115,5 + 9,7). Las altas dosis de andlogos
de AMPc, necesarias para producir un efecto sobre la secrecion
de estas moléculas nos llevé a estudiar la combinacién de IBMX
y los nucleétidos. IBMX por si solo fue capaz de llevaral maximo
la sintesis de HA y CSPG. Esto nos indicaria que un nivel cons-
tante de AMPc durante miis tiempo, por inhibicién de la degrada-
cién del producido localmente y su compartimentalizacion, es
necesario para la sintesis de cstos componentes de la matriz.

@

Los estrégenos aumentan lainmunoreactividad
delos receptores de glucocorticoides (RGC)
en hipocampo (HC) y larespuesta al estrés
en animales seniles Mdnica Ferrini, G. Piroli,
Miriam Frontera, Andrea Falbo, Analia Lima
y A.F. De Nicola.

IBYME y Cdtedra de Biologia Celular e Histolo-
gia FFyB, UBA, Buenos Aires.

Los estrégenos ejercen importantes efcctos neurotréficos
y regulan el funcionamiento del eje SNC-hipéfiso-adre-
nal (HPA). En el envejecimiento existen alteraciones
ncuroendécerinas, siendo el HC una de las dreas mds sen-
sible a este proceso. Nuestro objetivo fue estudiar si los
estrégenos tiencen efectos regulatorios sobre la respuesta
al estrés y sobre la expresién de RGC cn ¢l HC de animales
viejos ya que ambos parimetros se encuentran alterados.
Ratas macho S-D jovenes adulias (J) (3-4 meses) y viejas
(V) (18-20 meses) se implantaron con un pellet de estra-
diol (E2) de 14 mg durante 6 scmanas con sus respectivos
controles (C). Utilizando el anticuerpo monoclonal anti
RGC Mab 7 estudiamos la inmuno-reactividad de los RGC
en distintas dreas del HC. Encontramos que en las dreas
CA1l, CA2 y subiculum existe un aumento de la densidad
6ptica en los VE2 cuando se los compara con los VC (p<0.01)
y alcanzando niveles semejantes a los JC y JE2 (para
CA2:JC:0.54520.010; JE2:0.457+0.027; VC:0.379+0.020;
VE2:0.533£0.038 unidades arbitrarias. Cuando evaluamos
la respuesta al estrés por éter, encontramos que cl corte
de respuesta en los VE2 cs semejante al de los JC y JE2
(JC:12.72+2.87; JE2:15.0043.90; VC:31.47+2.87; VE2: 16.14
+ 3.60 pg corticosterona % ;VC p<0.01 vs JC=JE2=VE2
a las 2 hs post estrés). Conclusiones: E2 mejora la res-
puesta al estrés de animales seniles por reestablecer los
RGC lo que implicaria un aumento de la senal de feed-
back y una mejor regulacién del cje HPA.
@ Niveles séricos de prolactina durante la reduc-
cién progresiva de dosis de antipsicoticos tipi-
cos. N.M. Zelaschi, J.L. Rodriguez, EM. Archuby,
S.D.Panizzo, M.C.Chiodi.

Hospital Neuropsiquid trico A. Korn. Facultad de Medi-
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cina. UNLP, La Plata.

Introduccidén: anteriomiente hemos presentado evidencia de
niveles elevados de PRL en tratamientos crénicos con
antipsicdticos tipicos (APT) 6 agentes bloqueantes dopaminérgicos
D2. Aqui mostramos evidencia adicional de la evolucién de la
prolactinemia durante la reduccién del tratamiento crénico con
APT. Método:se estudio un grupo de 12 pacientes intemados de
sexo masculino y femenino,con diagnéstico de trastornos
esquizofrenicos -Criterio DSM HITR-. La PRL fue extraida en ayu-
nas alas 8 a.m por venipuncién y dosada por enzimoinmunoensayo
y la dosis (d) de APT fue transfommada en equivalentes de CPZ
mg/d (CPZ equiv) APT usados: derivados de fenotiazinas y
butirofenonas. Se ascgurd una dosis constante durante al menos
un mes previo al dosaje. Resultados: se expresan +/- 1 DS; Dosis
inicial:622.15 ( 623.44). Dosis Final: 410.57 (514.16). Nivel de
PRL inicial:133.50 (111.82). Nivel de PRL final: 56.80 (49.41).
Periodo de seguimiento(rango en meses = 34 - 46). Con el fin de
establecer Ia variacién de la dosis y de la PRL a través del tiempo(t)
se realizé un andlisis de regresion lineal para cada paciente. Once
de los casos (92 %) mostraron un decremento significativo de la
dosis con una alta correlacién entre (d) y (t).(valores de r entre
0.71 - 0.39); porcl contrario no se observé correlacion significativa
de pendiente negativa para PRL (valores de r entre 0.03 - 0.80).
Conclusiones:la falta de un significativo decremento en funcién
del tiempo, de los valores de PRL, atin durante la reduccién crénica
cfectiva del tramiento, sugieren que los receptores D2 del sistema
tuberoinfundibular podrian aun responder con una disminucion
de la inhibicién dopaminérgica.

80. Efecto de la separacion temprana madre-cria
sobre la actividad conductual, corticoadrenal y
receptores fi-adrenérgicos cardiacos en ratas
con lesién de los nucleos anterodorsales
talamicos. M Suarez, P Paglini, AR Fernandez, JE
Enders, N Perassi, JA Palma.

Instituto de Fisiologia, Fac. Cs. Médicas, U. N.Cba.
Cordoba.

Los nicleos limbicos anterodorsales taldmicos (NADT)
regulan la funcién adrenal y la deprivacién materna (DM) provoca
modificaciones en el comportamicnto y funciones orgdnicas. En
esle trabajo se estudia la panticipacién del NADT en la reactividad
emocional (test de campo abierto), en los niveles de corticosterona
plasmatica (CP) y adrenal (CA) y su relacién con la afinidad y
densidad de receptores PB-cardiacos, en ratas que sufricron
separacion matema temprana. Los resultados obtenidos 29 dias
después de la lesién, indican que cl ler dia de exposicién al test
las DM (separadas de la madre 4,5 hs durante las 3 primens
semanas de vida), disminuyc la ambulacién y alzamiento (p<0.05)
cn ratas falsamente lesionadas (control) y el alzamicnto en las
lesionadas (p<0.05). No se observan variaciones en la 2da
exposicion al test en ninguno de los indices evaluados: ambulacién,
alzamiento, defecacion, autolimpicza en ratas con DM. Los niveles
de CP aumentan en ratas controles con DM (p<0.05). La CA nose
modifica en ratas controles y lesionadas con DM. La densidad y
afinidad de receptores B-cardiacos se determing en ventriculos con
dihidroalprenolol tritiado con y sin propranolol 1 M. y se observé
un incremento significativo en la densidad de los grupos DM
controles y lesionadas (p<0.05). Se concluye que la deprivacién
materna afecta los patrones conductuales, la respuesta
corticoadrenal y la densidad y afinidad de receptores B-cardiacos,
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participando el NADT sélo en estos dltimos parimetros.
Subsidiado por SECyT-UNCba y CONICOR,

81. Papel de las fosfodiesterasas dependientes de
cGMP sobre los niveles intracelulares de cAMP
en adenohipéfisis de rata. M.O., Velardez, M.C.
Diaz, A. De Laurentiis, D. Pisera, M. Lasaga, A.

Seilicovich, B.H. Duvilanski.

Centro de Investigaciones en Reproduccién. Facultad de
Medicina. Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires.

El oxido nitrico (NO) aumenta la concentracién intracelular
de ¢cGMP y disminuye la de cAMP en adenohipéfisis. Nuestro
objetivo fue investigar si las fosfodiesterasas (PDE) dependientes
de ¢cGMP estin involucradas en el efecto del NO sobre la concen-
tracion intracelular de cAMP y la liberacién de prolactina (deter-
minados por RIA). EHNA (E, 10+ M), inhibidor de PDE estimu-
lada por cGMP y HL.-725 (HL, 10* M) inhibidor de PDE inhibida
por cGMP, bloquearon significativamente la inhibicién inducida
por nitroprusiato de sodio (NP, 0.5mM), sobre la concentracién
de cAMP (C:1.0510.05 nmol/mg proteina; NP: 0.74£0.04; E:
1.1440.07; NP+E: 1.9240.12; HL: 1.51£0.09; NP+HL: 3.00£0.19)
y la liberacion de prolactina (C: 0.863004 ug/mg proteina; NP:
0.66+0.05: E: 0.80+0.02; NP+E: 0.78£0.04, HL: 0.930.6;
NP+HL: 0.77£0.06). Zaprinast. (Z, 10* M) inhibidor de la PDE
que hidroliza cGMP, potencid la inhibicién inducida por NP so-
bre la concentracién de cAMP (C: 1.1940.04; NP: 0.97+0.04; Z:
1.26£0.05: NP+Z: 0.6520.11). Estos resultados indican que la PDE
para cAMP, estimulada por ¢cGMP, participaria en la disminucién
de cAMP y prolactina inducida por NO.

Efectos neurotoxicos del tratamiento neonatal
con monosodio glutamato sobre la actividad
noradrenérgica hipotalamica. Otoya R, Mampel
A, Bregonzio C, Cabrera R, y Donoso A.

82.

Laboratorio de [nvestigaciones Cerebrales ( LINCE-
CONICET) Mendoza.

En estudios previos demostramos que la lesién neurotéxica
hipotaldmica, ocasionada por tratamiento neonatal con monosédico
glutamato (MSG), producia modificaciones en el patrén de secre-
cion de LI en la etapa puberal de vida. Dicha falla gonadotréfica
podria ser consecuencia, entre otras cosas, de una inadecuada ac-
tividad noradrenérgica (NA) en el hipotilamo mediobasal (IIMB).
Iin cl presente trabajo evaluamos la funcién NA de HMB en ratas
puberes (40 dias de edad) tratadas con MSG en Ia etapa neonatal
de vida. El contenido total y la concentracién de NA se encuen-
tran aumentados en el HMB de los animales MSG
(p<0,05: p<0,001). Por otro lado, cortes de HMB precargados in
vitro con [*H]NA fueron superfundidos y expuestos a veratridina
(Ver), D-anfetamina (D-A) y dcido N-metil-D-aspiértico
(NMDA).La liberacién de [*H]NA inducida por Ver (7,5-10 pM)
fue mayor en los animales MSG (p<0,001), mientras que la res-
puestaa D-A (25 pM) fue menor (p<0,001). La respuesta al NMDA
(25-100 uM) no se alterd. En experimentos adicionales estudia-
mos el sistema de recaptacién de NA en secciones de HMB y en
preparaciones sinaptosomales. En ningtin caso sc observaron di-
ferencias en la capacidad de «uptake» de las terminales NA. En
conclusién, el tratamiento neonatal con MSG altera la funcién NA
cn el HMB de mtas piberes. Esta disfuncién no puede seratribuida
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a déficit en los sistemas de «uptake» de NA. Dichas alteraciones
podrian scr responsables, al menos en parte, de la disfuncién
ncuroendéerina presente en estos animales.

83. Efecto del colageno IV sobre la secrecién de
prolactina por la adenohipéfisis de rata. Silvina
Diaz, Valeria Rettori, Berta Swarcfarb y Berta

Denduchis®.

CEFYBO-CONICET. C.I.R.Fac.de Medicina UBA.
Buenos Aires.

Por estudios inmunohistoquimicos se ha descripto la presen-
cia de coligeno IV (C-IV) en la ldmina basal y cn las células
end6erinas de la adenohipéfisis (AH) de Ia rata. Nosotros previa-
mente demostramos que la laminina ejerce un efecto fisiolégico
inhibitorio sobre la liberacién de prolactina (PRL) de la AH de
rata. EI objetivo de este trabajo fue determinar por estudios “in
vitro™ el efecto del C-IV y del anticuerpo de conejo anti-coligenolV
(IgG-a-C IV) sobre la secrecién de PRL de la AH de rata macho
adulta. Para ello, se incubaron AHs con C-1V (10"* a 107 M), con
IgG-a-C IV (10% a 10*M) durante 3 hs. Como control, se utilizé
medio solo o con IgG de suero normal de conejo (IgG-SN), y se
midié PRL en ¢l medio de incubacién por RIA. El C-1V 10*M
ejercié un efecto inhibitorio sobre la liberacién de PRL
0.86+0.37mg/ml vs. control 7.1£0.38pg/ml (p<0.001). n=8 por
grupo. La incubacién con IgG-a-C IV 10*M indujo un efecto
estimulatorio 9.83+0.72 pg/ml vs. al medio solo 5.5+0.7 1pg/ml o
con ¢l agregado de IgG-SN alamisma concentracién 5.43+0.19ug/
ml, (p<0.01).Estos resultados. indican que el coligeno IV tendria
al igual que la laminina, un papel fisiolégico inhibitorio sobre la
secrecién de PRL por la pituitaria de rata.

84, Incremento de la actividad de proteinas tirosina
fosfatasas.(PTP) por acciéon de ACTH. Cristina
Paz, Fabiana Cornejo Maciel, M. Victoria

Guastavino, Cecilia Poderoso y E. J. Podesta.
Dto. Bioquimica. Fuc. de Medicina. UBA. Buenos Aires

Laregulacion hormonal de la esteroidogénesis involucra pro-
cesos de fosfo-desfosforlacion de proteinas. En este contexto se
ha colocado énfasis en el estudio de serina/treonina quinasas o
fosfatasas, sin embargo no se conoce el papel de PTP y su regula-
cién hormonal en estos sistemas. El objetivo de este trabajo fue
investigar la regulacién hormonal de PTP en la fraccidn soluble
de zona fasciculata de glindula adrenal. La actividad de fosfatasa
s¢ midié determinando el nitrofenolato liberado (P.Cimi y col.,
1995 BBActa, 1243:129) en ausencia o presencia de vanadato.
ACTH (200 pg/kg de peso) incrementd significativamente
(P<0,05) Ia actividad de PTP respecto de la inyeccién con salina
(C) : 3416 vs. 21 =5 pmoles/30 min/pig de proteinas (ACTH vs.
C). Los mismos resultados fueron observados por estimulacion
“in vitro” con ACTH (5 nM) u 8Br-AMPe (10°M) : C= 25:+8:
ACTH= 3915, (P<0,05); 8Br-AMPc= 62+2 (P<0,0001). Estos
resultados se confirmaron calculando también la actividad de
fosfatasa sensible a molibdato y N-ctilmaleimida. Estos datos
muestran por primera vez que ACTH y AMPc promueven la
activacion de PTP en ZF de adrenal y se correlacionan con
experimentos realizados en el laboratorio donde inhibidores de
PTP bloquean la estimulacion hormonal de la esteroidogénesis.
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85. El éxido nitrico (NO) disminuye el Ca**
intracelular en células de adenohipétisis. M.O.
Velardez, A. Gonzélez Iglesias, S. Theas, A.
Seilicovich, D. Bect de Villalobos, B.H. Duvilanski.

Centro de Investigaciones en Reproduccién. Facultad de
Medicina. Universidad de Buenos Aires e IBYME-
CONICET, Buenos Aires.

Previamente hemos demostrado que el sistema NO/cGMP
inhibe la secrecién de prolactina en adenohipéfisis in vifro. El
objetivo de este trabajo fue determinar si el NO afecta la
movilizacién del Ca'* intracelular. Para ello evaluamos los cam-
bios en la concentracién de Ca** intracelular ([Ca'*]) por el méto-
do fluorométnco con Fura-2 en células adenchipofisanias disper-
sas, utilizando nitroprusiato de sodio (NP) o glutatién-S-nitroso
(GS-NO) como dadores de NO. El NP disminuy6 la [Ca''] ¢n
forma dosis dependiente. El drca de la curva respecto del basal
durante los primeros 24 segundos posteriores al estimulo fue: NP
0.1 mM: -16.2 & 6.0; NP 0.25: -24.6 £ 7.0: NP 0.5: -23.1 £ 1.9;
NP 1:-33.3+3.7; NP 2: -69.0% 13.3; NP 5:-127.7 £ 12.0 (n=3).
El GS-NO produjo una disminucién similar. La respuesta a NP
fuc parcialmente bloqueada en ausencia de Ca** extracelular. Ade-
mds ¢l NP redujo la entrada de Ca** inducida por K*. Estos resul-
1ados sugieren que uno de los mecanismos por el cual el NO inhibe
la secrecion de prolactina involucraria a los canales de calcio sen-
sibles a voltaje de la membrana plasmatica, reduciendo la entrada
de Ca'" ala célula.

86. Expresion del gen de la enzima aromatasa cito-
cromo P450 (P450.r0u) €n craneofaringeomas.
S. Oknaian, N. Saraco, D. Diaz, F. Lubieniecki, A. L.
Taratuto, M . A. Rivarola, A.Belgorosky.

Labde Investigacién y ServAnatomia Patolégica, Hos-
pital Garrahan, Buenos Aires.

Los craneofaringeomas (CRAs) son histolégicamente
neoplasmas epiteliales benignos de la regién selar que frecuente-
mente exhiben un crecimiento local agresivo ¢ invasivo, origina-
dos, al igual que la hipdfisis normal, de la bolsa de Rathke. En
pacientes menores de 12 afios, nosotros hemos observado mayor
frecuencia en varones (33 de un total de 45, p<0.05), mientras
que en adolescentes entre 12 y 19 afios de edad no hubo diferencia
de scxo, sugiriendo un crecimiento tumoral mis répido en el sexo
masculino. Por otra parte se ha descripto la expresién del gen del
receptor de estrégenos en las células epitcliales de CRAs, Debido
a que los andrégenos pueden actuar en el SNC por conversién
local a estrégenos, el objetivo de este estudio fuc cvaluarla expre-
sién del RNAm de la enzima P450azos en CRA. La expresion de
la P450 05 fue evaluada por RT-PCR en 3 CRAs, (2 nifias y un
varén), en presencia de primers marcados con [*P), utilizdndose
la expresién de PActina como standard intemo. Como control
positivo y negativo se utiliz6 RNA total extraido de tejido
placentario y de leucocitos respectivamente. La amplificacién del
fragmento de 293 pb correspondiente al cDNA de la P450.xom
fue positiva en todos los casos. La especificidad del fragmento
amplificado fue confimada por digestién con las enzimas de res-
triccién Hinf 1 y Rsa I. Estos resultados sugieren que la P450m.,,
podria estar presente en las células de los CRAs, abncr!dq la posi-
bilidad de que las hormonas sexuales modulen el crecimiento tu-
moral y de que hubiera respuesta a manipulaciones hormonales

lerapéuticas.
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87. El Azul de Metileno (AM) inhibe la actividad de
la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) en el
hipotalamo de rata. A. Lomniczi, E. Cebral, G. Can-
teros, C. Mastronardi, V. Rettori, SM McCann.

(CEFYBQ-CONICET) Buenos Aires.

En estudios recientes hemos descripto que en el curso de una
inflamacién sistémica hay una profunda induccién del mRNA de
la INOS en distintas estructuras del cerebro de la rata. Nuestro
objetivo fue revertir, por medio de la administracién sistémica de
AM a través de un catéter yugular, la actividad de la iNOS en el
hipotdlamo medio basal (HMB) de la rata, inducida por
lipopolisaciridos bacterianos (LPS). Se determiné la actividad
NOS por el método de la ["*C]-citrulina. La inyeccién i.v. de LPS
(5 mg/kg) produjo un aumento significativo (p<0.001) de la acti-
vidad de la iNOS (de 71.6+7.9 a 278420.3 fmoles de NO/min/
HMB)(n=6) medida a las 4 hs dc la inyeccién de LPS. Este incre-
mento fue reventido en un 46% (150+18.6)(p<0.001) por la admi-
nistracion i.v. de AM (2.5 mg/kg)(n=5) a las 3 hs. desde la inyec-
cién del LPS. Paralelamente s¢ encontré un aumento significativo
(p<0.001) en los niveles de nitratos y nitritos plasmaticos por la
accién del LPS (de 5.2140.68 a 12.8+1.58 uM)(n=6). El AM no
revirtié en forma significativa dicho incremento. Estos resultados
demuestran que durante una inflamacién sistémica aumenta la
actividad de la iNOS hipotalimica y que la inhibicion de la misma
por medio del AM puede ser relevante como tratamiento de la
sepsis.

88. Efecto de la endotoxina bacteriana (LPS) sobre
la liberacidn pulsatil de gonadotrofinas in vivo..
Damian Refojo, Carlos Feleder, Pablo Arias, Jaime
A. Moguilevsky.

Departaniento de Fisiologta. Facultad de Medicina. Uni-
versidad de Buenos Aires, Buenos Aires

Estados infecciosos cursan frecuentemente con alteraciones
del ¢je gonadal. Evaluar el efecto de la administracion intraveno-
sa de LPS, sobre la liberacion pulsitil de LH y FSH en ratas ma-
cho adultas orchidectomizadas fuc el objetivo de esta investiga-
cion. 24 horas antes de los experimentos los animales fueron
canulados. Se administraron 250 pg/kg de LPS o salina I.V. Se
realizaron extracciones de sangre durante 10 min. durante 2 ho-
ras. Los pardmetros de pulsatilidad fueron evaluados con el pro-
grama PC-PULSAR. EI LPS inhibi6 la liberacién basal y dismi-
nuyé los parimetros de pulsatilidad de LH afectando sélola linea
de basc y la liberacién promedio de FSH durante 2 horas,

Trar. Frecuencia Amplitud Liberacién Lincade
(pulsos/2hs) (ng/ml) Promedio Base (ng/ml)
(ng/ml)
LH con 13£03 172£22 15210.75 1383277
LP§ 04£02" 83£67° 7.08 £ 111" 655074
FSH con 07£02 338427 B4 3561373
LP§ 1.0£03 360136 61315 4378 +227
¥ p<0.05 vs con;* p<0.01 vs con.

El LPS altera el ¢je reproductor afectando la liberacién basal
de FSH y la liberaci6n basal y pulsatil de LH. Probablemente este
efecto sea cjercido principalmente a nivel hipotaldmico,
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Ritmos diarios en hormonas hipofisarias y
neurotransmisores en ratas inyectadas con
adyuvante de Freund. D.P. Cardinali, Laura Selgas,
A. Arce, Ana |. Esquifino.

89.

Dep. Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA y Dep.
Biogquimica, Facultad de Medicina, Buenos Aires. Uni-
versidad Complutense, Madrid.

Se analizaron algunos de los cambios cronobiolégicos en ra-
tas precedentes al desarrollo de artritis experimental. En 6 inter-
valos horarios, se detemind, 3 dias después de la inyeccion de
adyuvante de Freund o veh, la concentracion sérica de ACTH,
PRL, GH y TSH por RIA y los niveles de noradrenalina (NA) y
tumover de dopamina (DA) y serotonina (5-HT) en la eminencia
media por HPLC. En los controles, los maximos en ACTH y PRL
ocurrieron en la transicién luz-oscuridad (2000 h) (F= 10.1,
p<0.0001 y 2.55, p= 0.04, ANOVA de una via) mientras que ¢l de
TSH se produjo en la tarde temprana (1600 h) (F=7.55, p<0.0001).
No se observaron cambios diarios en GH. En ratas inyectadas con
adjuvante las variaciones diarias de TSH fueron suprimidas, mien-
tras que las de PRL y ACTLH persistieron. El tratamiento aumenté
los niveles de ACTH (= 34.4, p<0.0001, ANOVA factorial) y
PRL (F=15.6, p= 0.0002) y disminuyé los de TSH (F= 12.2, p=
0.0007) y GH (F= 18.5, p<0.0001). En los controles, los niveles
de NA y turnover de DA y 5-HT hipotalimicos vanaron diana-
mente con maximos a las 1600-2000 h (NA, F=3.87, p=0.006) y
alas 0400 h (DA y 5-HT F=3.54, p=0.01 y F=3.14, p=0.02). La
inyeccién de adyuvante redujo la amplitud de la varacién diaria
en NA, desplazoé el maximo en tumover de DA hacia la transicién
luz-oscunidad y elimind la vanacion diana del tumover de 5-HT
(p< 0.001). Estos resultados indican efectos significativos de la
respuesta inmune en la fase temprana de la artritis experimental
sobre ¢l aparato circadiano.

90. La interleuquina-1 inhibe la secrecién de LHRH
inducida por NMDA. Efecto sobre la liberacion
de neurotransmisores aminoacidicos
hipotalamicos. Carlos Feleder, Damian Refojo,

Silvina Nacht, Pablo Arias, Jaime A. Moguilevsky.

Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina. Uni-
versidad de Buenos Aires, Buenos Aires.

Lainterleuquina-1 (IL-1) altera el eje reproductor inhibiendo a
las ncuronas LHRH. Se investigé el cfecto hipotalimico de esta
citoquina sobre la liberacién de LHRH y de aminodcidos excitatorios
(glutamato (Glu), ¢ inhibitorios (GABA, glicina (Gly), taurina (Tau),
estimulados por N-metil-D-aspartato (NMDA). El estudio se reali-
26 perifundiendo fragmentos hipotalimicos (drca medio basal y
preéptica) de ratas macho adultas, con medio de Earegs, durante
periodos de 30 min. El agregado de IL-1 (5 nM) inhibié la liberacién
de LHRH estimulada por NMDA (C: 5.6 £2; NMDA: 87.3 £3.2;
1L-1+NMDA: 3 £ | pg/ml, p<0.05). Al mismo tiempo se detecté un
aumento significativo cn la liberacién de GABA (C: 82.1£9.5; IL-
1+NMDA: 160.2 + 18.1 % liberacién basal, p<0.05), Tau (C: 68.9
+9.1: IL-1+NMDA: 150.5 * 21.3 % liberaci6n basal, p<0.05) y
Gly (C: 144.8£12.4; IL-1+NMDA: 259.7 £ 38.7 % liberacion basal,
p<0.05). No se observaron cambios en la liberacin de Glu. Estos
resultados sugieren que la IL-1 inhibe la secrecién de LHRH
estimulada por NMDA, posiblemente incrementando la liberacién
de neurotransmisores inhibitorios sin alterar la liberacién de Glu.
Estas modificaciones en la liberacién de neurotransmisores pueden
contribuir con el efecto supresor de la IL-1 sobre el LHRH

estimulado por NMDA.
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91. Cambios en los niveles de colesterol y
fosfolipidos en ratas normales e
hiperprolactinémicas inyectadas con
melatonina. Ana |. Esquifino, Carmen Agrasal, E.

Velazquez, Marfa A. Villanua, D.P. Cardinali.

Dep. Bioquimica, Fac. Medicina, Universidad
Complutense, Madrid y Dep. Fisiologia, F. Medicina,
UBA, Buenos Aires.

En ratas hiperprolactinémicas existen cambios en el
metabolismo del colesterol y lipidos totales, prevenibles por la
inyeccion de bromocriptina. Ya que ha sido documentado un efecto
depresor de la melatonina sobre los niveles de colesterol sérico en
roedores, el objelivo de esle frabajo fue examinar el efecto de
distintas dosis de melatonina en ratas con transplante hipofisario
productor de prolactina bajo la cipsula renal. Se transplantaron
ratas cn el dia 30 de vida , las que en el dia 60 recibicron 4
inyecciones s.c. de melatonina (25, 50 6 100 g) o veh 2 h antes de
la transicion luz-oscuridad. Se midieron colorimétricamente los
niveles de colesterol y fosfolipidos, y por RIA los de PRL, T3 y
T4. En ratas con transplante hipofisario s¢ observé una disminucién
en la concentracién de colesterol libre (mg/dl) (transplante:
37.1£2.6; op.sim.: 12.8%1.6, p<0.01) y un aumento en la de
fosfolipidos (transplante: 1.60%£1; op.sim.: 3.2043, p<0.01). En
ratas con operacion simulada el tratamiento con melatonina
disminuyé significativamente el colesterol libre (veh: 37.1£2.6;
25 pg: 12.1£1.3; 50 pg: 11.4£1.8; 100 pg: 12.1%1.7. p<0.01) sin
modificarlo en transplantadas. La melatonina también normalizé
los niveles aumentados de fosfolipidos de ratas transplantadas y
los aument6 en ratas controles. El tratamiento con melatonina
redujo los niveles circulantes de PRL y T3 en ratas transplantadas
y los de T4 en ratas controles (p<0.05). Estos resultados indican
que la melatonina contrarresta en parte los disturbios lipidicos en
ratas hiperprolactinémicas.

92. Efecto de TNF-a sobre la liberacion de prolactina.
S.Theas, A. De Laurentiis, D. Pisera, B. Duvilanski,

A. Seilicovich.

Centro de Investigaciones en Reproduccién. Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires.

TNF-ates una citoquina pleiotrépica que afecta la liberacién
de hormonas hipofisarias y actia como un factor de crecimiento
de células inmunes y no inmunes. Previamente hemos demostrado
que LPS estimula la liberacion de TNF-c en cultivos de células
adenohipofisarias e inhibe la liberacién de prolactina. Dado que
dicho efecto sélo es observado en presencia de estrégenos,
estudiamos el efecto de TNF-a sobre la liberacién de prolactina
durante el ciclo estral. TNF-ct (50 ng/ml) inhibi6 la liberacién de
prolactina luego de 8 h de incubacién en cultivos de adenohipéfisis
de ratas hembras al azar ¢ inhibié marcadamente la liberacién de
prolactina sélo en cultivos de adenohipdfisis de ratas en proestro
(C:576+38 ng/ml. TNF-et:350+14, p<0.001) y estro (C:1056+58,
TNF-(:676+32, p<0.001) pero no en diestro (C:580+34, TNF-at
:526£10). Ademds, TNF-a inhibié la incorporacién de Timidina-
(*H). disminuyé el nimero de células activas (método
colorimétrico) y la concentracién de ADN (método fluorométrico)
de células adenohipofisarias, cuando éstas fueron incubadas en
MEM-D-valina, un medio que inhibe la proliferacién de
fibroblastos, Nuestros resultados indican que el efecto inhibitorio
de TNF-at sobre la liberacién de prolactina estaria modulado por
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el ambicnte esteroideo. TNF-o tendria un papel inhibitorio sobre
la proliferacion de las oélulas secretoras de la adenohipdfisis.

93. Efecto del NO enlaliberacion de LH-RH durante
la maduracion sexual en ralas hembra. V Rettori,
B Szwarctarb, S Carbone, D Rondina, P Scacchiy
J Moguilevsky.

Departamenta de Fisiologia, Fac. de Medicina, UBA. y
Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botdnicos
(CEFYBQ), CONICET, Buenos Aires.

Hemos comprobado que existen cambios cuali y cuantitati-
vos en la liberacidn de LH-RH durante la maduracién sexual y
que ¢l NO controla la secrecion de LH a través de LH-RH.Se in-
vestigé el papel de NO en el control de la liberacidn «in vitro» de
LH-RH en hipotilamo medio basal (IIMB) de ratas hembrmas
prepiiberes de 15 dias (Prep), peripiberes de 30 dias (Perip) y
adultas castradas estrogenizadas 48 hs. antes del sacrificio. Los
HMB (4-5 por grupo) fueron incubados en condiciones basales y
en presencia de nitroprusiato (NP) 5x10™* M. que es un liberador
espontineo de NO y de hemoglobina (HB) 3x10* M, quelante de
NO. En ratas Prep el NP aumenté la liberacién de LH-RH , expre-
sada en pg/ml, (p<0.01), mientras que la HB bloqued el efecto
(C: 1,120,25: NP: 2,26+0.34; HB+NP: 1.53+ 0.2). En ratas Perip
sin y con previo tratamiento estrogénico (E), el NP inhibi6 signi-
ficativamente (p<0.01) laliberacién de LH-RH (C: 1,6610,45; NP:
0.88+0.03: HB+NP: 1,5710.48; L: 4.130,96; E +NP: 2.030.62:
E+HB+NP: 5,0£0.9). La misma accién inhibitoria fuc observada
cn ratas adultas estrogemzadas (E : 2,7730.72; E+NP: 1,2830,28;
E+HB+NP:2 36+0.71). Similammente a lo ocrurrido en el periodo
Prep, en ratas Perip y adultas, la HB antagonizo el efecto del NP,
Se concluye que el NO ejerce un cfecto diferente sobre la libera-
ci6n de LH-RH, segun la etapa del desarrollo sexual y que el mismo
podria relacionarse con la maduracion del mecanismo feed-back
positivo de los estrégenos.

@

Involucion producida por levonorgestrel (LNG)
y bromocriptina (BROM) en prolactinomas
estrégeno-dependientes de ratas F344: efectos
sobre el gen de galanina. G. Piroli, Juliana
Cassataro, Ménica Ferrini, Claudia Grillo, Paulina
Roig y A.F. De Nicola.

IBYME y Depro. Bioguimica Humana, Fac. de Medici-
na, UBA, Buenos Aires.

La galanina (GAL) es un péptido que se sintetiza cn hip6fisis
y libera prolactina. La expresién de GAL aumenta por estrogenos
y mediaria el proceso proliferativo de lactotropos en prolactinomas
cxperimentales (DES-T). Estos tumores sc inducen por
dietilestilbestrol (DES) en ratas F344. Previamente demostramos
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que LNG y BROM antagonizan el crecimiento de DES-T. En esta
oportunidad estudiamos los efectos de LNG y BROM sobre el
ARNm de GAL en DES-T, detemminado por hibridizacién in situ.
Ratas macho F344 se trataron con DES (pellet s.c. 20 mg) y luego
de dos semanas algunas recibieron LNG (pellet s.c. 15 mg) o
BROM (pellet s.c. 15 mg); ademds algunos animales no tratados
se usaron como controles (CONT). Los pesos hipofisarios fueron
DES=47.84+1.83 mg, DES+BROM=34.3043.12 (p<0.01 vs.
DES), DES+LNG=31.63+1.88 (p<0.01 vs. DES) y
CONT=8.704+0.43 (p<0.001 vs. todos los otros grupos). Las re-
ducciones de peso hipofisano ejercidas por LNG y BROM sc acom-
paiiaron de variaciones similares en la expresién del gen de GAL:
DES=100.00+£3.30 unidades arbitrarias, DES+BROM=
=69.0517.23 (p<0.01 vs. DES), DES+LNG=54.30%0.74 (p<0.001
vs. DES)y CONT=9.23£1.46 (p<0.01 o menor vs. todos los otros
grupos). Conclusion: la disminucion de la expresién de galanina
por LNG y BROM acompaia a los cambios observados en cl ta-
maio de los tumores, apoyando la hipétesis de que Ia galanina cs
mediador de la proliferacion de lactotropos inducida por
estrogenos.

95. Efecto de los sistemas GABAérgico y de
aminodacidos excitatorios sobre la secrecion de
prolactina durante el desarrollo sexual en ratas
macho. P Scacchi, S Carbone, B Szwarcfarb, D
Rondina, S Nacht, O J Ponzo y J A Moguilevsky.

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina , UBA.

Hemos demostrado previamente que el sistema GABAérgico
es liberador de prolactina (PRO) en ratas hembras prepuberes e
inhibitorio en perpuberes y que los aminodcidos excitatorios tic-
nen un efecto estimulante sobre esta homona, en ambaos periodos
del desarrollo sexual. En el presente trabajo, se estudié cl efecto
de la administracion de agonistas GABA-A:muscimol (M) (do-
sis: 2mg/kg i.p):GABA-B: baclofen (B) (dosis: 10 mg/kg i.p);
agonistas de receptores NMDA: N-methyl-D-Aspartato (NMDA)
(dosis: 30 mg/kg i.p); y de receptores no-NMDA: kainato (KA)
(dosis: 2,5 mg/kg i.p.), sobre la liberacion de PRO (ng/ml) en -
tas macho pre y peripiberes (16 y 30 dias, respectivamente). Se
observo que a los 16 dias, el M no modificé los niveles de PRO,
mientras que B indujo un significativo incremento (p<0.01) (C:
5,1%£0,4; M: 5.8+0,5; B: 34,145,1). En animales de 30 dias ambos
agonislas produjeron un descenso (C:10,242,54; M: 4,19£0,72;
B: 4,4540,38). Por otra parte, NMDA y KA no produjeron cam-
bios en la liberacién de PRO en machos prepuberes, pero la dis-
minuyeron (p<0.01) en animales de 30 dias (C: 10,4+1,8; NMDA:
3,740,3; KA: 440,4). Sc concluye que durante la maduracion sexual
en machos, los receptores GABA-B estarian involucrados en la
accion cstimulante sobre la liberacién de PRO, en periodo
perpuberal y que los receptores NMDA y no-NMDA  producen
diferente efecto al observado en hembras.
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Regulacién de la proliferacién de astrocitos en
cultivo de ratones Wobbler, modelo animal de la
Esclerosis Lateral Amiotréfica. M. Claludia
Gonzailez Denisello, Sofia Lavista Llanos, Ménica Ferrini,
Analia Lima, Alicia G. Roldin y A.E de Nicola.

i

IBYME-CONICET y Depto. Bioquintica humana,
Facultad de Medicina, UBA, Buenos Aires.

El ratén mutante Waobbler (Wr), modelo de la esclerosis late-
ral amiotréfica (ELA), posee degeneracién de motoneuronas y
pronunciada astrogliosis en la médula espinal. Los mecanismos
de proliferacion se estudiaron en cultivos de astrocitos de médula
espinal. La proliferacién astrocitica (incorporacién de *H-Timidina
cpm/10* células por 24 hs) fue 15 veces menor (p<0.01) en
astrocitos Wr (816+ 22, n= 4) con respecto a controles (12284 +
1047, n=4), confirmado en 4 experimentos adicionales. Mientras
que en controles, IL-1 (500 U/ml) (23220 + 1684, p< 0.01). y
corticosterona (CORT, 10¢ M) (19070 + 883.2 ; p<0.01) aumen-
taron la proliferacion, solamente el TGFP (20 ng/ml) fue activo
en Wobblers (2202 + 22.14; p<0.001) aunque no en controles
(13582 % 1802). La inactividad mitogénica de CORT in vitre no
se correspondié con el alto nivel de receptores para
glucoconicoides (GR) inmunoreactivos en astrocitos de Wr (1.3
+0.11n=36) con respecto a controles (0.6 0.03; p<0.001, n=47).
Por otra parte, se determind el drea astrocitaria, la cual fue 10
veces mayor en astrocitos protoplasmiticos de Wr. En conclusién,
cl astrocito del Wobbler presenté: a) anommalidades morfolégicas;
b) disminucién de proliferacion basal, insensibilidad a los agentes
proliferativos usuales con respuesta anormal al TGFB:; ¢) aumento
de GR sin mediar efectos hormonales proliferativos. Los resulta-
dos sugieren una impontante patologia astrocitaria en la médula
espinal del modelo murino de ELA (Subsidiado por MESS UBA:
PIP 4103 CONICET).

Motoneuronas inmunoreactivas para los
neuropéptidos oxitocina (OT) y vasopresina
(AVP) en la médula espinal lumbar.Susana L.
Gonzalez, Flavia E. Saravia, Cristina Vega, Alejandro
F. De Nicola, Héctor Coirini.

Laboratorio de Bioquimica Neuroendédcrina y
Laboratario de Neurobiologia, IBYME - Departamenio
de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina - UBA,
Buenos Aires.

Fibras provenientes del nicleo paraventricular hipotalimico
conteniendo neurofisinas han sido descriptas a nivel del niicleo
del bulbocavemoso de la médula espinal (SNB). Este nicleo in-
terviene en la activacién de musculos perineales bilaterales
involucrados en ¢l comportamiento sexual masculino. En el pre-
sente trabajo describimos la presencia de OT y AVP en los nii-
cleos motores retrodorsolateral (RDLN), dorsolateral (DLN) y
SNB por inmunocitoquimica y del mARN para cada uno de cstos
péptidos sobre las motoneuronas correspondientes por técnicas
de hibridizacién in situ no isotdpica. Se utilizaron cortes coronales
de médula de ratas macho adulta Sprague-Dawley (n=4). El drea
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Neurocienclas 1

inmunoreactiva (IR) para OT en motoneuronas presenté el siguiente
orden SNB>RDLN>DLN con desidad éptica (d.o.) de SNB=
150228 y 194%49 en los otros nicleos. Los histogramas de fre-
cuencia para el drea IR de AVP mostmron un corrimiento hacia la
derecha respecto de los de OT en el RDLN sin cambios en SNB y
DLN (d.o.= 110-125). La relacion de drea IR OT/AVP para
motoneuronas de igual tamanio fue SNB = 1,6£0.3y DLN -RDLN
= 0,7£0,3. La presencia de IR para OT-mARN y AVP-mRNA se
detectd en todas las motoncuronas con histogramas de distribu-
cién ligeramente desplazados hacia la derecha respecto de la IR
de la proteina correspondiente. Esta es la primera descripcién de
la presencia en motoneuronas lumbares de OT y AVP y de sus
mensajeros ribonucleicos. La localizacién en motoneuronas su-
giere funciones moduladoras y/o tréficas para estos neuropéptidos.
(financiado por ME-055, PIP-4103 y PICT-0410).

98. Senales intracelulares acopladas al receptor (R)
muscarinico colinérgico (M) en corteza frontal
de ratones sometidos a hipoxia (HYP). Tania G

Borda, A M Genaro y G Cremaschi.
CEFYBO-CONICET, Buenos Aires.

Eventos bioquimicos estin asociados con el dafio cerebral du-
rante la HYP. También se observé que la anoxia interfiere con la
sintesis de neurotransmisores (acetilcolina). El objetivo de este
trabajo fue estudiar las senales intracelulares (SI) acopladas al R
M en corteza frontal cerebral murina luego de la HYP. En ratones
CF1 sometidos a HYP durante tres dias se estudié la accién del
agonista de R M, carbacol (CARB) sobre SI. Se vio que los rato-
nes HYP tenian una mayor produccién de inositoles fosfatos (IPs)
en respuesta al CARB que los normales (NORM) (IPs, drea/mg:
NORM, basal (B) 24.9£3.3, CARB 10*M= 53.3£4.7, HYP, B:
12.7+1.9, CARB 10*M= 68.6+5.2, n=5). La actividad basal de
6xido nitrico sintasa (NOS) en animales HYP fue mayor que la de
los NORM (pmol/ mg tejido: NORM=144x11; HYP= 215£19,
n=6).CARB en forma concentracién dependiente inhibié la NOS
de los HYP y estimulé la de los NORM. También una translocacién
diferencial de PKC dependiente de la concentracion de CARB, se
observé en cerebro NORM (% citosol/membrana: NORM, B=70/
30, CARB 10*M=60/40, CARB 10°M=33/67) ¢ I1YP (B=89/11.
CARB 10°M=61/39, CARB 10*M= 41/59).Estos resultados in-
dicarian que la HYP conduciria a una mayor sensibilidad al CARB
cono un mecanismo compensatorio para disminuir la mayor acti-
vidad de NOS, probablemente debido a una menor actividad de
PKC, la que a través de una mayor produccién de NO. seria una
de las responsables de los procesos neuropatoldgicos de la isquemia
cerebral.,

99. Rol del oxido nitrico en el dafio radioinducido

sobre el sistema nervioso central (SNC) en de-
sarrollo. P. Gisone, D. Dubner, S Michelin, M del R.
Pérez.

Autoridad Regulatoria Nuclear, Gerencia de Apayo Cien-
tifica, Buenos Aires.
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La radiosensibilidad prenatal del SNC es altamente depen-

dicnte del estado de desarrollo intrauterino, siendo médxima entre
las semanas 8 y 15 de edad gestacional (e.g.). La generacién de
especies activas del oxigeno constituye el principal mecanismo
indirecto de dafio radioinducido en sistemas bioldgicos. El éxido
nitrico (NO), implicado en procesos fisioldgicos vinculados a la
transduccién de seiiales en el SNC |, puede resultar altamente
neurotéxico en ciertas situaciones patolégicas. Con el objeto de
estudiar el rol del éxido nitrico y su relacién con el dafio oxidativo
radioinducido en SNC en desarrollo, se irmadiaron lotes de ratas
Wistar el dia 17 de e.g. con dosis de 1Gy (Co60, tasa 0.23 Gy/
minuto). Se determiné actividad de NO sintasa (NOS, pmoles
citrulina/grtej.) y DT-diaforasa (DT, nmoles/min/mg prot.) y con-
centracion de lipoperdxidos (TBARS, nmoles/gr tej.) en
homogenatos de cerebro fetal 1 h, 3 hs, 6 hs y 24 hs post irmadiacién
(pi). Se observé un aumento en la actividad de NOS ( control:
9.8%2.1, 1 h pi:17.6143.1, 3 hs pi:22.313.4, 6 hs pi:19.8+-2.2, 24
hs p.i:8.75%-2.5) y DT (control: 69.54£7.1, 1 h pi:102.3£10, 3 hs
pi:115.4%12.1, 6 hs pi:122.5%8.9, 24 hs pi:68.11+8.4) que se
correlaciond con un incremento cn el nivel de TBARS (con-
trol:39.424.6, 1 h p1:35.2246.4, 3 hs pi:58.316.7, 6 hs pi:47.35£2.9,
24 hs p.i:38.315.3). Estos resultados sugicren que el stress oxidativo
y la neurotoxicidad mediada por el NO podrian ser fenémenos
interdependientes en la generacién de daio radioinducido en el
SNC en desarrollo.

100. Produccién de NO y H,0, en enfermedad de
Parkinson y Alzheimer. Estudio Comparativo.
Dres.EM Gatto, MC Carreras, N Riobd, Pargament

G, R Allegri, JJ Poderoso.

Laboratorio de Metabolisnio del Oxigeno. Htal. Clini-
cas. UBA, Buenos Aires.

Introduccién: El éxido nitrico (NO) ha sido implicado como
uno de los mayores mediadores del daiio neuronal en Ja Enferme-
dad de Parkinson (EP), sugiriéndose también su participacién en
los mecanismos de neurotoxicidad en la Enfermedad de Alzhcimer
(EA). Objetivos: Comparar la produccién de NO y H,0O, por
polimorfonuclcares (PMN) de pacientes con EP y EA vs. contro-
les. Métodos: Se realizé aislamiento de PMN por técnica de
gradiente de centnfugacién de Ficoll Hypaque, en 21 pacientes
con EP, 7 con EA y 17 controles sanos. Las determinaciones de
NOy H,0, se cfectuaron en condiciones basales, con PMA y fMLP.
pormétodo de oxidacién de O,Mb a metMb y técnica fluorométrica
respectivamente. Resultados: la produccién de NO por PMN acti-
vados con PMA fue 61y 57 % mayor en los pacientes con EP de
novo y crénicamente tratados respecto de sus controles (0.7430.08,
0.72 40.05 vs.0.46+0.04; p< 0.05) . En los pacientes con EA la
produccién de NO por PMN activados con PMA no evidenci6
diferencias respecto de los controles ( 0.671{).0‘? vs. 0.6710.04).
Sin embargo cuando se emple6 fMLPla produccién de NO en EA
fue estadisticamente inferior respecto de los controles ( 0‘25_10.02
vs. 0.39+0.05; p=0.013). La produccion de H,0,, en los pacientes
con EP, present6 un incremento estadisticamente significativo s6lo
en el grupo de pacicntes tratados (1.2020.10vs. 0.7710.05; p<0.05).
No observindose diferencias respecto de los controles en los en-
fermos con EA. Conclusiones:los presentes _hal]azg.os evidencian

1del NO en ambas enfermedades Las dnfem{lcnas obscr:vadas

o m. e bre funciones regulatorias, mecanismos
pefmipnan I LR ey ividad de la 6xido
de transduccién de sepales o expresién y/o acuvi

nitrico sintetasa disfmiles en la EPyla EA.
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101. Proteccidn antioxidante de la melatonina sobre
el stress oxidativo inducido por el acido &-
aminolevulico. Fernando Princ, A. Maxit, C.

Cardalda, A. Batlle y A. Juknat.

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
(C!P_}'P) CONICET, Departamento de Qulmica
BiolUgica, FCEN | UBA, Buenos Aires.

El dcido 8-aminolewvilico (ALA), un precursor del camino
biosintético del hemo que se acumula en la Porfiria Aguda Inter-
mitente, a pH fisiologico actia como una fuente enddgena de es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS). Estas pueden provocar daiio
oxidativo a estructuras celulares. En este estudio investigamos la
accién de concentraciones farmacoldgicas de melatonina (MEL)
sobre el efecto ejercido por el ALA y sobre la biosintesis de las
porfirinas. Las incubaciones de cerebelo de rata se realizaron con
ALA (1,0mM) con el agregado de diferentes concentraciones de
MEL (0,1-2,0 mM) 02,0 mM de MEL con concentraciones vara-
bles de ALA (0,05+2,0mM) durante distintos tiempos (114hs). Se
observé que la lipoperoxidacion (LPO) inducida por el ALA dis-
minuy6 significativamente dependiendo de la concentracién de
MEL. La MEL 2,0 mM revirtio los valores de malondialdehido a
niveles control. En incubaciones sin ALA, la MEL redujo marca-
damente los niveles basales de LPO comparando con los corres-
pondientes controles. La captacién de ALA y la acumulacién de
porfirinas aumentaron en las incubaciones con 1,0-2,0mM de ALA
durante 4 hs en presencia de 2,0mM de MEL. Estos datos indican
¢l compromiso de las ROS promovidas por el ALA en ¢l daiio a
las enzimas relacionadas a la biosintesis del hemo, y ademads pro-
veen cvidencias del rol protector de la MEL contra el dafio
oxidativo inducido por ¢l ALA, tenicndo en cuenta sus propieda-
des antioxidantes y scavenger de radicales libres. En este puntoen
intersante considerar el desarrollo de una terapia para los pacien-
tes con PAl empleando MEL sola o en combinaci6n con los trata-
micntos convencionales.

102. Insula: superficie, asimetria y lateralidad
hemistérica A. Merlo, E. Albanese, E. Gémez, T.
Mascitti, A. Di Rienzo, R. Roman, J.Mino, A. M.

Albanese.

Facultad de Medicina. Universidad del Salvador. Fac.
de F. y Bioquimica y Fac. de Medicina.UBA. Fundacién
Antonio Di Rienzo, Buenos Aires.

No hallamos en la bibliografia estudios sobre superficie, y
lateralidad de la fnsula en un mismo grupo de cerebros. Objetivo:
determinacién de la asimetriay lateralidad hemisférica de la su-
perficie cortical (expuesta y profunda) total (T), anterior (A) -co-
mrespondiente a la mitad anteror de su eje anteroposterior- y pos-
terior (P) de la insula. Se¢ midieron las superficies segiin nuestro
método, utilizando registros coronales dc resonancia magnélica
cada 0.2 cm de 18 controles femeninos, diestras (edad 19-22
aios). Las superficies en cm? (media+ES)de T, A y P son paracl
hemisferio izquierdoy derecho:12.36+0.48 y 10.84 +0.39 (p<0.05
ANOVA); 7.6740.27 y 6.8140.26 (p<0.05 ANOVA); 4.69 +0.25
y 4.03 £ 0.17. Para asimetrias del 5% o mds no se observan casos
con lateralidad derecha en T y A donde en el 56% de los casos
(31-78% para l{mites de confianza del 95%) es izquicrda. En P el
61% de los casos (36-83% para limites de confianza del 95%:)
presentd lateralidad izquierday sélo ¢l 6% derecha. Habiéndose
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relacionado a la insula anterior con funciones del lenguaje es rele-
vante su lateralidad morfolégica.

103. Variante genética Met146Leu de Presenilina 1
causante de Enfermedad de Alzheimer (EA) de
inicio precoz. Marla Inés Prat., Laura Morelli., C.

Mangone,* EM Castano.

IDEHU-CONICET. Facultad de Farmaciay Biogquimica
UBA. * Servicio de Neurologia Hospital Santojiani. Bue-
nos Aires.

E1 70% de los casos de EA familiar de inicio precoz se
relacionanwon:mutaciones en el gen de Presenilina 1 (PS1),
ubicado en el cromosoma 14. Estas sustituciones se encuen-
tran principalmente en los exones 5 y 8 , que codifican la
region Il itransmembrana y ¢l asa hidrofilica VI respectiva-
mente. El pedigree argentino (AR1), previamente descripto
por nosotros, no presentdé mutaciones en los exones 15y 16
del gen del precursor amiloide B. El objetivo de este trabajo
fue detectar la mutacion patogénica en el gen de PS1. A par-
tir de DNA de cerebro de una paciente con diagndstico andtomo
patolégico de EA y del DNA extraido de sangre periférica
de otros miembros de esta familia , se amplificd, mediante
PCR, un fragmento de 190 pares de bases correspondiente al
exon 5. Este producto fue secuenciado y analizado por RFLP
utilizando la enzima Bsphl. Los resultados mostraron una
mutacién puntual ATG—-TTG.en el codon 146 causante de
la sustitucion de metionina por leucina (Met146Leu). Dicha
mutacién segrego con la enfermedad en 4 miembros de 2
generaciones. Aunque esta sustitucién aminoacidica fue descripta
en dos pedigrees italianos, el cambio de A>T en la primera
posicion del aminodcido 146 representaiuna nueva mutacién
indicando que el pedigree AR1 tiene un fundador genético
diferente.

104. Neuroesteroidogenesis en el SNC de las
en desarrollol. Pignatarot, A. Colman Lemer 2,

L. Baranao2y S. Fiszer de Plazas .

Unst. de Biologia Celular y Neurociencias, UBA e 2lnst.
de Biologia y Medicina Experimental, UBA-CONICET.

Buenos Aires
‘Estudios en mamiferos revelaron que ciertos esteroides con
estructura de pregnano 5a 6 5B-reducido y 3a-hidroxilado, son
«capaces de modular positivamente al receptor GABA 4, resuiltan-
dosinactivos los isémeros 3B-hidroxilados. En el SNC de las aves
esta:modulacién es mayor en estadios tempranos del desamollo.
Estos datos nos llevaron a estudiar su sintesis en el SNC de las
aves en desarrollo y sus efectos in vitro sabre la unién de
[3H]flunitrazepam ([fH]FNZ). A tal fin, se incubaron 16bulos 6pti-
cos en distintos estadios del desarrollo, en presencia de
[14C]progesterona (P,). Los derivados fucron resueltos por
cromatografia en capa delgada y autoradiografia. La uni6n de
[3H]FNZ a membranas sinipticas se realizé mediante la técnica
de filtracién. La P4 fue convertida a derivados 5B-reducidos los
cuales fueron mayoritariamente convertidos a un derivado 3-
hidroxilado (5B-pregnan-3f-ol-20-ona) en estadios tempranos del
desarrollo (dfas embrionarios 11 a 16). Por otro lado, la 5B-
pregnan-3f-ol-20-ona produjo una potenciacién concentracién-
dependiente de la unién del [*H]JFNZ con CEso de 0.19510.049,
0.101£0.017, 0.147+0.009 y 0.569£0.114puM y Ena de 22.37£1.57,
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23.6744.02,29.01£1.08 y 15.1142.67% en los dias embrionarios
11, 14, recién nacido y adulto, respectivamente. La sintesis de 5p-
pregnan-3f3-ol-20-ona en el 16bulo 6ptico en desarrollo y sus efec-
tos modulatorios sobre el receptor GABA 4 sugeririan un rol fun-
cional de este esteroide durante el desarrollo.

105. Efecto fundador en poblacién Fra-X argentina.
G' Bonaventure, M Torrado 2, M Witis', C Barreriro?,

L Chertkoff '.

Laboratorio de Biologfa Molecular!, Servicio de
Genética®, Hospital de Pediatria “JP Garrahan" , Buenos
Aires.

Estudiar el origen del sindrome de Fragilidad del comosoma
X tiene como objetivo comprender los mecanismos involucrados
en los fenémenos de anticipacién (expansion de repeticiones cor-
tas en tandem, STRs). Estudios de asociacién utilizando
microsatélites en diferentes grupos étnicos sugieren la existencia
de cromosomas con predisposicién a la inestabilidad de sus se-
cuencias repetidas. En la biisqueda de cromosomas fundadores en
la poblacién argentina fueron analizados los microsatélites
FRAXACI1 y DXS548S en 168 cromosomas nommales y 42 pro-
venientes de familias Fra-X. Los microsatélites fueron amplifica-
dos por PCR, sus productos sometidos a PAGE en condiciones
desnaturalizantes y revelados por autoradiografia. El ntimero de
haplotipos (FRAXAC1-DXS548S) presentes en poblacién normal
fue de 7, mientras que los presentes en cromosomas Fra-X fueron
9. De estos iltimos los alelos 154-194 (P<0.005), 158-194
(P<0.0001), 158-204 (P<0.015), 158-206 (P<0.01) presentaron
desequilibrio de ligamiento respecto de los controles. Estos
haplotipos en su conjunto representan el 76,2% de los cromosomas
Fra-X (vs. el 58,3% en poblacién control), y conciden, en su ma-
yoria, con losde diferentes poblaciones estudiadas. Estos resulta-
dos apoyan la teoria de un efecto fundador como origen de estos
cromosomas, asi como el de su participacién camo generadores
de nuevos casos.

106. Receplores glutamatérgicos del nucleo
accumbens en la rata: papel en las conductas
inducidas por la novedad .Alvarez E.O.y Ruarte

M.B,

UNIFCO, Catedra de Farmacologia y Fisica Biolégica,
Facultad de Cienctas Médicas, Universidad Nacional de
Cuyo, Mendoza.

El niicleo accumbens es conocido como un regulador de la
expresién motora en la rata. En este trabajo se traté de evaluar el
papel del dcido glutimico (MSG) en esta estructura sobre la ex-
presion de conductas inducidas por ambientes novedosos. Se tra-
baj6 con ratas macho adultas, implantadas en el accumbens con
cdnulas de microinyeccién. Después de la operacién (72 hs), gru-
pos de animales se inyectaron con salina o MSG con o sin la ad-
ministracién de los antagonistas AP3 (mclabolrépico). AP7
(NMDA) y CNQX (Kafnico). Como ambiente novedoso se usé
un "-l'xo]ct{oardz“ modificado. Los resultados mostraron que la ad-
mmlsutac:lén de 10 nmol de MSG no afect$ las actividades moto-
ras horizontales y ambulatorias pero inhibi6 significativamente 1a
actividad no ambulatoria (731+33 cuentas vs 823153; MSG vs
SAL, p<0.05), 1a frecuencia vertical (10£2 vs 15+2; MSG vs SAL
P<0.05) y la exploracién subterrinea (6.5£0.8 vs 9.24+0.9: MSC;

vs SAL, p<0.05). Los antagonistas de receptores tipo “Kainico” y
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“Metabotrépico” revirticron algunos de los efectos inhibitorios
del MSG. Concluimos que los receplores glutamatérgicos del
niicleo accumbens parecen participar en la expresién de conduc-
tas inducidas por la novedad.

Caraclerizacion conductual del laberinto en cruz
elevado asimétrico en la rata: efecto de las
benzodiacepinas Alvarcz E.O. y Ruarte M.B.,

107.

UNIFCO, Cdtedra de Farmacologla y Fisica Biolégica,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Cuyo, Mendoza

El estudio de los mecanismos cerebrales de lamotivaciény la
emocionalidad ha inducido el desarrollo de dispositivos experi-
mentales que pemiten cuantificar estos procesos. Nuestro labora-
torio ha propuesto un laberinto en cruz, clevado asimétrico como
herramienta complementaria para cuantificar estas variables. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar motivacién y
emocionalidad en ratas tratadas con benzodiacepinas que se dice
influyen en estos procesos. Para ello grupos de ratas adultas se
inyectaron i.p. con 1 mg, 2 mg y 3 mg/Kg peso de Diazepam.
Agua destilada se considerd control. Los resultados mostraron un
aumento significativo de la exploracién (indice de motivacion) en
los brazos ansiogénicos con la dosis 1 mg/Kg pero inhibicién de
esla conducta a la dosis mayores (59.519.3 vs 7£11.2 cuentas,
benzodiacepina vs control, p<0.01). No hubo cambios en los bra-
zos ansioliticos pero la permanencia (emocionalidad) en uno de
estos aumentd significativamente con las dosis (184128 vs 6429
cuentas, benzodiacepina vs control, p< 0.01) sin modificacién en
los otros brazos. En conclusion: los resultados sugieren que las
benzodiacepinas tienen efecto bifsico y afectan diferencialmente
la motivacién y la emocionalidad.

108. Efectosde lafalta de prediccion sobre el status
social en ratas, Lorena Rela, A.PLemoine, E.T.

Segura.

Lab. Fisiologfa del Contportamiento, IBYME, Fac.
Psicologia, UBA, Buenos Aires.

El objetivo del presente trabajo es analizar los cambios en la
jerarquia social de ratas dominantes sometidas a un protocolo de
falta de prediccién . Sc formaron pares de animales, analizdndose
la jerarquia social (test de acceso limitado al agua, animales
deshidratados). Sc asigné luego 7 pares de a uno de los siguientes
protocolos (se traté solo alos animales dominantes): estimulacién
por shocks a intervalos fijos (IF) o variables (IV), manipulando el
grado de prediccion que cada animal tiene sobre el momento de
aparici6n del estimulo. Posteriormente, se volvi6 a estudiar el ni-
vel de dominancia de los dominantes. La prioridad de acceso al
agua y desplazamiento de la fuente (resumidos en un indice de
dominancia, 2.48+0.24 vs 2.53+ 0.18 IF y 2.18+0.17 vs 1.66
0.20 1V) y diversos indicadores del nivel de a.gn:si.én (da!os no
consignados) muestran una disminucién del n.wcl jerﬁrq.unco de
los animales dominantes por efecto del tratamiento 1V, sin cam-
biosenel grupo IE Estos resultados encuad@ d.cnlro de 195 efec-
tos individuales del estrés por falia de prediccién descriptos cn

trabajos previos.

Perfiles cognitivos diferenciales entre lademen-

1% cia del I6bulo frontal y la demencia de tipo
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Alzheimer. P. Harris (#,*), RF. Allegri (#.*), F
Taragano (#), J. Paz (#), C. Mangone (&).

(*) CONICET, Servicios de Neuropsicologia del (#)
CEMIC, y del (&) Hospital Santojanni. Buenos Aires.

El deterioro de memoria y de otras funciones cognitivas iden-
tifican al inicio dc la demencia de tipo Alzheimer (DTA), mientras
que los cambios conductuales caracterizan a la demencia del 16-
bulo frontal (DLF). Sin embargo, en la practica clinica, el
diagnéstico diferencial es frecuentemente dificultoso. Objetivos:
describir los perfiles cognitivos diferenciales caracteristicos de los
pacientes con DLF y DTA. Pacientes y métodos: los pacientes
con DTA (NINCDS ADRDA criteria; n=20), DLF (Lund y
Manchester criteria; n=12) y los controles (n=20) estaban
aparcados por edad y escolaridad. Dentro de los exdmenes com-
plementarios (TAC - IRM, SPECT y labs) se realiz6 una extensa
bateria ncuropsicoldgica dirigida a las dreas de memoria, lengua-
je, atencién, visuoespacial, abstraccién y funcion ejecutiva. Los
puntajes obtenidos fucron nomalizados mediante los puntajes Z.
Resultados: Ambos grupos de pacientes tuvieron resultados
significativamente inferiores al de los controles (p <0.05). Los
promedios de los puntajes Z de cada funcién fueron:

Memoria E Egcutiva Lenguaje Alencion
DTA 499 -210 -2.66 -1.4
DLF -347 -219 -040 047

Los pacientes con DTA mostraron un deterioro global de la
memoria, trastomos del lenguaje, visuoconstruccion y funciones
ejecutivas. Los sujetos con DLF, presentaron déficit de memoria,
alteracién de las funciones ejecutivas con relativo respeto del
lenguaje, cdlculo y visuoconstrucci6n. Conclusiones: la evaluacion
neuropsicolégica es una herramienta indispensable para diferen-
ciar los estadios precoces de la DTA y la DLFE.

110.  El I-deprenyl revierte el aumento de NO y H;0:
observado en neutréfilos de pacientes
parkinsonianos tratados con I-dopa. EM Gatto,

MC Carreras, NA Riobo y JJ Poderoso.

Lab. Metabolisme del Oxfgeno, Htal de Clinicas UBA,
Buenos Aires.

Numerosas evidencias sugicren que el éxido nitrico (NO)
podria ser un mediador de la neurodegeneracién de la sustancia
nigra cn la enfermedad de Parkinson (EP). Recientemente descri-
bimos un aumento superior al 57% en la produccién de NO du-
rante cl estallido respiratorio en neutréfilos (PMN) de pacientes
con EP de reciente inicio y crénicamente tratados. El 1-deprenyl,
un inhibidor de la MAO-B, ha sido empleado con el objeto de
retrasar y disminuir las dosis de DA. Observaciones in vifro lc
confieren ademds una capacidad neuroprotectora. A fin de evaluar
el efecto del 1-deprenyl sobre el estrés oxidativo en PMN de pa-
cientes con EP, activados con PMA se midié por técnica de O;Mb
a metMb a 577nm la produccién de NO en 10 controles y en §
pacicntes con EP antes y después de la administracién crénica de
10mg del-deprenyl. Del mismo modo y por técnica fluorométrica
se midi6 la produccién de H;O;. La adicién de 1-deprenyl dismi-
nuyd significativamente la produccién de NO en los PMN de pa-
cientes con EP (controles: 0.5610.05, EP sin deprenyl: 0.8910.09,
EP con L-deprenyl: 0.6310.09 p< 0.05). El mismo efecto se ob-
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serv6 en la produccién de H:0; (control: 3.15£0.47, EP/s deprenyl:
4.5240.17, EPc/deprenyl: 2.50+0.17 p<0.05). In vitro, el 1-deprenyl
no inhibié la deteccién electroquimica de NO y O2- generado por
el sistema xantina/ xantina oxidasa, indicando que su efecto po-
dria ser por inhibicion de las enzimas del “burst” o de su expre-
sion. En este sentido, la incubacién de PMNs controles con I-
deprenyl no produjo cambios sobre la actividad de sintesis de NO
y O:- sugiriendo un efecto tardic o mediado por desmetilselegilina.

Efecto de los neuroesteroides sobre la libera-
cién de *H-dopamina de tejido cerebral de ratas
hembra A Mampel; C Bregonzio; R Cabrera.

111.

Laboratorio de Investigaciones Cerebrales LINCE-
CONICET, Mendoza.

Los neuroesteroides son compuestos derivados de las hormo-
nas esteroideas sintetizados en el tejido nervioso. En trabajos pre-
vios demostramos que Progesterona (Pg) modula la liberacién de
dopamina inducida por el agonista glutamatérgico NMDA.EI ob-
jetivo del presente trabajo fue comprobar el efecto de
Allopregnenolona (ALL) sobre 1a liberacién de 3H-Dopamina (3H-
DA) inducida por NMDA (100 M) de cortes de cuerpo estriadoe
hipotilamo medio basal, utilizando el método de superfusién.Se
utilizaron ratas hembra en diferentes condiciones hormonales. ALL
fue agregada en el liquido de superfusion en dosis de 50 a 600
nM. Los resultados se expresaron en funcién de la DA captada
porel tejido en % y analizados estadisticamente utilizando ANOVA
1 seguido de Student-Kewman-Keuls. ALL (50 y 100nM) facili-
16 la liberacién inducida de 3HDA de cuerpo estriado en ratas en
estro (p<0.01 respectivamente) el cual fue anulado por la
ovariectomia. La administracién exégena de estrégenos (25pg/
rata s.c.) y Pg (1 mg/rata s.c.) recuperé el efecto facilitatorio
(p<0.05). Por el contrario, en cortes de hipotdlamo mediobasal de
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ratas en estro ALL (50nM) inhibié la liberacién de 3HDA (p<0.01).
El mecanismo de accién modulatoria de ALL sobre los terminales
dopaminérgicos seria dependicnte del drea cerebral involucrada
al mismo tiempo que requeriria de la presencia previa de estrégenos

y Pg.

Correlacién entre las latencias y amplitudes del
potencial muscular evocado por el estimulo en
diferentes puntos de la corteza motora. MJ Se-
gura , M Miranda y REP Sica.

112,

Laboratorio de Fisiologta Cortical. Hosp. Ramos Mejia.
Buenos Aires.

Se investigd la correlacién entre latencia (L) y amplitud (A)
de los potenciales motores (PM) obtenidos por mapeo cortical
(MC)en un grupo muscular distal. Se estudiaron 6 voluntarios sa-
nos (16 a 35 afios) mediante MC del misculo ADM. Empleando
estimulacién magnetica se excitaron 16 posiciones corticales, se-
paradas por intervalos de 2 cm a ambos lados del plano biaural,
con una intensidad 10 % del umbral motor. El registro se realizé
sobre la zona de placa del misculo ADM contralateral durante la
contraccién voluntaria normalizada, obteniendose de 3 a 5 res-
puestas por punto de estimulo. En 6 sujetos no se observé una
correlacién significativa (r=0.25 ; p=n.s) entre las L y las A de las
respuestas motoras evocadas por estimulo sobre diferentes puntos
del mapa motor. El andlisis individual de estas variables mostré
una correlacién negativa en 4 casos (r=-0.58; r=-0.83; r=-0.52;
r=-0.71) y positiva en sélo 2 (r=0.56; r=0.36). Los resultados su-
gieren que las diferencias para estas variables entre grupos mus-
culares distales y proximales dependerian de una mayor variabili-
dad interindividual en la representacién cortical de los grupos
distales.



MEDICINA

113. Niveles de anticuerpos neutralizantes (AcNT) en
las distintas formas de infeccion humana por
virus Junin (VJ). Ana Ambrosio; Carmen Saavedra;

Laura Riera; Maria Sottosanti; Marta Sabattini-
INEVH “Dr JI Maiztegui” -Pergamino, Buenos Aires.

Para buscar diferencias en la cinética o magnitud de la res-
puesta en Ac NT generada por las formas conocidas de infeccion
humana por VJ, en este estudio se compararon la evolucién de los
niveles de AcNT durante dos afos post-infeccion (pi) y los titulos
medios de AcNT en: 1) pacientes con Fiebre Hemorragica Argen-
tina (FHA; n=55); 2) individuos con infeccién natural subclinica
por VI (n= 62); y 3) vacunados con Candid 1 (n= 54). Cuatro
muestras de suero tomadas entre 60 dias y 2 aios pi fueron estu-
diadas mediante NT por reduccién del 80% de ufp en células Vero
bajo agarosa. Las comparaciones de titulos medios entre muestras
independientes y no independientes se realizaron mediante sen-
dos test *1"”, y las conclusiones fueron: ¥ No se detectaron diferen-
cias significativas entre puntos (p>0,05) en las curvas de] scgui-
miento longitudinal cn ninguno de los grupos estudiados. * Los
titulos medios de AcNT responden a la virulencia de la cepa
infectante y dificren significativamente entre grupos (p<0,05) se-
gun ¢l esquema siguiente:

Pacientes FHA >
(Grupo 1)

Inf. Subclinica >
(Grupo 2)

Candid 1
(Grupo 3)

X=7112228
Rango= 10- 10240

X=229£3,07

X X=4922+241
10- 10240

10- 2560

114. La respuesta en anticuerpos neutralizantes
(AcNT) para virus de la coriomeningitis
linfocitaria (VLCM) en infecciones sucesivas por
arenavirus. Ana Ambrosio, Carmen Saavedra,

Laura Riera, Marfa Sottosanti, Marta Sabattini.-
INEVH" Dr JI Maiztegui”, Pergamino, Butenos Aires.

La coexistencia endémica de dos arenavirus, Junin (VJ) y LCM
en Ja misma regién de Argentina, ofrece un modelo tnico para
cstudiar infecciones sucesivas por arenavirus patégenos para cl
hombre. Con el objeto de buscar interacciones en la respucsta in-
mune a estas infecciones consccutivas se evaluaron los titulos de
AcNT anti-LCM y su evolucién en el tiempo en los siguientes
grupos de individuos: a) el grupo control fueron cncuestados po-
sitivos para VLCM (infeccién subclinica; n=59); b) positivos para
VLCM inoculados con VJ vacunal (n= 29). y c) positivos para
VLCM infectados con VJ silvestre (FHA, n= 65). Se utilizé6 NT
porinhibicién del 75% de ufp de VLCM en células L bajo agarosa.
Las comparaciones intra y entre muestras s¢ analizaron mediante
sendos test (. Las curvas de evolucién de Ac en cada grupo fue-
ron meselas estabilizadas en los siguientes titulos promedio : a)
12,39+ 1,21 : b)9.79 + 1,15; c) 16,81 & 1,51. No sc demostraron
diferencias significativas entre los titulos medios del grupo con-
trol (a) respecto de los grupos con infecciones consccutivas (b.c).
Estos resultados demuestran que la respuesta en AcNT a VLCM
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no es modificada por una infeccién agregada por VJ cualquicra
sea su virulencia y enfatizan la utilidad de la NT para distinguir
serologicamente a las infecciones por arenavirus.

115. Localizacién ultraestructural de P-20, una nue-
va proteina de Escherichia coli enteroagregativa
(EAEC), y su participacion en la agregacion
bacteriana.N. Sanjuan*, M. A. Almirén#.

*Lab. Patologia Experimental, Dept. Microbiologia, Iac.
Medicina, UBA.; #AN.L1.S. "Dr. Carlos G. Malbrdn”,
Buenos Aires.

Anteriormente describimos el hallazgo de P-20, una proteina
de 20 KDa sintetizada sélo en fase estacionaria de crecimiento de
EAEC. Su regulacion positiva transcripcional durante esa fase fue
demostrada por la oblencién de un mutante sigma S- en la cepa
prototipo de EAEC. En este trabajo se estudié la ubicacién
ultraestructural de P-20 en las bactenas, y la adherencia a células
cucaridticas del mutante, comparado con su contraparte salvaje.
Se prepar6 un sucro contra P-20 utilizando como antigeno a la
proteina purificada, y se realizé inmunomicroscopia clectrénica
con oro coloidal y tincién negativa concomitante en las bacterias
productoras de P-20, con sucro inmune 6 preinmune. Los estu-
dios de adherencia a células cucaridticas y de agregacion bacte-
riana se realizaron en monocapas de células Hep-2. Los resulia-
dos indican que P-20 se ubica en forma periédica y simétricacn la
superficic del soma bacteriano, sin relacién aparente con los
flagelos ni con los distintos tipos de fimbrias conocidas. Con el
suero control preinmune no se detecté marcacion. Las bacterias
mutantes (carentes de P-20), si bien se adhieren a las células
cucaridticas igual que las EALEC salvajes, ticnen cxacerbado el
fenotipo de agregacion camcteristico de este tipo de Escherichia
coli.
116. El o6xido nitrico en la endotoxemia altera las
mitocondrias del diafragma de rata a través de
la produccién peroxinitrito. C.L.Lisdero, S.Lanone,
M.C.Carreras, M. Aubier, J.J Poderoso and J.
Boczkowski.

Unité 408, Inserm, Hépital Bichdt, Parfs.
Lab.Mctabolismo del oxigeno, ital de Clinicas, UBA,
Buenos Aires.

La insuficiencia diafragmética ¢s una causa de aumento de la
morbilidad y mortalidad en pacientes sépticos aunque las causas
no estdn definidas. En este estudio sc analizaron en ¢l diafragma
la expresién y la actividad de la éxido nitrico sintasa inducible
(NOSi) y el consumo de O, y la produccién de peréxido de hidns-
geno (H:0:) (dismutacidn del anién superéxido) de mitocondrias
aisladas que se relacionaron con la funcién diafragmaitica (fucrza
y contractilidad). Las ratas fucron inyectados i.p. con solucién
salina (grupo A), con 10 mg/kg. de endotoxina de E.coli (grupo
B) o igual dosis de cndotoxina mas un inhibidor de la NOS (L-
NMMA) (grupo C). Los resultados mostraron en el grupo B, una
disminucién de 1a fuerza diafragmadtica, asociado con un aumento
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de la expresion y la actividad de la NOSj, un 40% de disminucién
en el control respiratorio mitocondrial y un 80% de aumento en la
produccién de H:O;:, comparado con el grupo A; estos hallazgos
fucron parcialmente revertidos por L-NMMA. Asimismo se de-
tectaron residuos de nitrotirosina en mitocondrias del grupo B.
Estos resultados sugieren que en la endotoxemia, la sobreproduc-
cién de NO y el concomitante aumento de la produccion de anién
superéxido producen peroxinitrito que al nitrar proteinas
mitocondriales afecta el metabolismo oxidativo.

117.  Evolucidn de la Infeccidn por T. cruzi modifica-
da por la administracion de Gangliésidos. AR

Fernandez, JE Enders, DH de Bronia, P Paglini

Cadt. de Fisica Bionmiédica, Inst. de Fistol. y Cdt. de Qui-
mica Bioldgica, Fac. Cs. Médicas, UN .Cba, Cérdoba.

Trabajos previos demostraron que en ratones con enferme-
dad de Chagas aguda experimental, los ganglidsidos son capaces
de modificar la evolucién natural de la infeccion. En el presente
trabajo se estudié en qué medida estos cambios observados en la
etapa aguda permanecen a los 120 dias de finalizado el tratamien-
to, y asi determinar la eficacia del mismo mediante ¢l estudio de
los receptores [3-cardiacos, electrocardiograma, y serologia. Los
grupos fueron: normal (N), sin infectar y tratado con gangliésidos
(N+G), infectados con 7x10' tripomastigotes de T. cruzi, cepa
Tulahuen/animal (T), ¢ infectado y tratado con gangliésido, 33
mg/Kg/dia durante 1 mes (T+G). La pamsitemia se negativizé a
los 21 dias. Los receptores B-cardiacos se marcaron con
dihidroalprenolol tritiado. El grupo T+G no presenté modifica-
ctones ni en la afinidad (2,79£0,14 nM), ni en la densidad (74,27
+1,04 fmol/mg.prot) de los receptores B-cardiacos cuando se los
comparé al grupo normal (3.61+0,05 nM y 71,96+0,36 fmol/
mg.prot). El grupo T+G tiene valores de anticuerpos similares al
grupo T, difiriendo del N y N+G. Los registros
electrocardiograficos no manifestaron diferencias entre los gru-
pos N, N+G y T+G, expresindose las lesiones tipicas de esta
tripanosomiasis en ¢l grupo T. Podriamos concluir que este trata-
micnto modifica la evolucién de la infeccién con normalizacion
clectrocardiogrifica y del comportamiento de receptores [3-car-
diacos que sugieren una interaccion del gangliésido en los meca-
nismos involucrados en el desarrollo de la patologia cardiaca.
Subsidiado por SECyT-UNCba y CONICOR.

118. Comparacién entre PCR e hibridizacion directa
para la deteccion de virus Junin (VJ). Adriana M.

Almard’, L.E. Bockstahler? and J.L. Sagripanti 2.

Facultad de Cs. Biog. y Farmacéuticas. UNR. y ?
Molecular Biology Branch, Center for Devices and
Radiological Health, Foed and Drug Administration,
Rockville, Maryland, U.S.A.

Se detectdé RNA de VJ in vitro por hibridizacién directa y
luego de amplificacién por PCR, con dos sondas-DNA especifi-
cas (recombinante y sintética) y la sensibilidad de ambos métodos
fue comparada. Células Vero fueron infectadas con la cepa ate-
nuada XJ-CL3 de VI y RNAde células y sobrenadantes de cultivo
fie extraido después de diferentes tiempos post-infeccién. RNA
de VJ fue detectado por hibridizacién directa (dot blot) con cada
una de las sondas-DNA-P y utilizado para producir cDNA. Un
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fragmento de 151+24 bp fue amplificado del cDNA y caracteriza-
do por hibridizacién con las mismas sondas luego de electroforesis
en agarosa y Southem blot. Midiendo la actividad especifica de
las sondas, la cantidad de radiactividad hibridizada y calculando
la amplificacién obtenida por PCR, se estimé el nimero de copias
de genoma de VJ en cada muestra. La hibridizacion directa requi-
rié 2.0 x 10° copias de RNA de VJ y 72 horas de exposicién a un
phosphoimager para una deteccién confiable. La hibridizacién con
las mismas sondas después de la PCR permitié detectar aproxi-
madamente 20 copias de RNA de VI después de 2,25 horas de
exposicion. Estos resultados pueden ser Gitiles para la seleccion de
técnicas con la sensibilidad adecuada para una rdpida deteccion
de V1.

119.  Unioén a mielina de auto-anticuerpos presentes
en lainfeccién con T.cruzi Feldman, S*; Garcia,G*:
Svetaz, MJ*; Revelli,S*; Bottasso,O*; #Avila,JL y

Marcipar AF.

*Fac.Cs.Med. y Fac.Cs.Biog. UNR, FFac.Cs. Bioq, UNL#

Inst. Biomed. Caracas, Venezuela.

En trabajos anteriores se observd el aumento de auto-anti-

cuerpos [gG anti-sulfocerebrosidos (a-sulf) en sueros provenien-
tes de individuos chagdsicos y de ratas con una alta prevalencia
en el desarrollo de nuocarditis ante la infeccion con T. cruzi. El
objetivo de este trabajo fue analizar si fracciones enriquecidas en
anticuerpos a-sulf , obtenidas a partir de sueros de ratas chagdsicas
de la linea “1"”, poseia capacidad de unirse a la miclina del hués-
ped. Se obtuvieron cortes de cuerpo calloso de cerebro de ratas
de 12p de espesor (n= 20). Los preparados se incubaron con la
fraccién a-sulf. en diluciones de 1; 0,6 y 0,3 mg/ml , utilizando
como control, IgG total de ratas sin infectar. La union de
inmunoglobulinas se revelé mediante téenicas convencionales de
inmunofluorescencia. Las observaciones microscopicas, realiza-
das simultineamente por dos observadores, mostraron unién de
inmunoglobulinas IgG presentes en la fraccién enriquecida en a-
sulf a la mielina de cuerpo calloso en todas las diluciones consi-
deradas. Esta es una evidencia adicional del mimetismo molecular
entre T. cruzi y antigenos del sistema nervioso. Como hipatesis el
fendmeno descripto podria ser un probable factor desencadenante
de la ruptura de mecanismos de autotolerancia.
120. Tioridazina, posible agente modificador de la
evolucion de la Enfermedad de Chagas Experi-
mental. HW Rivarola, AR Fernandez, S Gea, MS
Suligoy, JE Enders, JA Palma, P Paglini.

Cdr. Fis.Bion., Inst. Fisiol., Fac. Cs. Médicas y Cdt. Bioq.
Clin., Fac. Cs. Quimicas, UN.Cba. Cérdoba.

La Tioridazina (Tio) es una droga triciclica usada en psiquia-
tria, con accién tripanocida “in vitro™. El presente trabajo evalda
la capacidad de Tio para modificar el estadio agudo (35 dias past
infeccidn) e indeterminado (75 d.p.i) de Ia enfermedad de Chagas
experimental. Se usaron 80 ratones distribuidos en N (sin infec-
tar) y el resto infectados con 50 tripomastigotes de T, cruzi, cepa
Tulahuen/animal, agrupados en: A (sin tratamiento), B (tratados
con Tio 80 mg/Kg/dia via oral durante 4 dias). La efectividad de
la droga se valor6é analizando, parasitemia, serologia,
electrocardiografia, receptores B-cardiacos, histopatologia y
sobrevida. La parasitemia del grupo B fue significativamente me-
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nor a los del A, negativizandose a los 25 d.p.i. La serologia fue
positiva en ambos grupos, pero menor en los tratados. El andlisis
electrocardiognifico no muestra diferencias entre los grupos in-
fectados. Para estudiar los receptores B-cardiacos se utilizaron frac-
ciones microsomales de ventriculos con dihidroalprenolol tritiado
con y sin propranolol 1jtM. La afinidad (Kd en nM) fue de 3,61 +
0,05 en N; de 5,634+0,26 y 6,8510,20 cn los mtones sin tratar en
los estadios agudo e indeterminado respectivamente. La densidad
(Bmax en fmol/mg.prot) fue: 71,9630,36 (N); de 78,24%1,67 y
77.2810.91 en los dos estadios sin tratar respectivamente. El tra-
tamiento no modificé los pardametros de los ratones infectados salvo
la densidad de los receptores en el grupo B, alos 75 d.p.i, que fue
similar a los normales. La histopatologia del grupo tratado no se
diferencié del N. Al cabo de los 75 d.p.i sobreviven el 40% de los
animales infectados y el 90% de los tratados. Estos resultados se-
fialan la potencialidad de esta droga triciclica en la quimioterapia
de la Enfermedad de Chagas Experimental. Subsidiado por SECyT-
UNCba y CONICOR.

121. Deteccionde ARN-HCV por RT-PCR y CargaViral.

Judkowski V., Baré P, Picchio G., Perez Bianco R.

ITHEMA, Academia Nacional de Medicina. Buenos Ai-
res.

Estudiamos en pacientes hemofilicos HCV (+) larelacion en-
tre los resultados obtenidos por el estudio de RT-PCR"home-
made”(PCR) y Carga Viral(QV) de HCYV, técnicas de deteccién
de ARN viral que actualmente se usan para el monitoreo de la
viremia. La técnica de PCR utilizada es la variante “Nested” con
primers que corresponden a la regién 5’ no codificante. El pro-
ducto de amplificacidn fue detectado por electroforesis en gel y
tincién con bromuro de etidio. La concentracion de ARN
plasmitico de HCV (QV) fue medida mediante HCV-Monitor,
Roche. Ambos estudios fueron realizados en paralelo en un total
de 125 pacientes. Los resultados fueron totalmente concordantes
(PCR+/QV>1000 copias/ml, PCR(-) /QV <1000 copias/ml) en 109
pacientes. En 11 muestras se encontré que el estudio de PCR
resulté (+) mientras que la QV arrojé valores <1000 copias/ml.
En los restantes 5 casos no se detecté producto de amplificacién
por PCR mientras que por estudio de QV se obtuvieron valores
>1000 copias/ml. La deteccion cualitativa de ARN por PCR es
generalmente aceptada como el test mis sensible, por lo que justi-
ficariamos la presencia de viremia en pacientes cuyas cargas vira-
les resultan indetectables. Por otro lado, existen dos explicacio-
nes posibles para la discordancia en los casos con PCR (-) y QV
>1000 copias /ml. Una de estas se basa en la probabilidad de error
que posee el método de RT-PCR,; sin embargo, considerando la
poblacion estudiada, podrian existir subtipos de HCV con dife-
rentes secuencias gendomicas que no serian detectados por el set
de primers de nuestra PCR. El anélisis de la secuencia de estos
virus serd objeto de estudio de futuros trabajos.
122. Cuantificacién de HIV-l ARN en plasma; estudio
comparativo entre NASBA y otras técnicas.
Zapiola l.*, Muchinik G.*, Mammana L.*, Aquino B*,
Bartellini MA**, Cassini M**, Quiroz R** , Jauregui
Rueda H** , Belloso W**,Marchetti M**, Monticelli
MA --. Fay F.'... SOIO J"",

*IDEFI, **Infectologia-S PM, ***BioSidus, Buenos Ai-
res, ****CEDEAC, Mar del Plata.

Objetivo: Investigar la varabilidad de la determinacién de
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carga viral plasmdtica en pacientes HIV positivos evaluando téc-
nicas con principios metodolégicos diferentes. Métodos: Se com-
paré los valores de carga viral plasmatica en 30 muestras median-
te las técnicas de B-DNA y NASBA y en 10 muestras por las téc-
nicas de AMPLICOR y NASBA. Resultados:.Nuestros datos
muestran una correlacién entre los valores obtenidos entre las téc-
nicas de NASBA-B-DNA (r=0,93 ) y NASBA- AMPLICOR (r=
0,91). La carga viral determinada por NASBA-B-DNA fue
detectable por las dos técnicas en 24 pacientes, observindose que
en 23, el NASBA mostr6 valores mds altos (media aproximada
+0,45 logio). En 4 pacientes resulté no detectable dinicamente por
B-DNA, micentras que en 2 pacientes resulté no detectable por
ambas técnicas. Cuando se determiné la carga viral por NASBA
Y AMPLICOR, 8 fueron detectables por ambos métodos con va-
lores levemente mds altos por AMPLICOR (media 0,3 log,o) en 4
pacientes y por NASBA (media 0,38 logyo) en otros 4; dos mues-
tras fueron no detectables por ambos metodos. Conclusién:. A pe-
sar que el mimero de muestras es insuficiente para realizar con-
clusiones y que existen algunas pequefias diferencias , los tres
ensayos descriptos tienen resultados comparables.

123. Niveles de carga viral en bovinos infectados con
leucosis bovina (BLV). Dolcini*, G.L., Gutierrez®,
S.E., Bani*, P.C,, Arroyo*, G., Rodriguez*, N.L., D,,
Ferrer**, J.F. y Esteban®, E.N.

(*)L.deVirologia. FCV.de la UNCPBA. Tandil. (**)Uni-
dad de Retrovirus.Univ. De Pensilvania. USA.

El BLV comparte caracteristicas bioldgicas y moleculares con
los virus de la seric HTLV. Por este motivo el sistema bovino/BLV
es un modelo valioso de los retrovirus humanos. Objetivos: 1)
Establecer criterios para clasificar bovinos BLV+ seglin su carga
viral (CV). 2) Determinar si la CV es estable en cl tiempo. 3)
Relacionar la CV con el desarrollo de linfosarcoma (LEFS). Méto-
dos: La CV se determiné con una PCR de ciclado doble con una
sensibilidad de 1 copia del provirus por determinacién (200 ng
DNA). Resultados: Once bovinos con <5 a 80 copias del provirus
por ug de DNA extraido de leucocitos de sangre periférica (Clug
DNA-LSP) se clasificaron de CV minima. Siete bovinos con 200
a 1000 C/ug DNA-LSP se clasificaron de CV media. Ocho bovi-
nos con >3500 C/ug DNA-LSP sc clasificaron de CV alta. No
hubo fluctuaciones significativas de 1a CV en 6 meses.Cuatro
bovinos con CV alta desarrollaron LFS durante el periodo de ob-
servacién. Conclusiones: Se definieron 3 niveles de carga viral.
En este estudio, los bovinos con CV alta mostraron el miaximo
riesgo de desarrollo de LFS.

124. Respuestainmune humoral contra el virus de la
Leucosis Bovina (BLV) en bovinos con distintos
niveles de carga viral (CV), Linfocitosis (LP)y
Linfosarcoma (LFS). S.E. Gutiémrez*, G.L. Dolcini®,
P.C. Bani*, G. Arroyo*, D. Alejo**, N.L. Rodriguez*,
J.F Ferrer***.y E.N. Esteban®, (")

L. de Virologfa. FCV.de la UNCPBA. Tandil.
(**)Virologfa. INTA-Balcarce. (***)Unidad de
Retrovirus. Univ. de Pensilvania. USA.

En el trabajo cuyo resumen se acompaiia, clasificamos un
grupo de bovinos BLV+ de acuerdo a su CV. Objetivo: determinar
enese grupo, y en bovinos con LP o con LES la correlacién de los
titulos de anticuerpos (AC) antivirales, los niveles de CV y la
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presencia de LP o LFS. Métodos: los titulos de AC contra la
proteina interna p24 y la glicoproteina de envoltura gp51 del BLV
fueron determinados mediante ELISAs indirectos, capturando estos
antigenos con AC monoclonales. Resultados: los animales con
CV minima tiencn titulos de AC anti-p24 y anti-gp51
significativamente menores que los animales con CV media y alta,
y especialmente, que los animales con PL o LFS. Estas diferencias
fueron mds marcadas en el caso de los AC anti-p24. Conclusiones:
los titulos de AC contra las proteinas principales del BLV, y
especialmente contra la p24, constituyen un indicador adecuado
de la CV y, por ende, del riesgo de desarrollo de PL y LFS.

125. Evaluacién de la técnica de carga viral infeccio-
sa. Comparacion con la técnica de carga viral
plasmatica (NASBA). Inés Zapiola, J* Waissman,

G Muchinik, M.B. Bouzas.

Unidad Virologta y *Sala 19. Hospital F. J. Muriiz, Bue-
nos Aires.

Introduccién: Diversos estudios han demostrado que la carga
viral infecciosa (CVI) o carga viral por dilucién por co-cultivo
predice progresién clinica y sobrevida. Objetivo: Evaluar si exis-
te correlacién entre la téenica de carga viral infecciosa (CVI) y la
técnica de carga viral plasmitica (NASBA). Materiales y Méto-
dos: Se estudiaron linfocitos de sangre periférica de 20 pacientes
obtenidos a través de un gradiente de Ficoll-Hypaque por CVIy
plasma obtenido con EDTA por NASBA-QT. Se ensayaron seis
diluciones al quinto (1,1/5,1/25,1/125,1/625,1/3125) por duplica-
do de cada paciente. Los cultivos fueron mantenidos por 14 dias y
¢l sobrenadante de cada dilucién ensayado para Ag p24. El resul-
tado es expresado en dosis infectivas en cultivo celular(TCID) /
mill6n de células de paciente.Resultados: Los resultados por am-
bos métodos fueron analizados por el método de Regresion lineal
y correlacién. El r fue de 0,75 (p: 0,002). Conclusiones: Valores
de CVI >100 TCID se correspondieron con cargas virales
plasmaticas altas. El 50% de CVI negativas fueron no detectables
por ¢l método de NASBA. El rango de copias/ml para 5 y 25 TCID
hallados fue de 500-10000 y 10000-200000 respectivamente. Si
bien estos resultados son preliminares se observo correlacién en-
tre ambas técnicas.

126. Hemotfiltracion precoz en la sepsis con distress
respiratorio agudo del adulto. Ensayo clinico con

control aleatorio. O del Rio. Pedro, J. C. Ferreria.

Unidad de Cuidados Intensivos. Clinica San Camitlo,
Buenos Aires. Argentina.

En el sindrome séptico existe una sobreexpresion de media-
dores proinflamatorios determinan la disfuncién multiorgdnica
(DMO) y el shock séptico(SS).La hemofiltracién(HF) es una es-
trategia no farmacolégica para la remocién de mediadores con
actividad inmunomoduladora. La manifestacién inicial de la DMO
es el distress respiratorio agudo del adulto(DRAA) y se lo tomé
como referencia para iniciar la HF(HF precoz). En este estudio se
evalué los efectos de la HF precoz sobre la morbi-mortalidad de
la sepsis con DRAA. Se incluyeron 19 pacientes con DRAA se-
cundario a sepsis. Se procedié a realizar estudios diagndsticos y
tratamienito de la enfermedad de base asi como a las maniobras
convencionales para la estabilizacion hemodindmica y msucitncif’)n
tisular.Los que persistian con DRAA a las 36-48 horas fueron asig-
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nados en forma aleatoria al grupo control© o hemofiltracién (HF).
Al ingreso en cada grupo se valoré el APACHE Il.La injuria pul-
monar aguda (ALI)se cuantificé segiin MurmayJF y col. La seve-
ridad de la DMO durante la permanencia en UCI, se evalué segiin
la puntuacién de Le Gall JR y col. Las caracteristicas técnicas de
la HF fueron: veno-venosa (de eleccién yugular intema con catéter
de doble limen Permacath),con bomba peristiltica de 3
rodillos(Apema ™) intermitente(4 hr/d)de bajo volimen (0.6 L/
hr). La reposicién de volimen segin criterios de estabilidad

hemodindmica o de equilibrio hidrosalino.Se utilizaron hemofiltros

con membrana de cuprofano (Travenol 2308 **) con heparinizacién

en la linea aferente.Criterio de suspensién de HF:ALI 0.1-2.5.La

morbi-mortalidad se valoré durante la intemacién en UCI. Los

resultados se resumen a continuacién:

Hemofiltracién Control p
Pacientes n® 10 9
Edad afos 52x15.8(28-71) 68x11.2(43-81) <0.02¢
Sexo M:F 73 6:3 NS**
APACHEII 23 1.0 20=0.50 NS#se
DRAA inicial 8/10 6/9 NS¢*
DMO 85090 741104 NS¢
S.séptico 3/10 619 NS¢+
SS. ireversible 1/10 5M9 <(.05%¢¢¢

'mediaxDS.*Test U de Mann-Whitney.** Test de Fisher para 2
colas.*** Media £ES;test de t. para 2 colas **** Test de Fisher
para 1 cola. NS:No significativo. Conclusiones.1) La HF precoz
disminuye significativamente lamonalidad de la sepsis con DRAA
(p<0.05).2) La disminucién de la mortalidad se relacioné con la
menor incidencia de shock séptico refractario a drogas 3) Estos
resultados confirmarian que los mediadores plasmiticos removi-
dos por la HF son una causa contributoria al §5.4) La HF no
modificé la incidencia de DMO, respecto al grupo control.

127. Colonizacién de la mucosa gastrica por
Lactobacillus salivarius. N. Sanjuan®, M. P. Brizio®,
M. Ytques®, G. Martos#.

*Lab. Patologia Experimental. Dept. Microbiologia, Fac.
Medicina UBA; #CERELA, Tucumdn.

Lactobacillus salivarius (Ls) inhibe el desarrollo de
Helicobacter pylori in vitro e in vivo. Los mecanismos de
adherencia de Ls a la mucosa géstrica son desconocidos. En este
trabajo describimos que Ls es un habitante normal de la mucosa
gdstrica del ratén, constituyendo un adecuado modelo experimen-
tal de colonizacién. Se emplearon ratones Balb/c SPF endocriados,
con alimentacién balanceada. Se tipificé a Ls como subespecie
salicinius, a partir de cultivos de mucosa gdstrica. Se realizaron
cortes histol6gicos senados coloreados con H-E, Gram y Giemsa,
y tratados con inmunoperoxidasa empleando un suero especifico
contra Ls. Se realizaron cortes ultrafinos de microscopfa electré-
nica de lamucosa gdstricay de cultivos de Ls, y técnicas de tincién
negativa ultraestructural. Los resultados indican que Ls tiene una
pared celular 3 veces mds gruesa que otros Lactobacillus, recubierta
de estructuras periédicas semejantes a adhesinas. Estas iltimas
forman una gruesa capa, exterior a la pared celular. Ls coloniza la
mucosa gistrica ubicindose predominantemente en la mucina, sin
adherencia directa a las microvellosidades de las células. El ni-
mero de Ls es constante, de aproximadamente 6x10* unidades
formadoras de colonias por gramo de mucosa. La inoculacién por
via oral de otros Lactobacilos (L. casei casei) en los ratones colo-
nizados por Ls no resulté en la colonizacién por L. casei de la
mucosa gdstrica. Es probable que Ls pueda ser utilizado como
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agente probidtico contra H. pylori en humanos.
128. Trastorno respiratorio agudo del adulto,
Evaluaciéon anatomo-clinica. D.Pena, Clarisa
Alvarez, G.Semeniuk.

Instinvest. Médicas A.Lanari - UB.A. Buenos Aires.
Propésito: Correlacionar clinica, tratamicnto, causas de mucr-
te y estadio histolégico pulmonar. Métodos: Se revisaron 1177

necropsias. hallindose 29 con daino alveolar difuso(DAD), ex-
cluyéndose 8. Resultados: incidencia 2,46%. Edad media 42
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aiios, relacion fem/masc.1.63. Causas de  muerte: Pulmonar:
52,38%, Extrapulmonar: 19,05%, Mixtas: 28,57%. 9 fallecie-
ron sin sospecha de distrés (42,86%). Lapso entre diagnéstico y
muerte: 5,4 dias (1 -21). Tratamiento: Ventilacién mecdnica: 86%,
Hemodidlisis: 29%, Corticoides: 43%, Antibi6ticos100%,
Hemofiltracién19%. Del total de muertes de causa pulmonar, sélo
¢l 18% recibid corticoides. Estadios de DAD : 43% fase exudativa,
24% cxudativa-proliferativa, proliferativa 24% y proliferativa con
fibrosis 9%. Conclusiones: Mayoria de muertes de causa pulmo-
nar. Lapso entre diagnéstico y muerte corto Gran porcentaje no
diagnosticado. Los esteroides parccen proteger el pulmén.
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129, Interrelaciéon entre subpoblaciones de células T
de mucosa bronquial e intestinal en ratas Wistar
inmunodeficientes. Maria Gabriela Marquez, Maria

Estela Roux.

Laboratorio de Inmunologia Celular, Depto de Ciencias
Biolégicas, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA,
Buenos Aires

Estudios previos en ratas inmunodeficientes por déficit pro-
teico severo al destete que a continuacion se les administré por
via oral caseina al 20% durante 21 dias (R21) demostraron dismi-
nucion en el nimero de células B IgA, T CDS, CD4 y CD8 en la
ldamina propia (LP) del tejido linfoideo asociado a bronquios
(BALT). Objetivos: 1) investigar si en R21 existen alteraciones en
las subpoblaciones T CD8pB, CD8a, CD25 y TCRa/B en LP ¢
intracpitelio (IE) del BALT y 2) relacionarlas con las halladas pre-
viamente en vellosidad intestinal(Vi). Resultados: nimero de cé-
lulas en 15 campos en cortes de bronquios por inmunohistoquimi-
ca (X+ES, en R21 vs C): a)en LP: CD8a: 140.0£10.5 vs
259.4+14.0; CD25: 136.4+17.9 vs 21.8£10.1; TCRey/B: 127.4+10.3
vs 164.8+11.4, p<0.05 y CD8[ pNS; b)en IE: solo disminucion
de la subpoblacién CD8a 14.3+vs 32.2+4.3, p<0.05. Estos resulta-
dos difieren de los hallados en Vi donde solo se observé dismi-
nucién de células CD4 y aumento de CD8a y CD25 en IE. Con-
clusién: se confirma una subcompartamentalizacién en mucosas
que influye la migracion de células activadas en Vi -por adminis-
tracién ol de caseina- que vuelven preferentemente al sitio in-
ductor, a pesar que intestino y BALT forman parte del sistema
inmune comun de mucosas. (Financiado por FA 057).

Actividad Natural Killer e interleuquina-6
circulante en Enfermedad de Cushing(E).Estela
Cardoso, Victoria Goldberg, M. Vitale, A.Chervin,
Enia Comini, Liliana Contreras.

Departamento de Endocrinologia.Institute de
Investigaciones Médicas A. Lanari. Facultad de Medicina.
Buenos Aires.

La actividad Natural Killer (NK) y la intedcuquina-6 (IL-6)
son mediadores de la respuesta inmune innata.En este estudio
investigamos la citotoxicidad (NK basal y estimulada) y los niveles
circulantes de I1.-6 en Sindrome de Cushing ACTH dependicnte
(E) ¢ independiente (iatrogénico,l).Se estudiaron 3 pacientes con
Ey 4 con .El grupo control(C) consistié en 6 donantes sanos.Los
sujetos no cursaban infecciones y estaban eutémicos.En todos
los casos s¢ obtuvo una muestra de sangre (8-9 hs) para
determinacién de 1L-6, ACTH cortisol.indice neutréfilo/linfocito
y ensayo de actividad NK basal y estimulada con interferdn alfa
(IFN-« proteina A de S.Aureus (SPA) ¢ interleuquina-2 (LAK).Se
obtuvieron las siguientes citotoxicidades (media (DS:UL/10°LP)
NK basal: E:166 + 51; I: 88 + 29; C: 212 £75 (E vs I: p<0.05);
NK-IFN: E: 332 + 175; [:175+ 86;C:772 £236 (E ¢  vs C: p<0.05)
< NK-SPA: E:139+72; 1:125 £ 56,C: 566 £ 207(E ¢ [ vs C: p<0.05).
LAK:E: 492 + 171, :276 £ 68, C:784 £ 183 (E ¢ I vs C:p<0.05).
Los valores de 1L-6 (pg/ml): E:24 £22; [: 84+ 7.7, C:10£ 7
(NS). No fucron difcrentes los indices N/L entre grupos. De los
resultados se inficre: 1) El posible rol de la ACTH y/o derivados
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de la POMC en preservar la actividad basal de las células NK a
pesar del elevado nivel circulante de cortisol en E. 2) Ausencia de
inhibicién de los niveles circulantes de IL-6 en hipercorticismo
endégeno (ACTH dependiente) y exégeno.

131. La IL-1B es inducida durante la potenciacién
neuronal a largo plazo (LTP) y es necesaria para
su mantenmiento in vitro e in vivo. H. Schneider
', F. Pitossi 2, D. Balschun?, A. del Rey* y H. O.

Besedovsky!'.

‘Insutto de Investigaciones Bioquimicas. Buenos Aires,
Argentina, “Institut fuer Physiologie, Marburgo,
Alemania, *Neurobiologisches nstitut, Magdeburg,
Alemama.

La interleuquina-1 B (IL-1), junto a otras citoquinas, juega un
rol destacado en procesos inmunolégicos en el cerebro en enfer-
medades como Alzheimer, encefalitis por infecciones por HIV,
ctc. Esta citoquina también es producida en el cercbro sano y se
ha postulado una probable vinculacién a procesos propios del SNC.
Sin embargo, no existe evidencia fehaciente sobre ello. En el pre-
sente trabajo se demuestra que la transcripeion del gen de la IL-1
se ve aumentada durante la potenciacién a largo plazo (LTP), un
proceso exclusivamente neural que se supone se halla vinculado
con mecanismos relacionados con la memoria y el aprendizaje.
Asimismo, se observé que el bloqueo de los receptores para IL-1
resulta en la inhibicién del mantenimiento de la LTP. Estos resul-
tados sugieren que la produccion de IL-1 en el cerebro puede ser
inducida por la activacién de poblaciones neuronales definidas y
que esto tiene consecuencias fisioldgicas.

132 Interaccién de anticuerpos de pacientes con
sindrome de Sjogren primario y receptores
muscarinicos M, de glandulas salivales.. Claudia

Pérez Leirds, L Sterin-Borda, R Arana y E Borda.

Cdtedra de Farmacologia, Facultad de Odontologia
(UBA), CEFYBO (CONICET) y CEMIC, Buenos Aires.

El sindrome de Sjogren (SS) es una exocrinopatia autoinmune
crénica que se presenta como desorden primario (pSS) o asociado
a otras enfermedades reumdticas. Se caracteriza histolégicamente
por infiltracién linfocitaria de las glindulas salivales y clinica-
mente por signos de sequedad de mucosas oral y ocular. Previa-
mente informamos que anticuerpos (Ac) de pacientes con pSS
aclivan receplores muscarnicos de glandulas exéerinas. El obje-
tivo de este trabajo fue investigar la participacién de receptores de
subtipo M, de glindulas submaxilares de rata en el efecto de los
Ac de pSS. Mediante ensayos de ELISA comprobamos que los
Ac reconocen al péptido M, (pM,) de secuencia homéloga a un
dominio extmcelulardel receptor M; humano (DO 405 nm, X+DS
[gG 10* M, nomal: 15516 n=10 pSS: 1112468 n=5). Adem;is'
los Ac estimularon la actividad de PKC (pmol/mg/min, X+ES
IgG 10 M, nomal: citosol 22.3+2,1: membrana 299+19; pSS
citosol 13,142, 0 membrana 42,8+1.8 n=4), de éxido nitrico sintasa
y los niveles de GMPc. Los efectos fueron inhibidos por atropina,
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por el antagonista M, pirenzepina y por el pM,. Los resultados
indican que los Ac de pSS reconocen un dominio del receptor M,
involucrado en la activacién de sefiales intracelulares acopladas a
dichos receptores en las glindulas salivales.

133. Anticuerpos contrareceptores M3 muscarinicos
de acetilcolina en pacientes con Sindrome de
Sjogren Primario (SSP). Sandra R. Bacman,
Claudia Pérez-Leirés, A Berra, Leonor Sterin-Bor-

da, O Hiubscher, R Arana y E Borda.

Cidtedra de Farmacologia, Facultad de Odontologia y
Cdtedra de Patologfa, Fac. de Medicina, UBA, y
CEFYBO-CONICET, Buenos Aires

Introduccién: Uno de los signos caracteristicos del SSP ¢s la
presencia de ojo seco. Las glindulas lagrimales producen el com-
ponente acuoso de la secrecion lagrimal, regulado por el sistema
parasimpdtico. Objetivos: Estudiar la interaccion entre los anti-
cuerpos (Acs) presentes en el suero de pacientes con SSP (IgG-
SSP)y la glindula lagrimal extraorbital (GLE), como érgano blan-
co de esta patologia. Métodos: Estudios de [FI, de unién especifi-
ca y valoracion de inositoles fosfato (IP) en GLE de ratas Wistar
adultas y hembras. Resultados: a)IFI: la IgG-SSP dieron
fluorescencia positiva en los tejidos tubulares de la GLE (dil 1/
1000), con respecto al control de IgGn. b)Ensayos de union espe-
cifica y andlisis de Scatchard: la IgG-SSP (10*M) disminuye el
nimero maximo de sitios (Bmax: fmol/mg prot): 155,1£8,0, sin
cambios en la constante de disociacion Kd (nM): 0,10210,010,
respecto a la IgGn (Bmax: 226,3110,1 y Kd: 0,09840,009.
c)Produccion de IP: la IgG-SSP induce su estimulacién: 105£15
unidad 4rea (U/A)/mg tej. hium., mientras que la IgGn no modifi-
cd los valores basales: 234 UA/mg tej. hiim. Se compararon es-
tos resultados con la estimulacion con carbacol y fueron bloquea-
dos con atropina, 4-DAMP y neomicina. Conclusiones: Existiria
en el suero de pacientes con SSP otro factor sérico capaz de unirse
a las GLE y activar los receptores M, colinérgicos, para la induc-
cion de sefales intracelulares propias de la activacién colinérgica
muscarinica. Se requieren de otros estudios para valorar la posi-
ble participacién de estos anticuerpos en la patogenia de esta en-
fermedad.

134. Cambios diurnos en el efecto inmunosupresor
de la ciclosporina en ganglios linfaticos
submaxilares de ratas. D.P. Cardinali, Laura
Selgas, Patricia Castrillén, Ana |. Esquifino.

Dep. Fisiologfa, Facultad de Medicina, UBA y Dep.
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense, Madrid.

A fin de estudiar cronofamacolégicamente la actividad in-
munosupresora de la ciclosporina en ganglios linfdticos
submaxilares de ratas se utiliz6 como indicador de proliferacién
celular ]a actividad omitina decarboxilasa (ODC) y como marca-
dores presindpticos la captacién neuronal de *H-norepinefrina (NE)
y la sintesis de acetilcolina (porla conversién de *H-colina en *H-
acctilcolina). La administracién de ciclosporina (5 o 20 mg/kg)
produjo una disminuci6n significativa (p<0.01), dosis-dependien-
1e, de ODC (pmol/mg prot/30 min) al ser administrada durante la
fase diumna del ciclo luz-oscuridad mientras que por la noche s6lo
Ja dosis de 20 mg/kg fue efectiva (p.ej., ODCalas 1700 h: 246£19,
112£13 y 6616, ODC a las 0100 h: 8415, 8248 y 39+4, para vehi-
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culo 5y 20 mg/kg, respectivamente). La ciclosporina aument6 la
captacién de *H-NE (fmol/mg/15 min) en forma dosis-dependien-
te, siendo 5 mg/kg efectiva sélo al inyectarse a las 13000 1700 h
(p.cj.,, 1700 h: 4.2£1.2 y 10.6£0.9, p<0.01); 0100h:13,6£1.5 y
12.1%1.7 para vehiculo y 5 mg/kg respectivamente). Ambas dosis
de ciclosporina aumentaron la sintesis de *H- acetilcolina (p<0.01).
Tanto en ratas inmunizadas como no inmunizadas la inyeccién de
ciclosporina suprimi6 el ritmo diario de actividad adrenérgica y
colinérgica en ganglios submaxilares. Estos resultados indican que
la actividad inmunosupresora de la ciclosporina es mixima en la
fase de reposo del ritmo diaro en la rata.

135. Anticuerpos antiespermaticos en el flufdo
folicular humano: incidencia y capacidad
inductora de la reaccién acrosomal. C.I. Marin-
Briggiler, P.V. Miranda, F. Gonzélez-Echeverria, M.H.

Vazquez-Levin, J.A. Blaquier y J.G. Tezén.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental.
FERTILAB, Buenos Aires.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que
¢l fluido folicular humano (hFF) conticne anticuerpos inductores
de la reaccién acrosomal (RA) en espermatozoides humanos. El
primer objetivo de este trabajo fue estudiar la incidencia de anti-
cuerpos antiespermdticos en el hFE Se analizaron los hFF de 40
pacientes participantes de un programa de fertilizacién asistida.
Utilizando el ensayo de “inmunobeads”, se detectaron niveles sig-
nificativos de anticuerpos en 3 (8%) de los mismos. El segundo
objetivo fue estudiar la capacidad inductora de la RA de las IgG
aisladas de cada hFF (hFFIgG). Las hFFIgG se obtuvieron por
cromatografia en proteina A-Sepharosa y se incubaron (10 pg/ml)
con espermatozoides capacitados de donantes (n>3). Se determi-
né la RA portincién con la lectina Pisum sativum-FITC. Los re-
sultados se expresaron como porcentaje de estimulacién de la RA
(%E = 9%RA hFFlgG - %RA cspontinea / %RA hFF - %ZRA es-
pontdnea). Sc estableci6 un valor de cornte de %E=8, con el que sc
clasificé a los hFF de acuerdo a su frecuencia inductora (F1
inducciones positivas / totales) sobre los espermatozoides de dife-
rentes donantes. Se encontré que 5% de las hFFIgG mostraron
una Fl de 0-0,25; 30% de 0,26-0,50; 30 % de 0,51-0,75;y 35 %
de 0,76-1. Las medianas de %E para los cuatro grupos fueron 3, 7,
16 y 22, respectivamente (P<0,05). Este estudio ha permitido la
identificacién de hFF con anticuerpos, no detectados por el ensa-
yo clisico de “inmunobeads”, con capacidad de inducir 1a RA.
Estos anticuerpos podrian utilizarse para identificar antigenos del
espermatozoide involucrados cn la fertilizacién.

136. El aumento de la expresién del ARNm del re-
ceptor de angiotensina Il por lipopolisacérido
juega un rol modulador en la liberacién de TNF-
. Silvina Raiden'?, Ménica Costas?, E. Arzt?, J.R.
Geffner, Clarisa Alvarez!, Yanina Pereyra', V.E.

Nahmod'.

Instituto de Investigaciones Médicas A. Lanari, Fac. de
Med., UBA!, Lab. Fisiologla y Biologfa Molecular,
FCEN, UBA?y IIHEMA, Academia Nacional de Medici-
na’, Buenos Aires.
Demostramos previamente que el lipopolisacdrido (LPS) in-
duce la produccipén de angiotensina II (AII) por célulﬁ
mononucleares periféricas humanas (CMPH) y que la A :
administrada in vitro, induce la produccién de TNF-a en men?e
escala que el LPS. Se observé ademds que ¢l losartén, bloguean



selectivo del receptor de All de tipo AT1, inhibe la produccién de
TNF-c por CMPH estimuladas por LPS. Para explicar la inhibicién
por losartdn en la produccién de TNF-« inducida por LPS,
estudiamos la expresién del receptor para All en macréfagos
obtenidos a partir de bazo de rata. Ellos fueron cultivados durante
1 hora en condiciones basales o en presencia de LPS (1pg/ml),
purificindose luego el ARN y analizdndose la expresién del ARNm
por Northem blot con una sonda especifica. Se encontré que en
condiciones constitutivas el ARNm para ¢l receptor de All es
practicamente indetectable, mientras que bajo estimulo del LPS
sc expresa claramente una banda especifica de 2.3 Kb, Este hallazgo
sugiere que, en los macrofagos activados, la liberacion de TNF-a.
podria verse potenciada, merced al incremento en la expresién del
receptor AT1. Analizamos, por ello, el efecto antiinflamatorio del
losartdn in vivo en un modelo de inflamacién provocado por la
administracion sistémica de LPS (5 mg/Kg) a ratas pretratadas
con losartin (0.1 mg/kg/min) por infusién endovenosa continua
durante 4 horas. Al cabo de este tiempo los animales fueron
sacrificados y se efectué la anatomia patoldgica del pulmén
encontrindose una notoria supresion en la respuesta inflamatona
tisular.

137. Anticuerpos anti-Fibronectina (a-Fn) en
pacientes lupicos. M. José Svetaz, J. Rossi, M. del
Carmen Hourquescos, Maricla Bearzotti, F. Pelusa,

Daniela Sorribas y R. Riccomi.

Laboratorio Central. Dpto Bioguimica Clinica. Facultad
de Ciencias Biogquimicas y Farmacéuticas, UNR, Rosario.

Existe disparidad en los porcentajes de positividad reporta-

dos para a-Fn en LES y AR. Estudiamos la incidencia de a-Fn en
una poblacién de pacientes lipicos (50) en relacion con otros pa-
rametros de laboratorio que se emplean para el diagnéstico y se-
guimicnto de esta enfermedad: titulo de FAN y a-DNA nativo por
Inmunofluorescencia indirecta, VES, actividad de Complemento
por técnica hemolitica (CH50) y anticuerpos dirigidos a antige-
nos nucleares extraibles (a-ENA) por contrainmunoelectrofore-
sis. Los anticuerpos a-Fn se determinaron por ELISA fijando Fn
plasmatica humana en tiras de poliestireno y revelando con a-Igs-
peroxidasa, sustrato TMB-H,0,. El 43% de las muestras analiza-
das dieron resultados positivos (supenores a 58 U/ml+64 que es
la media+2DS de una poblacién normal (40). Se encontré corre-
lacién con FAN(rs=0.30, p=0.033), y CH50 (rs=0.32, p=0.035),
no asi con titulo de a-DNA y VES. Las muestras a-ENA positivas
(mediana=253, rango 92-330) resultaron distintas de las negati-
vas (mediana = 49, mngo 26-118) p=0.042. También se observé
una mayor frecuencia de valores aumentados entre los pacientes
con enfermedad activa y/o que presentaban vasculitis, artritis o
dolor muscular, La frecuencia, correlacién con otros parimetfros
de laboratorio y manifestaciones clinicas de actividad de la enfer-
medad, sugieren la importancia de la determinacién de a-Fn en el
seguimiento de pacientes lupicos.
138. Investigacion de la prevalencia de anticuerpos
anti-Fibronectina plasmatica humana (a-Fnph)
en vasculitis y Artritis reumatoidea. J. Moreno,
Alicia Toffi, Nidia Abraham y Ester Saball.

Faculiad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas.
UNR, Rosario.

Los datos obtenidos en nuestros laboratorios respecto a una
mayor frecuencia de anticuerpos a-Fnph en pacientes ltipicos con
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artritis, dolor muscular y/o vasculitis, nos llevaron a estudiar la
prevalencia de estos anticuerpos en un grupo de 24 pacientes con
diagnéstico de AR con periodos de evolucién entre | y 20 afios y
otro grupo de 13 pacientes con vasculitis (VS) a los cuales se les
determiné ademds patrén y titulo de ANCA por Inmunofluores-
cencia indirecta en doble sustrato, alcohol y formol. La determi-
nacién de a-Fnph se realizé por ELISA inmovilizando en policu-
betas de poliestireno Fnph purificada en el laboratorio por croma-
tografia de afinidad con gelatina-Sepharosa. Para ambos grupos
se consideraron positivas todas aucllas muestas cuyos valores fue-
ran supenores a 141 U/ml (media +2DS de una poblacién normal,
n=28). Para AR 8/24 muestras fueron positivas (33.3%) y la con-
centracion de a-FNph (mediana=106, rango 81-221) fue signifi-
cativamente mayor (p<0.00001) que los controles. El porcentaje
de positividad en VS fue 9/13 (69.2%) y se correlacioné con ANCA
(rs=0.59, p=0.041). Los patrones C (2 Wegener) fueron negativos
para a-Fnph, resultando positivos los patrones P o P y C, excepto
el Churg-Strauss y la vasculitis renal. Estos datos preliminares
reafimman el importante papel de la Fn en los procesos inflamato-
rios y podrian ser una evidencia més del fenémeno de dispersion
intermolecular de los autoanticuerpos.

139. Inmunidad celular y humoral en vitiligo. M

Bearzotti, F Pelusa.

Inmunidad Celular, Laboratorio Central, Dpto. Bioq.
Clinica, Fac. Cs. Biog. y Farm., UNR, Rosario.

La patogénesis del vitiligo es atin desconocida, aunque se
postulan tres hipdtesis. Una de ellas, la teoria autoinmune,
involucra una destruccion inmune de los melanocitos y se refuerza
poruna elevada incidencia de desérdenes autoinmunes asociados
y presencia de autoanticuerpos organo especificos. Nuestro obje-
tivo es establecer si existen anormalidades inmunoldgicas celula-
res y/o humorales involucradas en la patogénesis. Se estudiaron
23 pacientes con diagndstico clinico de vitiligo en actividad y que
no recibian ratamiento. Se analizaron linfocitos T CD4+ y CD8+
mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
monoclonales y linfocitos T activados mediante la formacién de
rosetas con globulos rojos de camero a 37°C (RE37°C). Se estu-
dio la presencia de anticuerpos anti nucleares (ANA), anti
microsomales tiroideos (AMA) y anti tiroglobulina (ATA) por
inmunofluorescencia indirecta. Todos los pacientes fueron ANA
negativay 5 (22%) fueron AMA y ATA positivos. Respecto a los
valores normales para nuestro laboratorio, 9 (39%) presentaron
valores de CD4+ aumentados y 3 (13%) disminuidos; 4 (17%)
valores de CD8+ aumentados y 5 (22%) disminuidos; y 17 (74%)
presentaron valores aumentados de RE37°C. Las anormalidades
halladas ¢n la poblacién de linfocitos T, especialmente la elevada
proporcién de linfocitos T activados y la deteccion de anticuerpos
organo especificos (AMA y ATA) aportan evidencias adicionales
que reforzarian la etiogenia inmune de esta patologia.

Actividad neutralizante frente a la toxina tetanica
en sueros de conejos inmunizados con las
vacunas DPT clasica y acelular. J. Dokmetjian, V.
Lavigne, C. DellaValle, M. Manghi.

140.

Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral
(CONICETIUBA), Buenos Aires.

Para prevenir la difteria, coqueluche y proteger contra el
1étanos, recientemente se ha incorporado al arsenal médico la
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vacuna triple acelular (DPTa). Estudiamos la inmunogenicidad y
la calidad de los anticuerpos formados por el toxoide tetdnico (T)
como componente de la vacuna DPT cldsica y 1a DPTa. El estudio
se efectud con lotes de 5 conejos inmunizados segin el plan oficial.
Los niveles maximos de IgG anti-T medidos por ELISA siempre
fueron mayores para DPT (p< 0.0001). Teniendo en cuenta que ya
hemos demostrado que, los Acs. IgG anti-T simétricos puriticados
ticnen una actividad neutralizante de la toxina tetdnica
aproximadamente 7 veces mayor que los asimétricos, se determind
la relacion de ambas poblaciones en los diferentes picos de Acs.
cmpleando Sepharose-Con A. La relacién de simétricos/
asimétricos aumentd con el tiempo de inmunizacién llegando a
41,26 1,44 para DPT, y 22,3611.63 para DPTa. Cuando se midi6
Ia actividad neutralizante en sucros con diferentes relaciones de
simétricos/asimétricos se observé, en aquellos con titulos préximos
al nivel minimo protector, que la vacuna DPTa es 2 veces mids
efectiva en la induccidén de la actividad ncutralizante. Estos
resultados indican que la menor proporcién de IgG asimétrica
originada por DPTa asegura proteecién cuando los niveles de Acs
anti-T totales son bajos.

141.  Anticuerpos antidiftéricos en conejos vacuna-
dos con DPT tradicional y DPT acelular. Activi-
dad neutralizante en relacion a su estructura. C.
Della Valle, V. Lavigne, J. Dokmetjian, Marcela

Manghi.
IDEHU. (CONICET/UBA), Buenos Aires.

La vacuna DPT acelular, compuesta por los toxoides tetdnico
y diftérico y componentes solubles de B. pertussis, incorporada
recientemente al plan de vacunacidn, sigue estando sometida a
estudios de campo para determinar su dptima formulacién. Nos
mtereso estudiar la capacidad inmunogénica y la calidad de los
anticuerpos formados por el componente diftérico de la DPTay la
DPT tradicional. El estudio se efectud con lotes de 5 conejos
inmunizados con vacunas que fucron formuladas con igual canti-
dad de toxoides, y siguiendo ¢l plan de vacunacion vigente. Se-
manalmente, se valoré por ELISA el nivel de anticuerpos IgG
anti-D. Los niveles maximos de Acs. siempre fueron mayores para
DPTa (p<0.002). Después del tercer estimulo los titulos fueron
8.25+0.15 Ul/ml (DPTa) y 1,9940.09 Ul/ml (DPT). Los Acs. si-
métricos y asimétricos fueron purificados por Sepharosa -
Concanavalina A. La capacidad de ambas poblaciones de Acs.
para neutralizar la toxina diftérica medida en DE5SO0, fue 0.108 Ul/
mg (asimétricos) y 0.422 Ul/mg (simétricos). Los resultados indi-
can que el toxoide diftérico en la DPTa es aprox. 2 veces mis
inmunogénico que en la DPT. También se demuestra que los Acs.
asimétricos anti-D tienen menor capacidad de proteccion para el
huésped. Actualmente se esta analizando la relacion de Acs. simé-
tricos/asimétricos en los sueros de los animales inmunizados con
ambas vacunas.

142. Variaciones en la presencia de autoanticuerpos
detectados por Western Blot (WB) y su utilidad
para valorar la actividad de colagenopatias.
Amaicha Depino, S.A. Grimaudo, M.E. Lértula, J. A

Manni.

Innumologia. Instituto de [nvestigaciones Médicas
“Alfredo Lanari”. UBA, Buenos Aires.

En un grupo de 953 estudios de WB, se identificaron 82 pa-
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cientes a los cuales se les habia efectuado una segunda determina-
cion entre 2 y 42 meses después de la primera. Se evalué una
posible relacién entre el estado clinico-serolégico y las variacio-
nes en la presencia de algunos autoanticuerpos. De los 23 pacien-
tes con anti-Sm (22 Lupus Eritematoso Sistémico -LES-), en 11
la banda permanecid positiva, de los cuales 10 (p<0.01) presenta-
ron algun signo de actividad clinica y/o serolégica en ambas opor-
tunidades. La banda se negativizo en 7, mejorando clinica y/o
seroldgicamente 6 (p<0.01) de cllos. De 15 pacientes con anti-
RNP (11 LES, 2 S° Superposicion -SS-, 2 sin diagn6stico), per-
manecieron positivos 6, de los cuales 5 (p<0.05) mostraron activi-
dad cnambas ocasiones. Entre los 6 pacientes donde se negativizo,
3 (NS) presentaron mejoria. Anti-Pribosomal se detecté en 15
pacientes (14 LES. 1 §S). Se mantuvo positivo en 5, y 4 (NS) de
ellos permanecieron en actividad. En 8 pacientes se negalivizo,
mejorando 6 (p<0.01). Los datos de los pacientes en los cuales las
bandas se positivizaron presentaron gran dispersién. Estos resul-
tados sugieren que la variabilidad de algunos anticuerpos identifi-
cados por WIB podria ser util para detectar cambios en la actividad
de determinadas colagenopatias.

143.  Efectos Colinérgicos de IFNy: Regulacién de las
Senales de Transduccidén por Proteina Quinasa
C (PKC). Maria E. Sales, L. Sterin-Borda, M.M.E de

Bracco, E.S. Borda.

CEFYBO-CONICET Cdtedra de Farmacologia FOUBA,
ITHEMA Academia Nacional de Medicina. Buenos Ai-
res.

Hemos demostrado que el IFNyinteractia con receptores (R)
colinérgicos muscarinicos (CM) del ilcon aislado de rata incre-
mentando la motilidad, inhibicndo la unién especifica del [*H]-
QNB, disminuyendo los niveles de AMPc ¢ incrementando los de
GMPc; efectos bloqueados poratropina (AT)10*M.En el presente
trabajo observamos:un incremento en la actividad de fosfolipasa
(PL) C con aumento en la produccién basal (B) de inositoles
fosfato (IPs)(UArea/mg tej. hum.)(B:62,8+5,4;IFNy 10 U:
125,3£10.8)(n=6) bloqueado por AT, NCDC (5x10 M),genistei-
na (G) (30pg/ml) y T Pentussis (TP)(0.5pug/ml):que el incremento
cn los niveles de GMPc (pmol/mg tej.hum.)(B:146,4£5,5;IFNy:
254,947,8)(n=5) cra inhibido por G staurosporina (ST)(2x10? M)
y L-NMMA(10* M) lo que implicaba la participacién de NO
sintasa (NOS).La actividad de NOS medida en pmol/g tej.hum.
fue:B:248+11;:IFNy: 780241 (n=5).El efecto se inhibi6é con AT,G
y ST, lo que indicaba activacién de PKC observindose aumento
de actividad enzimdtica enla fraccién de membrana (pmol/min.mg
prot)(B:5,410.5;IFNY:16,5+0,9)(n= 4). También medimos la libe-
racién de PGE; (pg/g tej. hum) (B:76£7;IFNy:198 £10) (n=5)
bloqueable por AT,ST y L-NMMA.Concluimos que el IFNYy acti-
varia sus propios R y RCM incrementando la  formacién,por
PLC, de IPs y DAG los que sumados al Ca'" ic activarian PKC
quicn modularia la actividad de NOS y PLA..

Lineas linfocitarias B obtenidas por cultivo de
células mononucleares peritéricas (CMP) de pa-
cientes HIV+.Beatriz Ruibal-Ares, M. Scolnik,
Fernanda Palacios, Graciela Mendez, G. Sternik,
Marfa M. E. de Bracco. .
HHEMA, Academia Nacional de Medicina, Buenos Al-
res.

Mediante una técnica para el cultivo prolongado de CMP
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(Ruibal-Ares et al, Clin Immunol Immunopathol, 82:102, 1997)
se montaron cultivos de CMP de 10 pacientes con hemofilia HIV+
y 12 controles nommales. LLas CMP cultivadas se tificron con
bromuro de etidio y naranja de acridina y se observaron por
microscopia a partir del dia 5 y cada 3 dias al realizar los cambios
de medio de cultivo (RPMI 1640, 10% sucro fetal bovino). En 8/
10 pacientes HIV+ (en distintos estadios clinicos) se observé que
luego de 25-40 dias el cultivo era invadido por actimulos de célu-
las bldsticas semejantes morfolégicamente a las halladas en
linfomas no Hodgkin (LNH) anaplasicos. En 2 de los controles se
detectaron células iguales, pero el desarrollo sélo se observé lue-
go de 40 dias. Las lincas derivadas de los pacientes y de los 2
con-troles se mantuvieron en cultivo continuo sin estimulos. Las
células, caracterizadas por citometria de flujo, expresaban
antigenos pan-B, CD38+, HLA-DR+, bel-2+, eran CD5- y
monoclonales por restriccién de cadenas livianas K y A. La
clonalidad se confirmé por PCR. Pese a que ninguno de los pa-
cientes tenia LNH, serd necesano evaluarsi este hallazgo in vitro
se relaciona con el ulterior desarrollo de LNH asociado a SIDA.

145. Mecanismos de amplificacion de virus MMTV.
l.Capacidad superantigénica. Valeria Buggiano, P.
Bekinschtein, Irene Nepomnaschy, Alejandra
Goldman, Gabriela Lombardi, Adriana Deroche, Isa-

bel Piazzon .

ITHEMA Academia Nacional de Medicina, Buenos Ai-
res.

Habfamos descripto la aparicion de virus recombinantes (LA)
entre un MMTV exégeno y el provirus Mtv-7, Estos virus - que
expresan el superantigeno (Sag) del Mtv-7- se encontraban en muy
bajo titulo en los huéspedes FI(BALB/cxAKR) en los que sc
orginaban, pero la carga viral aumentaba ripidamente en hucspe-
des Mtv-7 negativos. Investigamos los mecanismos involucrados
cn la amplificacion viral inoculando leche a) portadora de LA o b)
libre de MMTYV, en la almohadilla plantar de huéspedes BALB/c.
Se determind -utilizando métodos citofluorométricos y anticuer-
pos monoclonales- el porcentaje y niimero absoluto de linfocitos:
1)CD4+ VB6+ (reactivos al SAg de LA), 2)CD4+VB10+ (no
reactivos al SAg) y 3) IgG+, en el ganglio popliteo drenante entre
los dias 2 y 7 posteriores al inéeulo viral. Al dia 4 -pico de la
respuesta- los resultados (expresados como niimero absoluto (x10-
5)+DS (n)) fueron: 1:a) 3243(6) vs b) 1.5+0.2(4); 2: 2)0.5+£0.04(4)
vs b) 0.39+0,03(4) 3: a) 45+3(4) vs b) 3+0.2(4). Se obtuvieron
resultados similares en ratones C57BI/6 negativos para la expre-
sién de moléculas I-E. Estos resultados indican que el virus LA
posee una fuente actividad superantigénica, la que permitinia ex-
plicar su gran capacidad de amplificacién en huéspedes suscepti-
bles.

146. Mecanismos de amplificacién de virus MMTV. L.
Proliferacion y reclutamiento linfocitario. P
Bekinschtein, V Buggiano, Irene Nepomnaschy,

Paula Berguer, Virginia Francisco, Isabel Piazzon.

IIHEMA. Academia Nacional de Medicina, Buenos Ai-
res.

El virus LA, surgido por recombinacién entre un virus exégeno
y el Mtv-7, induce un importante aumento de células T CD4+VEB6+
reactivas al superantigeno (SAg) y de células B cuando el virus se
inocula en la almohadilla plantar de ratones BALB/c. Se investi-
garon los mecanismos involucrados. A los 4 dias de la inoculacién
de leche a) portadora de LA y b) libre de virus, se estudié me-
diante téenicas citofluorométricas: 1) el porcentaje de linfocitos

41

RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

en fase de sintesis o mitosis (S+M), usando ioduro de propidio y
Acmonoclonales y 2) el nimero de linfocitos marcados con FITC+
e inoculados por via iv., en los ganglios drenantes. Los resultados
fueron: 1) células IgG+:a) 3£0.2 (4) vs b) 0.9+0.2(4): T VB6+: a)
16+1(3)vsb) 1.820.2(3): T VB10b+:a) 1.4+0.2(3) vs b) 1.1+0.2(3)
(% de células en (S+M)£SD(n) y 2) células [gG+:3) 49.9+3(3) vs
b) 15£1(3); T VB6+:a) 24+3(3) vs b) 4+0.3(3) y TVB10b:a)
2.3+0.3(3) vs b) 2.240.2(3) (nimero absoluto de células FITC+
(x10-3)£SD(n)). Se concluye que el virus LA induce tanto la pro-
liferacién como el reclutamicento de los clones T reactivos al SAg
y de células 1gG+.

147.  Frecuencia de Ag NORs en los cromosomas 3,
11y 12 en ratas Wistar de 21 y 60 dias de edad y
en las que han sufrido deficit proteico severo al
destete (LP). Sofia Olmos, M.Gabriela Marquez,

M.Estela Roux.

Inmunologia Celular, Depto Ciencias Bioldgicas, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, UBA, Buenos Aires.

Hemos demostrado que los animales (LP) presentan altera-
ciones profundas c¢n timo y sistema inmune de mucosas. En el
presente trabajo se estudio el efecto que el deficit proteico severo
tenia sobre la actividad de los genes ribosomales. Esta puede ser
detectada por marcadores especificos ,que son las proteinas de las
regiones organizadoras nucleolares (NOR); reveladas por tincién
con plata en cromosomas metafdsicos (en Rattus norvegicus 2n=42,
los pares cromosomicos que presentan NOR sonel 3, 11y 12). Se
realizaron preparados cromosémicos con células de médula osea
de ratas(LP), 21 (destete) y 60 dias de edad. Resultados: (X£ES,
n=35) en ratas LP vs 21 vs 60. 1)Nimero de metafases cada 500
células: 11.8£1.2vs19.0£0.7vs16.2x1.2, p=0.004. 2)Nimero de cé-
lulas x 10%/ml: 0.940.11vs1.7240.46vs 3.5040.46, p=0.001. 3) Fre-
cuencia de pares cromosémicos con NOR en el par 3:
25.0%1.7vs58.046.2vs49.9+4.4 | p=0.02; y para los pares 11 y 12,
p=ns. Conclusién: la deficiencia proteica severa provoca no solo
diferencias significativas en el nimero de metafases encontradas
en células de médula osea en LP sino tambien en la frecuencia de
los pares cromosémicos 3 expresando NOR. (Financiado por FA
057)
148. Infeccion de células mononucleares periféricas
(CMP) normales por sobrenadantes (SN) de cul-
tivos primarios de CMP-HIV+. Beatriz Ruibal-Ares,
Graciela Méndez, Patricia Baré, Valeria Judkowski,
R. Perez Bianco, M. Tezanos Pinto, Maria M.E. de
Bracco.

ITHEMA, Academia Nacional de Medicina, Buenos Ai-
res.

Mediante ¢l cultivo prolongado de CMP estudiamos: 1) la
recuperacion de HIV a partir de cultivos de CMP de pacientes
HIV+ : 2) la capacidad infectiva de los SN de CMP-HIV+ sobre
cultivos de CMP normales (N). Se cultivaron CMP de 8 pacientes
hemofilicos HIV+ (CDC, grupos A, B, C) y de 10 N. Se coseché
SN de CMP-HIV+ entre los dias 4 y 28 de cultivo y se probd su
infectividad sobre CMP-N precultivadas 3-14 dias midiendo p24
por ELISA. Las CMP se permeabilizaron y tificron con anti-p24
monoclonal (KC57-FITC). La carga viral de HIV (CV) en plasma
se midié por RT-PCR y se expres6 en log. En 2 pacientes (A3,
CV: 4.8; B3, CV: 5.4) s6lo los SN previos a los 12 dias de cultivo
fueron infectivos para CMP-N (p24:30-33 pg/ml). Los SN de 2
pacien-tes B2 con alto titulo de p24 desde el dia 7 hasta el 30
(160-600 pg/ml) fueron altamente infectivos. En 3 pacientes (A1,
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A2.B2) conmenor CV (2.63-3.41)y 1 B2 con CV ncgativa luego
de 9 meses de tratamiento combinado, sélo los SN de mas de 12
dias fueron infectivos. Por inmunofluorescencia sélo las células
de la seric monocito/macrofigica (M/M) eran p24+. Este procedi-
miento puede resultar wtil para evaluar la persistencia de M/M
infectadas en pacientes con CV negativa.

149. Aumento de la proliferacion de linfocitos
murinos inducida por sobrenadante de
Actinobacillus actinomycetemcomitans. M. Pauli,

C. Anesini y E. Borda.
Cdr. Farmacologia, FO.UB.A. y CEFYBO-CONICET,

Buenos Aires.

El A. actinoniycetemcomitans es un microorganismo asocia-
do a diferentes formas de enfermedad penodontal destructiva. En
un trabajo anterior se cvaluaron condiciones de cultivo para un
cfecto proliferativo méximo. El objetivo del presente trabajo fue
¢l aniilisis de los mecanismos bioquimicos implicados en el au-
mento de la proliferacién (AP) de linfocitos nommales extraidos
de ganglios linfdticos de ratén en presencia de sobrenadantes (SN)
de A. actinomycetemcontitans (Aa) ATCC 43718 (Y4). Para cllo,
se utilizaron inhibidores de vias enzimdticas relacionadas con la
modulacién de la proliferacién celular. Los SN de Aa se obtuvie-
ron por centrifugacion (cultivo en fase estacionana de crecimicn-
10) y postcerior filtrado. Observamos que el efecto estimulante de
la proliferacion celular fue parcialmente revertido por inhibidores
de la ciclooxigenasa (% de estimulacién control: 314 £20,2; n=5;
INDOQ 10 *M: % de estimulacion = 163 £23,1; n=4) y aumentado
por inhibidores de la lipooxigenasa (% estimulacién control: 323
+ 37: n=4; NDGA 10 M: 620 + 8; n=3). El efecto de INDO fue
reventido por PG sere E (10° M). L-NMMA (5x10* M), TFP
(5x10° M) y staurosporina (10? M) disminuyeron el AP. NCDC
(10*M) no modificé el AP, Podemos concluir diciendo que SN de
Aa inducen un aumento de la proliferacién de linfocitos norma-
les. Estas acciones estarian relacionadas en parte, con la libera-
cién de PGs. NO y la panticipacion del sistema calcio/calmodulina.

150. Efecto del interferén o2b como terapia adjuvante
sobre una linea celular resistente a multidroga.
M. Fernanda Lucero Gritti, Mariana Beviacqua,

H.Bordenave, Lia S. Rumi.
IBYME- CONICET, Buenos Aires.

Introduccion: La resistencia a multidroga (MDR)se define
como Ja capacidad de ciertas células para disminuir la concentra-
cién intracelular de drogas antincopldsicas (DA) a niveles
subletales. Dicho fenémeno estd frecuentemente asociado con la
hiperexpresién de la glicoproteina de membrana P-170 que actua
como bomba cxtrusora de la droga. Es terreno de nucvas investi-
gaciones ¢l estudio de compuestos moduladores de resistencia
tumoral que puedan revertir dicho fenémeno. Por otra parte, sc
conoce que una gran variedad de respuestas biolégicas tanto en el
tumor como en el huésped, pueden alterarse porelinterferon (IFN).
Objetivos: Estudiar el efecto del IFNc 2b como modulador de la
resistencia a multidroga i vitro de una Jinea tumoral humana
MDR O y evaluar su efecto como adjuvante en combinacién. con
una droga del grupo de las antraciclinas. Metodologia: Se utilizd
Ja linea celular de adenocarcinoma de colon humano HCT-15 in-
trinsecamente resistente. Mediante inmunohistoquimica se ?b-
servé que expresa la glicoproteina P-170.. Se cligi6 la dO)EoflJ_b:cnna
(dox) como DA y el interferén a2b como agenle scns'tbllm:\m?.
evaludndose la quimiosensibilidad del tratamiento mediante inhi-
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bicién de la proliferacién por incorporacién de timidina tritiada y
por el método colorimétrico del tetrazolium (MTT). Resultados:
El interferdn a 2b tienc la capacidad de incrementar la toxicidad
de Ia dox sobre las células HCT-15 debido a que se observé una
inhibicién de la proliferacion del 46% + 1.1(EES%) con respecto al
control sin tratar (P=0.0132) y una disminucién de la absorbancia
del 41% +4. 2 (ES%) en el MTT comparado con el control sin
tratamiento (P=0.0012). Conclusiones: El uso de interferén a2b
como terapia adjuvante puede ser de utilidad en combinacion con
la dox, debido a que en nuestro modelo i vitro, potencia 2 veces
el efecto de la dox.

151. Estudio del estrés oxidativo a nivel celular en
poblaciones de macrotagos alveolares (AM) en

funcion de la edad. DRTasaty BM de Rey,

Dpro.Radiobiologia, CNEA y ECyT, UNSAM, Buenos

Aires.

La senescencia ha sido asociada con anormalidades
morfofuncionales como disminucién de la capacidad funcional y
aumento de la suceptibilidad a infecciones del pulmon. Los AM
son dentro del alvéolo pulmonar células que modulan la respuesta
inflamatoria mediante numerosos productos de secrecion entre los
cuales se encuentran los metabolitos del oxigeno. A pesar que la
generacion de especies reactivas del oxigeno son consideradas
esenciales en la actividad citotéxica en fagosomas y una funcién
inmune primara, aun existen controversias sobre su variacion a
través de la edad del animal. Con tal fin dcterminamos la
produccion del anién superéxido (O, ) mediante la reduccion de
formazana a partir de sales de tetrazolium. La respuesta celular a
nivel individual en AM obtenidos por lavado bronqueoalveolaren
ratas jévenes (J) y adultas (A) se analizé pormedio de un analizador
de imdgences IBAS, Kontron. Se estudiaron 2 condiciones: i) Con-
trol y ii) Estimulados con PMA. El porcentaje de AM que
produjeron O, se encontrd reducido en ratas J comparado con A
tanto cn controles (13.7 + 2.3% vs. 23.3 + 6.24%) como cn
estimulados (34.3 * 3.3% vs. 50.0 + 2.8, p< 0.01). La baja
produccién de metabolitos del oxigeno en AM de ratas jévenes
podria deberse a la clevada actividad de enzimas antioxidantes
presentes. Este método permiti6 caracterizar la poblacién de AM
a nivel individual en funcién de la edad cn cuanto a la generacién
de anién superéxido.

152. Expansion de células CD4'CD8 en el bazo de
ratones infectados con Trypanosoma cruzi. M.|.

Antunez, R.L. Cardoni, K-O. Grénvik.

[nstituto Nacional de Parasitologia “Dr. M. Fatala
Chabén' ; Departamento de Investigacion en Vacunas,
The National Veterinary Institute, Uppsala, Buenos Ai-
res.

Se estudié el fenotipo de las células no-adherentes del bazo
de ratones infectados con T. cruzi. A los 20 dias pi, pico de
parasitemia, se cncontré una disminucion de la proporcion de cé-
lulas CD4: (C. control: 45£2; 1. infectado: 25x1), CD8* (C: 1841,
I: 13%1). y un aumento de las CD4 CDR- (C: 34£2; [: 6242). Con
¢l objeto de realizar estudios funcionales, se aislaron las células
CJ>4 CD8: con anticuerpas monoclonales unidos a bolillas mag-
néticas. La poblaci6n aislada presenté morfologia de linfacitos
grandes granulares y fue responsable de ln mayoractividad NK y



produccién de IFN-y ante concanavalina A observada durante la
infeccién aguda con T eruzi. Por otro lado, las células ejercieron
una accién inhibidora sobre la reaccién mixta de linfocitos
alogenéica. Los resultados sugieren que estas células participan
en la resistencia y modulacién de la respuesta inmune.

Evidencias sobre la interaccion bidireccional
entre el sistema inmune (Sl) y el eje tiroideo (ET).
Alicia Klecha, Ana M. Genaro, A. Lysionek, R. Caro,
Déborah Sragowicz, Graciela Cremaschi.

153.

Laboratorio de Radioisotopos, Fac. Farmacia y
Bioquimica, UBA - CEFYBO, CONICET. Bucnos Aires.

Se ha descripto en animales hipotiroideos un déficit en su
funcion inmunologica. Sin embargo no hay una demostracion fe-
haciente de la interrelacion entre el SI y el ET. En el presente
trabajo se estudid la comunicacion bidireccional entre ambos sis-
temas en un modelo de inmunizacién alogeneica murina. Se ob-
servo un incremento en la concentracion de T3 (ng/ml) y T4 (pg/
ml) (Controles-C-: T3=74.2+ 7.1, T4= 2.89 £ 0.45 vs.inmumzados
T3=117.5£8.2, T4=4.11 £ 0.36, p<0.05). También se comprobo
que la T4 potencio la proliferacion linfocitaria inducida por un
estimulo alogeneico “in vitro™ (indice de estimulacién C=4.2 +0.8
vs.T4=7.6 + 1.1, n=4). Asimismo observamos que ¢l tratamiento
cronico “in vivo” con T4 indujo un incremento en el titulo de
aloanticuerpos durante el transcurso de la aloinmunizacion. Po-
demos concluir que la mmunizacién induce un incremento en la
actividad de la glindula tiroidea la que a su vez regula positiva-
mente la respuesta inmune. Estos resultados puntualizan la exis-
tencia de un circuito de control bidireccional entre el ET y el SI.
154. Accion de la tiroxina (T4) sobre la proliferacion
linfocitaria. Alicia Klecha, Graciela Cremaschi, A.
Lysionek, R. Caro, C. Davio, Ana M. Genaro.

Lab. Radioiséropos, Fac. Farmacia y Bioquimica, UBA-
CEFYBO, CONICET. Buenos Avres.

Se ha descripto la influencia de las hormonas tiroideas sobre
la respuesta inmune. Sin embargo el mecanismo a través del cual
ejercen su influencia pemanece sin esclarecer. En el presente tra-
bajo comprobamos que el tratamiento “in vivo™ de T4 en ratones
indujo un aumento de la reactividad celular. Asi, las células
linfdticas provenientes de estos animales mostraron: a) Una ma-
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yor respuesta proliferativa frente al LPS (7.5 pg/ml) (dpm Con-
trol-C-: Basal -B-=3876+429, .PS=20015£978: T4, B=56394+715,
LPS=47729+3589; n=5). b)Una mayor respuesta proliferativa
frente a Concavalina A (ConA, 2 pg/ml) (C, B=25434328, ConA=
14382511 1320; T4, B=3629£440, ConA= 225640+23829; n=4).
¢) Una mayor respuesta frente a un estimulo alogeneico (aloAg)
(C, B=3628+289, aloAg= 18745£1945; T4, B=4827+429, aloAg=
38044(613: n=4). Las células provenientes de los animales trata-
dos mostraron una menor respuesta al incremento de AMPc indu-
cido por isoproterenol (ISO, 10*M) (incremento respecto del ba-
sal: C=11, T4=4). Por otra parte linfocitos tratados “in vitro” con
T4 mostraron una proliferacién similar a la proveniente de anima-
les tratados. Se concluye que la hormona tiroidea ejerceria un efecto
inmunoestimulante directo sobre las células linfoides a través de
la modulacién de los niveles intracelulares de AMPc.

155. Efecto de la Fluoxetina (FLU) sobre la prolifera-
cion de linfocitos T humanos (LT). Activacion de
Protein Quinasa C (PKC) y movilizacion del cal-
cio. Valeria Ayelli Edgar- AM Genaro- G Cremaschi-

L Sterin-Borda.
CEFYBO-CONICET. Buenos Aires.

Anteriormente demostramos que la Flu ejerce un efecto
inmunomodulador sobre la actividad proliferativa de LT, poten-
ciando el efecto proliferativo de dosis submitogénicas de
Concanavalina A (Con A) (1p1g/ml) e inhibiendo la proliferacion
inducida por concentraciones mitogénicas de Con A (2pug/ml). En
cl presente trabajo estudiamos las sefales tempranas involucradas
en la proliferacién celular: participacion del calcio y actividad de
PKC. Comprobamos que la Flu 107 M incrementa la prolifera-
cion producida por Ipg/ml de Con A induciendo una mayor
traslocacién de la PKC (pmol/min/107 cel). Valores citosol/mem-
brana: basal: 5.04%0.5/ 0.5620.05: Con A Img/ml : 2.96+0.3/
2+0.2; Con A lpg/ml + Flu 107 M: 1.9240.2/ 4+0.4 (n=5). Por
otra parte la Flu disminuye la proliferacién de 2pg/ml de Con A
por inducir la degradacion proteolitica de la PKC medida por la
formacion de protein quinasa M (PKM) (pmol/min/107 cel). Valo-
res PKM/PKC en membrana: basal: 0.01+0.1/ 0.5630.5; Con A
2mg/ml : 0.1+0.5/3.7640.3; Con A 2pg/ml + Flu 10 M: 0.8+0.1/
0.1640.01 (n=5). El iondforo de calcio A23187 mimetiza el efec-
to de la Flu. Concluimos que la Flu modulania el influjo de calcio,
el cual influenciaria la traslocacién de PKC, modulando asi la res-
puesta celular.
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156. Regulacién de la funcién esteroidogénica de la
célula de Leydig por una via dependiente de
ceramida. Silvina Meroni, Daniela Canepa, Eliana

Pellizzari, Helena Schteingart, Selva Cigorraga.

Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas, Hospital de
Nirios R Gutiérrez, Buenos Aires.

Se ha encontrado que algunos receptores de membrana utili-
zan la hidrdlisis de esfingomielina como sistema de transduccion.
La ceramida producida funciona como segundo mensajero acti-
vando distintos efectores que promueven la respuesta biologica
especifica. El objetivo de este trabajo fue estudiar la participacion
de cste sistema de transduccion cn la regulacién de la funcién
esteroidogénica de la célula de Leydig. Para cllo las células de
Leydig fueron incubadas por 3 hs con andlogos permeables de
ceramida (C2 y C8:10puM) y un inhibidor de la ceramidasa (MAPP:
10pM) en presencia o ausencia de hCG (10ng/ml) o dbAMPc
(1mM). La testosterona (T) producida fuc determinada por RIA y
los resultados s¢ expresaron como ng/108cel/3hs (X£DS
n=3,*p<0,01). El tratamiento con las distintas drogas no modificd
los niveles basales de T mientras que produjo una inhibicién del
estimulo por hCG (hCG:40,1+5,0; hCG+C2:18,1% 2,1%;
hCG+C8:23,8+4,8*; hCG+MAPP:14,310,2*) o por dbAMPc
(dbAMPc¢:30,214,0; dbAMPc+C2:16,9£1,2*; dbAMPc +MAPP:
17,9+4,0*). No se observaron modificaciones en la conversion de
pregnenolona (P,:2uM) a T por los tratamientos (P,:66,3%5,5;
P +C2:59,644,0). Los resultados obtenidos sugieren que una via
dependiente de ceramida participa en la regulacion de la respues-
ta esteroidogénica en la célula de Leydig, en una etapa que se
encuentra entre la produccion de AMPc y P,

157.  Efecto de la proteina caltrin (calcium transport
inhibitor) de rata sobre el proceso de
fertilizacion. A. Dematteis®, DJ Cohen, ML Novella®,

CE Coronel® y PS Cuasnicu.

Instituro de Biologia y Medicina Experimental, Buenos
Aires. Fac.Cs. Médicas, UNC, Cérdoba.

Caltrin es una proteina bisica de vesicula seminal (Mw =7
kDa) que se une especificamente a la regién acrosomal y cola del
espermatozoide epididimario de distintas especies, inhibiendo la
entrada de calcioa la célula. Debido a la importante participacién
del calcio en las difercntes elapas conducentes a la fertilizacién
(capacitaci6n, reaccién acrosomal, hiperactivacién) examinamos
¢l efecto de esta proteina sobre el proceso de fertilizacién. Para
ello, desarrollamos la compleja técnica de fertilizacién “in vitro™
de rata, evaluando posteriommente el efecto de la presencia de caltrin
(de rata) sobre el porcentaje de ovocitos fertilizados observados a
las 24 hs de incubacién. Los resultados indicaron que la presencia
de caltrin durante la co-incubacién de las gametas produjo una
disminucién significativa (p<0.05), y dependiente de la concen-
tracion, en el porcentaje de ovocitos fenilizados (O.Q] pe/pl: 98%;
0.05 pg/ul: 19%; 0.1pg/ul: 1%) a pesar de producir un aumento
en el nimero de espermatozoides unidos por ovocito. Dicha inhi-
bicién estaria mediada efectivamente por la proteina dado que no
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se observa en presencia de una proteina control (ovoalbiimina:
78% ) y puede ser revertida por la remocién de caltrin del medio
6 hs luego de iniciada la co-incubacién (62%). Estos resultados
indicarian que caltnin, a través de su accién sobre el transporte de
calcio, cumpliria una importante funcién regulatoria de la capaci-
dad fentilizante del espermatozoide. Actualmente nos encontra-
mos investigando si la participacién de caltrin ocurre a nivel de la
capacitacion, reaccion acrosomal y /o interaccion de gametas.

158. Participacién de la proteina epididimaria DE en
la etapa de interaccion espermatozoide-zona

pellucida. DJ Cohen, A. Dematteis y PS Cuasnicu.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-
CONICET), Buenos Aires.

La proteina epididimaria DE se asocia a la regién dorsal de la
cabeza del espermatozoide (esp.) de rata durante la maduracién,
migra al segmento ccuatorial (SE) con la reaccién acrosomal (RA)
y participa en el proceso de fusién de gametas. Su localizacién
original en la regién dorsal sugiere su potencial participacién en
la etapa de interaccién con la zona pellucida (ZP). Para evaluar
dicha posibilidad, se desarroll6 la compleja técnica de fertilizacidn
de ovocitos de rata con ZP. Utilizando esta técnica se estudié el
efecto del anticuerpo policlonal anti-DE sobre la fertilizacién,
observindose que dicho anticuerpo es capaz de producir una inhi-
bicién significativa (p<0.001) en el porcentaje de ovocitos fertili-
zados respecto a los controles incubados con suero de conejo nor-
mal (6% vs. 66%) o medio solo (6% vs. 91%). Como otra aproxi-
macién al tema, ovocitos con ZP fueron incubados con proteina
DE purificada previo a la inseminacién. La presencia de DE pro-
dujo una completa inhibicién en el porcentaje de ovocitos pene-
trados respecto a los controles con ovoalbiimina (0% vs. 78%) o
medio solo (0% vs. 70%). Finalmente, se observé que el agregado
de ZP solubilizada (inductor fisiolégico de la RA), a esp. capaci-
tados produce un ripido aumento en ¢l porcentaje de esp. con
redistribucién de DE al SE (5 ZP/pl: 46% vs 30%, p<0.001). En
conjunto, estos resultados indicarian que DE cumpliria una doble
funcién: localizada en la regién dorsal del acrosoma participaria
en la etapa de interaccién con la ZP, la cual induciria su migracién
al SE, localizacién en la cual participaria en la etapa de fusién de
gametas.

159. Participacién de la 6xido nitrico sintasa en la
reaccion acrosomal inducida del
espermatozoide humano. MB Herrero, JM
Viggiano , E Cebral, S Perez Martinez, P Morales,

A Salgado, MAF Gimeno.

Centro de Estudios Farmacolégicos y Botdnicos
(CEFYBO) Serrano 669 (1414) Buenos Aires .

Trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado la
presencia de la 6xido nitrico sintasa (NOS) en el acrosoma de
espermatozoides de ratén y humanos y la participacion de csta
enzima cn el proceso de fertilizacién in vitro. En este trabajo in-
vestigamos si la NOS interviene en el proceso de reaccién



acrosomal inducida por fluido folicular (FF) en espermatozoides
humanos. A espermatozoides humanos, seleccionados por
centrifugacién con Percoll e incubados en un medio capacitante,
se les adicionaron diferentes inhibidores de la NOS por 30 min y
luego se agregd el FF (20%) durante otros 15 min. El porcentaje
de espermatozoides vivos reaccionados se determiné mediante la
doble tincion Pisum Sativum-HOS. Altas concentraciones de L-
NAME (5 y 1 mM) inhibieron la reaccién acrosomal inducida por
FF en un 50% y 37% respectivamente. El enantiomero inactivo,
D-NAME no produjo inhibicién de la exocitosis acrosomal. Por
otro lado, el inhibidor L-NMMA (1 y 0.1mM) bloqueo significa-
tivamente la reaccion acrosomal in vitro (43% y 31.2%). Estos
resultados sugieren que la NOS en espermatozoides humanos estd
involucrada en la exocitosis acrosomal inducida por FF y confir-
ma la similitud con el modelo de espermatozoide de ratén.

160. Falta de expresion del gen de la aromatasa
(CYP19) en el testiculo humano prepuberal (hPP)
en reposo y estimulacién transitoria de la se-
crecion de estradiol (E2) in vitro al iniciarse la
esteroidogenesis (IE). N.Saraco, E.Berensztein,

A.Dardis, M.A Rivarola y A Belgorosky.
Lab. de [nvest., H. Garrahan, Buenos Atres

Se ha postulado que los estrégenos pueden ejercer una regu-
lacién negativa sobre la sintesis de testosterona (T) testicular. La
expresién del gen CYP19 en el testiculo hPP no ha sido estudiada,
aunque se ha establecido que las células de Leydig humanas adul-
tas poscen actividad aromatasa. En este trabajo hemos estudiado
por RT-PCR la presencia de mRNA del CYP19 en 7 testiculos PP
entre 0.08 y 7 afios (a) y uno puberal (P)de 15 a, obtenidos de
necropsias. Ademds, células testiculares de 12 pacientes PP (de
0.05 a7 ade edad) yde 2P de 15 a de edad fueron mantenidas en
cultivo durante 2 dias en presencia de suero fetal bovino al 10%,
mds 4 dias adicionales en medio libre de suero. La secrecion de T
y de E2 se determind por RIA los dias 2, 4 y 6 de cultivo, en 6 de
los 12 PP, y el mRNA del CYP19 en el dia 6 en los 14 cultivos. No
s encontré mRNA del CYP19 en ninguno de los 7 tejidos PP ni
enlos 12 cultivos PP en el dfa 6. Sin embargo el mRNA del CYP19
estuvo presente en el tejido Py en los 2 cultivos P. Como ya fuera
descripto, las células testiculares PP en cultivo incrementaron la T
entre ¢l dia 2 y 6 de cultivo, presumiblemente bajo la influencia
de los componentes del sucro. Sorprendentemente, se detectd se-
crecién de E2 en el dia 2 en cantidades equimolares con la T, la
que desapareci6 los dias 4 y 6. Se concluye que las células
testiculares hPP en reposo no expresan el gen CYP19. Sin embar-
go, en un modelo de IE in vitro se observé una estimulacion tran-
sitoria de la secrecién de E2. Se postula la existencia de un meca-
nismo de represién del gen CYP19 durante la prepubeniad. Al ini-
ciarse la esteroidogenesis P, habriauna modulacién regulatona de
la expresién de este gen, predominando al principio un efecto ne-
gativo para posibilitar la sintesis de T .

Concentracién de Fibronectina (FN) en medios
condicionados de embriones humanos (MCEH)
y su correlacién con la viabilidad del embarazo.
Rosa Inés Baranao® , Alejandra Piazza ** y Ester
Polak de Fried**

161.

*[nstituto de Biologla y Medicina Experimental-
CONICET y ** CER- Instituto Médica, Buenos Aires
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I.a FN es una glicoproteina de adherencia de la matriz
extracelular que podria jugarun papel importante en el proceso de
implantacién y diferenciacién embrionaria en humanos. El obje-
tivo del presente estudio fue evaluar la concentracién de FN en
MCEH de 24 horas y la posible relacion entre niveles de FN y
viabilidad del embarazo, como asi también la relacién entre FN e
IL-1By FN con morfologia embrionaria. Para ello se desarrollé
un ELISA para FN en el cual la minima concentracién detectable
fue 5 ng/ml. Se analizaron 94 muestras de MCEH (medio que
rodea a los embriones en estadio de 2-4 células) y 6 muestras con-
troles (medio de cultivo celular sin contacto con embriones). Los
niveles de [L-1PB sc determinaron usando un “kit” comercial de
alta sensibilidad. Se observé que en 45 muestras correspondientes
a embriones que produjeron embarazo (MCEH-E) la concentra-
cién de EN fue de 21714410 ng/ml. mientras que en 49 MCEH de
embriones que no produjeron embarazo (MCELI-NE) fue de 670
(82 ng/ml (p<0,001) y en las muestras controles fue de 90 (10 ng
/ml (p<0,001 vs MCEH). La concentracién promedio de IL-13
fue de 4 £1 pg/ml en MCEH-E mientras que en MCEH-NE fue de
0,4 +0,3 pg/ml. La concentracién de FN fuer mayor en los MCEH
correspondicntes a embriones con mejor morfologia. De acuerdo
a los resultados obtenidos existiria una estricta relacién entre ni-
veles de FN y viabilidad de embarazo. La produccién de FN po-
dria ser inducida por la IL-13 embrionaria

162. Alteracion en la proporcion entre sexos en em-
barazos obtenidos por la transferencia de los
blastocistos mas desarrollados logrados por
fertilizacion in vitro y cocultivo. Carlos J. Quintans,
M.J. Donaldson, M.C. Carou, L.A. Blanco. R.S.

Pasqualini.

Haliues, [nstituto Médico , Buenos Atres.

El objetivo fue detectar diferencias en la velocidad de desa-
rrollo entre embriones humanos de distinto sexo. Se realiz6 un
estudio retrospectivo en un grupo de 10 mujeres embarazadas por
la transferencia de blastocistos . La edad promedio erade 30,3+2,8
afios (Rango 24 a 34). Se estimul6 con acetato de leuprolida, hor-
mona foliculo estimulante, gonadotrofina de mujer menopdusica,
y gonadotrofina coriénica. Los ovocitos se recolectaron por pun-
cidn ecogrifica transvaginal. En 5 casos se uso fertilizacidn in
vitro convencional y en otros 5 microinyeccién. Se usé medio
HTF para fertilizacién y cultivo hasta 4 células, y luego los
preembriones se transfirieron a una monocapa de células Vero en
medio &-MEM cultivando hasta un maximo de 5 dias . Dos o tres
blastocistos se transfirieron al dtero, eligiendo los mas desarro-
llados. Los no transferidos se criopreservaron. El sexo se deter-
mind en 9 casos al nacimiento y en uno por biopsia de vellosida-
des coriales. En las 10 pacientes hubo 24 sacos embrionarios por
ccografia, de estos, 3 se desvanecieron en el primer trimestre. De
los 21 restantes, 15 eran nifios (71,4%) y 6 niias (28,6%) , lo que
representa una diferencia significativa a nivel 0.035. En todos los
embarazos habia por lo menos un varén y en el 50% solo varo-
nes. Los resultados indican que como en otros mamiferos los
embriones humanos también mostrarian diferente velocidad de
desarrollo segiin su sexo.

Efecto de los carbohidratos sobre la fusion de
las membranas plasmaticas del espermatozoide
y ovocito de rata. Rubén H. Ponce.

163.

Quimica Bioldgica, Fac. de Odontologia y Ciencias

45



MEDICINA

Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba. Cérdoba.

Los mecanismos moleculares involucrados en la adhesion y

fusién entre las membranas plasmaticas del espermatozoide y el
ovocilo son poco conocidos. El propdsito de este estudio fue exa-
minar la posible panticipacién de carbohidratos en la fusién entre
los gamectos de rata. Se obtuvieron espermatozoides de la porcién
distal del epididimo de mta 'y se capacitaron en una solucién Krebs-
Ringer modificada, con albimina de suero bovino 0,4%. Los
ovocitos sc obtuvieron de ratas superovuladas. Para determinar si
los azicares inhibian competitivamente el proceso de fusién, los
ovocitos sin zona pelicida fueron inseminados con
espermatozoides capacitados en presencia de carbohidratos dife-
rentes. Los resultados mostraron que los aminoazicares D-gluco-
samina 10mM y D-galactosamina 10 mM, y los polisacindos
polisulfatados fucoidin § mg/ml y dextrin sulfato 400 mM, pro-
ducen una inhibicién significativa (p<0,01) en el porciento de
ovocitos fecundados. Ademas, el nimero de espermatozoides que
penetra en cada ovocito disminuye significativamente (p<0,001)
a valores de 0.02+0,02 (D-glucosamina), 0,05+£0,05 (D-
galactosamina), 0.040.0 (Fucoiddn) y 0,0440,04 (Dextrin sulfato),
respecto a 1,0020,17 (control). Estos datos sugicren dos mecanis-
mos de unién para la interaccién entre los gametos, basado sobre
una inhibicién por carbohidratos especificos y por una orienta-
cién y densidad de carga especifica. Financiado por CONICOR y
la Fundacién Rockefeller.

164. Determinacién de la presencia de sitios de
adhesion para glucosamina en espermatozoides

de hamster. Rubén H. Ponce y Rodolfo D. Pereira.

Cdtedra de Quimica Bioldgica, Facultades de
QOdontologia y Ciencias Médicas, Universidad Nacional
de Cérdoba, Cérdoba.

La fusién entre las membranas plasmaticas del espenmato-
zoide y el ovocito es inhibida por carbohidratos. Glucosamina
permite que el espermato-zoide pueda adherirse a la superficic
del ovocito pero inhibe su capacidad fecundante. El propdsito de
este trabajo es definir el mecanismo por el cual glucosamina in-
terfiere Ia fecundacion. Se obtuvieron espermatozoides por pun-
cién de la porcién distal del epididimo de hamster y se capacita-
ron cn una solucién Tyrode modificada (m-TALP-3) conteniendo
15 mg/ml BSA (albimina sérica bovina). BSA-glucosamina fue
utilizada para producir un derivado fluorescente, uniéndoscle
covalentemente isotiocianato de fluoresceina (FITC). Este com-
puesto mostré un indice de relaciéon molar (FITC/BSA-
glucosamina) de 0,48 (A495/280 nm). Los espermatozoides, ca-
pacitados o no, se incubaron durante 15 minutos con el conjugado
y se lavaron dos veces con m-TALP-3-BSA. La marcacidn espe-
cifica se visualizé por microscopia de fluorescencia. Los resulta-
dos obtenidos mostraron una marcacién cvidente en
espermatozoides capacitados, localizindose fundamentalmente en
cabeza y pieza media. Estos datos sugieren fuertemente la exis-
tencia de un sitio receptor para glucosamina en espermatozoides,
debiendo determinarse en un futuro las implicancias que puede
teneren la capacidad fecundante del espermatozoide. Financiado
por CONICOR y la Fundacién Rockefeller.

El IGF-1 modula la sintesis de testosterona (T)
en células testiculares humanas (hPP) en culti-
vo. E.Berensztein, N.Saraco, A.Belgorosky y
M.A.Rivarola.

165.
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Lab. de Investigacién, Hosp.Ped. Garrahan, Buenos Ai-
res.

La regulacion endderina y paracrina de la activacidn testicular
y el aumento de la T sérica en los pnmeros meses (M) de vida
postnatal asi como de la posterior quiescencia del iesticulo hPP
aun no ha sido claramente comprendida. Previamente hemos des-
cripto que la secrecién basal (b) de T en cultivo primario de célu-
las testiculares hPP obtenidas de necropsias de nifios entre 1-7 M
era mayor que la de nifios entre 12-36 M y que ¢l Grupo (G) de
menor edad conservaba la capacidad de respuesta al estimulo con
hLH, hIF'SH y hGH. El objctivo de este estudio fue evaluarel efec-
to de la estimulacién con IGF-1 (50 ng/ml) sobre la
esteroidogénesis al 6° dia de cultivo en 3 G de edades, G1: recién
nacidos de 4-10 dias de vida, G2: 1-7 My G3: 12-36 M. Se evalué
la secrecién de T, androstenediona (A) y dehidroepiandrosterona
(D) en los medios condicionados b 6 bajo estimulo con hLLH é
fIGF-1. Se cstimé la actividad de la enzima 33-HSD por la rela-
cién (T +A)/D y de la 173-HSD por T/ A. La respuesta a los esti-
mulos fue expresada como % de la condicién b. Se observé que el
rIGF-1 estimulo significativamente la secrecion de T en los Gl,
G2 y G3 (X£SD:391:+85.8, n=4, 1032£1235, n=8, y 277+214,
n=5, respectivamente. p<0.05) mientras que la hLH sélo estimulé
cn ¢l G2 (5324563, n=8, p<0.05). El efecto del rfIGF1 fue dosis
dependiente . El riGF1 estimul6 la actividad 3B-HSD enlos Gl y
G2 (255+63, n=3, y 6361381, n=6, respcctivamente, p<0.05),
mientras que la hLH sélo lo hizo en G2 (369£288, n=7, p<0.05).
No sc observaron en ninguno de los 3 G cambios en la actividad
17B-HSD ni con hLH ni con IGF1. Se concluye que ¢l IGF-1 cs
un modulador de Ia biosintesis de T durante la activacién postnatal
del testiculo humano. La accién seria probablemente a nivel de la
3B-HSD aunque no se pucde descantar su efecto a otros niveles.

166. Efectode EGF, GH y Testosterona sobre las pro-
teinas transportadoras de IGFs (IGFBPs) en cul-
tivos de células de Sertoli (SC). Analisis por
Western Ligand Blot (WLB). Patricia Pennisi,
Helena Schteingart, R lacono, Selva Cigorraga, H

Jasper.

CEDIE. Hospital de Nirios “R. Gutiérrez"”, Buenos Aires

Las IGFBPs son capaces de unir IGFs con alta afinidad y
modulan la biodisponibilidad de los mismos. En SC se ha demos-
trado que FSH aumenta la produccidn de IGF-1 y disminuye la de
IGFBP3. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la regula-
cién por hormonas y factores de crecimiento de las IGFBPs pro-
ducidas por SC. SC provenientes de ratas de 20 dias de edad fue-
ron cultivadas con oFSH (100 ng/ml), GH (100 ng/ml),
Testosterona (T, 100 nM), EGF (50 ng/ml) o IGF-1 (50 ng/ml)
durante 48 hs. En los medios condicionados se determind la capa-
cidad total dc unién con "**IGF-II (BC); asimismo dichos medios
fueron analizados por WLB. Los resultados de BC de un experi-
mento representativo de tres expresados como X+SD, cpm/pg
DNA, fueron: basal: 179+12; FSH: 86x11*, EGF: 287£71* GH:
161£14,T: 243£11*,n=3, * p<0.01. Los ensayos de WLB mostra-
ron incrementos en las bandas correspondientes a IGFBP3 luego
de tratamientos con EGF, T, IGF-I y GH, mientras que el trata-
miento con FSH provocé una disminucion de las mismas. Estos
resultados sugieren que las hormonas y factores de crecimiento
analizados podrian en parte afectar la funcion testicular regulan-
do los niveles de IGEBPs y por lo tanto la biodisponibilidad de los
IGFs.



Efectos de las citoquinas TNF-a e IL-1B sobre
células de Sertoli. Helena Schteingart, Daniela
Cénepa, Silvina Meroni, Eliana Pellizzari, Selva
Cigorraga.

167.

Centro de Investigaciones Endocrinologicas, Hospital de
Nirios “R. Gutiérrez". Buenos Aires.

Las citoquinas que provienen de las células del sistema in-
mune y las que se producen localmente en el testiculo poseen la
capacidad de regular la espermatogénesis. Las acciones de estas
citoquinas, sobre las células de Sertoli (SC) no han sido aiin estu-
diadas. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la accion de
las citoquinas TNF-¢¢ e IL-1[ sobre la funcionalidad de las SC.
Para ello, cultivos de SC provenientes de ratas de 20 dias de edad
fueron tratados con TNF-ct (T, 50ng/ml) o IL-1P (I, 30UU/ml) por
3 dias. Se determinaron las actividades de y-glutamil transpeptidasa
(y-GTP) y aromatasa (Ez) y la secrecion de transferrina (Trf) y
lactato. Todos los resultados se expresan como X+SD, n=4, *
p<0.01. El tratamiento con TNF-c estimulé la actividad de ¥-
GTP (basal (B): 19.7+3.1, T: 68.7£10.0* pmol-p-N-anil/pgDNA/
min); y la secrecion de Trf (B: 46.8%9.1, T: 100.8£19.5* ng/
HgDNA) mientras que inhibid la produccion de lactato (B: 8.0+0.7,
T: 4.120.1* pg/ugDNA) y la produccion de E; (B: 47.9%3.8, T:
33.9+7.3* pg/ugDNA). Resultados semejantes se obtuvieron en
los cultivos tratados con IL-1P. Los resultados obtenidos sugieren
que las citoquinas, ademds de tener la propiedad de regular la
esteroidogénesis en las células de Leydig, tienen acciones marca-
das sobre la funcionalidad de las células de Sertoli.

168. Participacion de una via dependiente de
ceramida en la regulacion funcional de la célula
de Sertoli. Daniela Canepa, Silvina Meroni, Helena

Schteingart, Eliana Pellizzari, Selva Cigorraga.

Centro de Investigaciones Endocrinolégicas. Hospital de
Niitos “R Gutierrez", Buenos Aires.

Se ha descripto un nuevo sistema de transduccién que
involucra la hidrdlisis de esfingomiclina. La ceramida producida
funciona como segundo mensajero que produce la respuesta bio-
logica especifica. El objetivo de este trabajo fue estudiar la parti-
cipacion de esle sistema de transduccion en la regulacion funcio-
nal de la célula de Sertoli. Para ello se utilizo un andlogo permeable
de ceramida (C2:10pM) y un inhibidor de la ceramidasa (MAPP:
10pM). Cultivos de células de Sertoli de ratas de 20 dias fueron
estmulados con las drogas en presencia o ausencia de FSH (100ng/
ml). Los resultados se expresan como X+DS, n=3. La produccién
de transferrina (ng/pgDNA) disminuy6 en condiciones basales
(3:23,945.9; C2:12,6:+2 9%, MAPP:12,0+2,8*; *p<0,01vsB) y bajo
estimulo con FSH (FSH:38,3+5,7; FSH+C2: 30,944,3%;
FSH+MAPP:29,9+1,7*; *p<0,01vsFSH). La produccién de lactato
(Hg/pgDNA) aumentd en condiciones basales (B:5,3+0,8;
C2:20,843,5*; MAPP: 28,8+4,3*; *p<0,01vsB) y en presencia de
FSH  (FSH:11,9+1,1; FSH+C2:19,8%1,5*; FSH+
MAPP:35,914,4*%; *p<0,01vsFSH). La actividad aromatasa esti-
mulada por FSH se inhibié en presencia de C2 y MAPP, mientras
que no sc observaron efectos sobre la actividad de y-glutamil
transpeptidasa. Los datos obtenidos sugieren que la via depen-
diente de ceramida esta presente en lu célula de Sertoli y que par-
ticipa en la regulacion funcional de la misma.
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169. Expresion de ICAM-1Y LFA-1 en el desarrollo
de | orquitis autoinmune experimental (OAE). S.E.
Vianello, Berta Denduchis, Marta B. Casanova,

Livia Lustig.

Centro de Investigaciones en Reproduccion, Fac.de Me-
dicina, UBA.

Con ¢l objeto de determinar ¢l papel que juegan las molécu-
las de adhesion(CAM's) en la OAE,se estudid la expresion de
ICAM-1 y LFA-1 en linfocitos de sangre(S), ganglios linfaticos
(G) y testiculo (T). Se inmunizaron ratas con homogenado testi-
cular y adyuvantes y se sacrificaron a los 2, 7, 30, 50 y 80 dias.
Como controles (C) se inmunizaron ratas con sol. fisioldgica y
adyuvantes. Linfocitos de S y G fueron incubados con AcMn anti-
ICAM-1 yanti-LFA-1 y procesados para imunofluorescencia para
su cuantificacién por microscopia dptica (MO) y citometria de
flujo (CF).La deteccion en ¢l T se realizd por la técnica de la pe-
roxidasa, en cortes de cridstato. Por MO y CF no se detectaron
diferencias significativas entre ratas con OAE y C, a lo largo del
tiempo, en la expresion de ICAM-1 y LFA-1 en S y G.Por ¢j.,los
datos obtenidos a los 30 dias en G para LFA-1 por MO son:(OAE
vs C) 39,3+17,3 vs 39,646,7; en S: 29,7 £18,4 vs 31,4% 1.1;para
ICAM-1,en G:28,1£ 159 vs 30,8+ 14,7;en S: 17,3£11,9 vs 20,2
+10,5. Por CF, para LFA-1, en G: 884% 20,8 vs 95,2+ 6,0; en
S:89.3+ 13,0 vs 84,8422, 5; para ICAM-1,en G:57,4%15,4 vs 56,5
+19.3;¢en S:56,9+12,5vs57,4%27,7. En el testiculo se observa-
ron c¢lulas endoteliales ICAM-1+ y linfocitos LFA-1+
detectandose.en las ratas con OAE,una mayor distribucion e in-
tensidad de la reaccién. En conclusién,si bien no se observaron
diferencias enla expresionde ICAM-1y LFA-1en Sy G es pro-
bable que dichas CAM s activadas ¢n el microambiente testicular
Jjueguen algun papel en el desarrollo de la lesion.

Polimortismo de FSH hipofisaria en distintos
estadios del desarrollo sexual en la rata macho.
SB Rulli,S Creus,E Pellizzari,S Cigorraga,RS
Calandra,S Campo.

170.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental-
CONICET:CEDIE, Htal. de Nires R Gutiérrez, Buenos
Aires; Cat. Endacrinologia, Fac. Cs. Exactas, UNLF, La
Plata.

FSH existe en multiples isoformas, de acuerdo a la estructura
de los oligosaciridos unidos al polipétido. Hemos descripto que
en la rata macho prepuber, la distribucidn y bioactividad de las
mismas estd influenciada por el entorno androgénico.En este tra-
bajo se estudid la inmuno (1) y bioactividad (B) de las isoformas
de FSH hipofisaria en distintos estadios del desarrollo sexual en
la rata macho. A partir de citosoles de hip6fisis de ratas de 10, 33
y 75 dias de edad. se aislaron tres grupos de isoformas utilizando
cromatografia en concanavalina A: NR (no retenidas, estructuras
triantenarias), DR (débilmente retenidas, biantenarias), FR (fuer-
temente retenidas, alta manosa e hibridos). A los 10 dias de edad
el perfil de isoformas de FSH-I (%) fue: NR=4+0.4, DR=3143 y
FR=6516; a los 33 dias de edad: NR=9%1, DR=43%5 y FR=48%5
; mientras que a los 75 dias de edad: NR= 17£3, DR=48%5 y
FR=35%4. La relacion B/ de las isoformas NR aumento signifi-
cativamente en ratas de 75 dias (10 dias= 0.28+0.02 vs. 75
dias=0.48%0.04; p<0.05), mientras que en DR y FR no variaron.
En resumen, durante el desarrollo sexual en la rata macho, au-
mentan la proporcién y bioactividad de las isoformas con cadenas
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de oligosacdridos complejas, y disminuye la proporcion de
isoformas con estructuras carbohidratadas mas inmaduras.

171. Niveles de serotonina en testiculo de Hamster
dorado . Ménica Frungieri;Silvia Gonzalez-

Calvar;Livia Lustig;M.Rubio; RS Calandra.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental; Face. Me-
dicina, UBA; ININFA-CONICET: Fac.Cs. Exactas, UNLP.

En ¢l presente trabajo se midieron por HPLC, las variaciones
ontogénicas y la influencia del fotoperiodo en el nivel tisular y
capsular de 5-HT y su metabolito el dcido 5-OH-indolacético
(SHIAA).Paralelamente se evaluo, por tincion con azul de toluidina
y Alcian blue,la localizacidn histoquimica de mastocitos
testiculares, y su cuantificacion. En el estudio ontogénico, la con-
centracion serotoninérgica (SHT+SHIAA: pmol/g.tej.) alcanza sus
valores maximos durante la pre-pubertad y adultez (Tejido:
23d:93,7+23 4;36d :305,5+34,1;46d :179,8:+11,6,60d :293,6+29,7;
90d :788,8%52.0 ;p<0,05)(Capsula :23d: 347,7 £91,8;36d:
814,2478,7;46d :376,4+51,3 ;,60d :991,5+74,0, 90d:1078,6+ 86,5;
p<0,05). Por otro lado, la exposicion de himsteres adultos a
fotoperiodos cortos (FC) (6h L:18hO) 14 semanas, no afecto los
niveles serotoninérgicos capsulares (Control:1078,6486,5;
FC:1011,8%57,1) y disminuy6 marcadamente los niveles
intratisulares (Control:788,8:+52,0; FC: 110,8+11,6 ; p<0,05).Los
mastocitos presentaron una localizacion exclusivamente
subalbuginea, y una variacién en su niunero segin la etapa del
desarrollo y el fotoperiodo.Los presentes resultados muestran
modificaciones en los niveles serotoninérgicos en relacion con la
edad y la informacién fotica, reflejando una regulacion en la
biosintesis endégena, inervacion local o circulacion general.

172. Clonado, expresion y actividad bioldgica de la
proteina epididimaria DE. Ellerman,D., *Werbajh

S., Cohen D., Dematteis A., Cuasnic™ P.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental.*Lab.de
Fisiologia y Biologfa Molecular. FCEyN, UBA, Bucnes
Aires.

La glicoproteina epididimarnia de rata DE (37KD) se localiza
en la membrana plasmdtica del espermatozoide y participa en cl
proceso de fusion de las gamelas a través de sitios complementarios
en ¢l ovocito. Con el fin de analizar la relacién entre la estructura
de esta proteina y su funcién, llevamos a cabo el clonado y
expresion de DE en bacterias, Para ello se realiz6 un “screening™
de una biblioteca de cDNA de cpididimo de rata (en A gt11) concel
anticuerpo policlonal especifico anti-DE, obteniéndose 4 clones
positivos, uno de los cuales fue secuenciado y presentd 100% de
homologia con la secuencia correspondiente a DE. EI cDNA fue
luego subclonado en fase en el vector pMAL p2 y expresado en
células E. coli BL.21. La protefna cxpresada, fusionada a la “maltosa
binding proteines™ (MBP), fue purificada y utilizada en cnsayos
de fusién espermatozoide-ovocito in vitio. Los resultados indicaron
que mientras la proteina recombinante (rec DE). al igual que DE
nativa, produjo una disminucién significativa en el procentaje de
ovocitos fentilizados (rec DE: 2%, DE nativa 0%, p<0.001 vs. con-
trol). MBP no presentd efectos sobre dicha interaccién (74% vs
83% control sin proleina). Posteriores experimentos de
inmunofluorescencia indirecta confirmaron la unién de rec DE a
la superficie del ovocito sin zona pelicida. Estos resultados
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indicarian que la participacién de DE en el proceso de fusién
ocurriria a través de la regién peptidica de la molécula,
constituyendo ¢l primer paso ¢n la identificacién del dominio activo
de esta proteina.

173. Actividad funcional de espermatozoides
electroeyaculados y epididimarios de Chinchilla
laniger. MF Ponzio, VA Aires, R Carrascosa, AA

Ponce , M Fiol de Cuneo, RD Ruiz, JL Lacuara.

Instituto de Fisiologia, Facultad de Cs. Médicas, UNC,
Cérdaoba.

Un paso esencial en la aplicacién de téenicas de fertilizacién
asistida es la obtencién de espermatozoides viables. Para evaluar
la actividad funcional espermadtica en animales pequeiios se han
empleado gametas epididimartas, electroeyaculadas u obtenidas
por vagina artificial. Chinchilla laniger es una especie en peligro
de extincién en su hdbitat natural y ha adquirido un relevante inte-
rés econdémico en criaderos. En el presente trabajo se estudiaron y
compararon diversos parimetros que reflejan la actividad funcio-
nal espemitica (motilidad, M; vitalidad, V; respuesta a la prucba
de resistencia osmdtica, PRO y reaccién acrosomal espontinea,
RA), en espermatozoides recién obtenidos de epididimo caudal
(A) o porclectroeyaculacién (B) recolectados en medio de Tyrode.
Los resultados fucron (%) (A vs. B respectivamente): M: 95.0 +
1.5,n=9 vs. 94.8 £ 1.4, n=14; V: 92.6 + 2.4, n=9 vs. 91.4 + 1.6,
n=13; PRO: 78.5 £ 4.0, n=9 vs. 68.9+ 3.2. n=13; RA: 12.4 £3.7,
n=8 vs. 5.8+ 2.1, n=6. No se detectaron diferencias significativas
entre A 'y B, en ninguno de los parimetros mencionados. Los re-
sultados expuestos evidencian la similitud funcional de las gametas
de ambos origenes: por otra parte, los valores detectados en cada
pardmetro, permilen asumir su posible utilizacién en téenicas de
reproduccién asistida, Trabajo subsidiado por CONICET y
CONICOR ¢ incluido en ¢l PRIDRAH-CONICET.

174. Modulacion ejercida por sefales fisiolégicas o
farmacoldgicas sobre la actividad funcional de
espermatozoides bovinos criopreservados.
Vincenti LM, Fiol de Cuneo M, Ponce AA, Stutz G,
Santllan ME, Martini C, Ruiz RD, Lacuara JL, Calvete

JJ*ySanz L°.

Instituto de Fisiologia, Facultad de Cicncias Médicas,
UN.Cba., Argentina *Instituto de Reprodiccion, Facultad
de Medicina Veterinaria, Hannover, Alemania.

En el presente trabajo se propuso caracterizar la actividad fun-
cional de espermatozoides bovinos criopreservados y determinar el
posible efecto modulador ejercido por seiales fisioldgicas o
fammacologicas. Los pardmetros investigados fueron: motilidad (M),
vitalidad (V), respuesta a la prucba de resistencia osmética (PRO)
y reaccién acrosomal (RA). La M luego del descongelamiento fue
64.80£3.70 %, aumentd significativamente después de la filtracién
en columna de Scphadex G-25 (94.64%1.16 %, p<0.05) y decayéd
durante el periodo de capacitacién (66.3216.20 %); en este lapso
(4h) también disminuyeron PRO y V (n=15 en todos los grupos).
La adicién de pentoxifilina (5 mM) y dibutinl-AMPc (1 mM) no
modificé ninguno de los pardmetros (n=7). La espermadesina
plasmatica bovina PDC-109 (1.5 mg/ml) y progesterona (P, 10
UM), solas o combinadas, no provocaron cambios en M (n=8). PDC-
109 produjo una disminucién de la PRO (19.00+1.36 %y 9.00£1.85
%, a Oh y 4h, respectivamente, p<0.05) sugiriendo que la



espermadesina modifica el pasaje de agua a través de las membra-
nas. La RA espontdnea luego de 4h de capacitacién fue de
13.33+1.54 % y aument6 significativamente luego de la incubacion
durante los 20 min posteriores a ese periodo con PDC-109
(26.3312.01 %) o P,(20.43+4.26 %) (p<0.05) indicando que estos
agentes serian inductores o moduladores fisiolégicos de este fené-
meno. No obstante, no mostraron tener una accién sinérgica. Tra-
bajo subsidiado por CONICET, CONICOR y SECyT -UNC e in-
cluido en el PRIDRAH-CONICET.

175. ¢ Puedelaedad modificarlos efectos de unadieta
deficiente en acidos grasos esenciales sobre la
actividad funcional espermatica? Santillan ME,
Ruiz RD, Fiol de Cuneo M, Vincenti L, Stutz G, Martini

AC, Ponce AA y Lacuara JL.

Instiuuto de Fisiologia, Facultad de Ciencias Médicas,
UNCba. Cérdoba.

El presente trabajo se realizo para evaluar los efectos de una
dieta deficiente en acidos grasos esenciales (DAGE), sobre la acti-
vidad funcional de espermatozoides epididimarios de ratones ali-
mentados desde el destete (A) o desde la adultez (70 dias de edad)
(B), durante 2, 3 o 4 meses. Se determiné: peso corporal, PC; peso
testicular, PT; y los siguientes parimetros espemmalicos: concentra-
cién, C; motilidad, M; vitalidad, V; integridad de la membrana
espermdtica mediante la prueba de resistencia osmética (PRO) e
indice de fertilizacién in vivo por acoplamiento natural, FIVO. PC
(2) fue significativamente superior en A vs. su propio control (C,) y
vs. BB en todos los perodos (32.0 £ 0.6; 29.5 £ 0.3 y 30.0 £ 0.6,
respectivamente; n=6, p<0.05, valores hallados a los 2 meses). En
ninguno de los dos grupos se encontraron diferencias significativas
en PT, M, o V, con respecto a sus controles, en todos los tiempos
estudiados. En A, PRO y FIVO fucron siempre similares a C; En
B, PRO fue significativamente inferior a su control a los 2 meses
(30.1% 5.5% vs. 73.1 + 2.4 %, n=6 en todos los grupos, p<0.05),
pero esta diferencia no se mantuvo en el tiempo. FIVO fue signifi-
cativamente menor, en todos los periodos considerados (18 vs.100%,
64 vs.83% y 40 vs.100% a 2, 3 y 4 meses, respectivamente), A
partir de nuestros resultados se podria sugerir que los animales ali-
mentados con dieta DAGE desde ¢l destete, tienen mayor facilidad
de adaptar su metabolismo con respecto a aquéllos privados de dci-
dos grasos esenciales desde la adultez y esto estd reflejado en su
capacidad reproductiva.

Oxido nitrico en el proceso de ovulacién de la
rata. Alicia Faletti, Silvina Pérez Martinez y Martha
F. Gimeno.

176.

CEFYBO - CONICET. Buenos Aires.

El 6xido nitrico (NO) producido a partir de L-arginina por la
6xido nitrico sintasa (NOs) parece estar involucrado en el proceso
de ovulacién. El objetivo de este trabajo fue estudiar ¢l sistema
NO/NOs de ovario durante ¢l periodo ovulatorio y su relacién con
la produccién de prostaglandinas (PGs). Para cllo se utilizaron
ratas prepiberes tratadas con PMSG/MCG pam inducir la ovula-
cién. Se determin la actividad de la NOs a las 0,4 y 10 hs post
hCG por la técnica de conversién de C-arginina en "“C-citrulina.
La actividad enzimdtica aument6 desde 0.26£0.02 a las 0 hs hasta
0.4340.03 (pmol/min/ovario) a las 10 hs post hCG (p<0.01). Como
las PGs oviricas incrementan durante la ovulacién, sc determiné
la produccién de PGs ovdricas a partir de las 4 hs post hCG y se
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observé que inhibidores de la NOs disminuyen la sintesis de PGs
(control: 10.4 ng PGE/ovario; L-NAME: 4.8 ng PGE/ovario) mien-
tras que donores de NO las aumentan (16.8 ng PGE/ovario,
p<0.01). Con el objeto de caracterizar la isoenzima responsable
de la produccién del NO se determiné la actividad enzimatica en
presencia de L-NAME y/o EGTA. Se observé que a 0 y 4 hs post
hCG el 87% de la actividad enzimdtica correspondia a la isoforma
dependiente de Ca®, en cambio a las 10 hs el 49% correspondia a
la NOs dependiente de Ca®* y el 51% a la NOs independiente de
Ca?". Podemos concluir con estos resultados que durante el pro-
ceso de ovulacion de la rata, se produce un aumento de produc-
cién de NO en ovario y que éste induce la sintesis de PGs necesa-
rias para la ruptura folicular. Asimismo podemos sugerir que la
isoenzima responsable de este aumento es la NOs inducible.

177. Factores implicados en la viscosidad del
plasma seminal. Gabriela Mendeluk,L. Gonzélez

Flecha, P. Castello, C. Bregni.

Departamentos de Bioquimica Clinica, Quimica
Bioldgica y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de
Farmacia y Bioquimica. UBA, Buenos Aires.

Nos proponemos estudiar ¢l efecto de enzimas y agentes qui-
micosenlaviscosidad del plasma seminal. Se midié la viscosidad
aparente(na) por triplicado con un Vicosimetro Cono/Placa Brookfield,
modelo DV-1, a 60 rpm y 25°C en alicuotas de pooles de plasmas
seminales de consistencia normal y aumentada (formados por 18
y l6 muestras respectivamente), post-incubacién durante 60min
a37°C con 100ul de buffer PBS(pH: 7.2), Tripsina, Ditiotreitol(DTT),
EDTA, a-amilasa y DNAsa(concentracién final: 1mg/ml, 2.95mM,
12mM, 0.2% y 14.36 UK/mlrespectivamente). En muestras indi-
viduales se dosaron proteinas(Bradford), DNA(Hoechst H33258) y
sedetermind el porcentaje de agua pordiferencia de pesada lue-
godeliofilizacidn. La na fue 3.630.1 cp en el lote de consisten-
cia normal y 4.840.4 cp en el de consistencia aumentada(incubacidn
con PBS). En el primer grupo la na disminuyd 36% al agregar
Tripsina(p<0.0001). En el segundo grupo la na disminuyd 44%
con Tripsina, 33% con DTT y 44% con a-amilasa(p<0.00001). El
EDTA y la DNAsa no tuvieron efecto sobre la viscosidad. No se
hallé diferencia significativa en el contenido de proteinas(mg/
ml), DNA(ug/ml) ni en ¢l porcentaje de agua en los lotes en estudio
(Datos expresados comomediat 2ES; Consistencianarmal: 5.2530.41(n:17),
23336.42(n:23),9038+0.90 (n:19) y Consistencia aumentada: 5.0330.60(n: 14),
28.41+3.87(n:60), 90.33+0.69(n:18)). Se concluye que las proteinas
estan implicadas en la viscosidad del plasma seminal La presen-
cia de puentes disul furo adquiere relevancia sobre la ja en el lote de
consistencia aumentada. La disminucién de lana con el agregado de
o-amilasa fue un hallazgo que compromete a los hidratos de carbono
en la etiologia del fenomeno de Hiperviscosidad Seminal .

178. Cambios endécrinos reproductivos inducidos
por Hexaclorobenceno (HCB) en ratas hembras.
P.Alvarez*, L.Alvarez*, A.Randi*, G.Piroli*,

A.Chamson* ,V.Lux*y D.L.Kleiman®.

Dept. Biog. Humana, Fac.de Medicina*, UB A.; Institu-
1o de Biologia y Medicina Experimental*, Buenaos Aires.

El HCB es un fungicida de miltiples efectos téxicos. Se de-
termind su efecto endécrino reproductivo. Ratas hembras Wistar
con ciclos regulares recibicron: (1) HCB por intubacién gdstrica
durante 30 dias, en dosis que inducen toxicidad hepdtica, porfiria
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y alteraciones en el metabolismo tirdideo (1g/1kg p.c.)(n=7), o
(2) vehiculo (C)(n=7). Las HCB mostraron extendidos vaginales
con prolongacién de los diestros (C: 1,410,2d., HCB: 2,410,3) y
estros (C: 1,340,1d.; HCB: 1,8+ 0,1d.) p<0,05, sin cambios en Ia
duracién de los proestros. La duracién de los ciclos aumentd de
C: 4,2240,65 a HCB: 6,8710,44; p<0,005. Los niveles séricos de
estradiol (E ), progesterona, LH y FSH evaluados en el estro no se
alteraban. I prolactina (Prl) (ng/ml) (C: 3,3+1,9: HCB: 1,5£1,3;
p<0.05) y los receptores nucleares uterinos de E (fmol E /mg)
medidos por unién del ligando, disminuyeron sighificativamente
(C: 89,0+17,5; HCB: 59,8%14,9; p<0,05). Histolégicamente los
ovarios HCB mostraron el estroma medular con grandes espacios
lagunares, mayor cantidad de folfculos en crecimiento atrésicos,
ovocitos con nicleo picndtico e infiltrado inflamatorio. Conclu-
siones: El HCB produce cambios en la endocrinologia
reproductiva, caracterizados por alteraciones en los ciclos, en la
histologia ovarica, Prl circulante y receptores uterinos de
estrégenos.

179. Ensayo de aclivacion de espermatozoides hu-
manos con extracto de ovocitos de Buffo
arenarum. Maria Clara Carou, C.J. Quintans, R.S.
Pasqualini.

Halitus, Instituto Médico, Buenos Aires.

Se investigo la utilidad de un extracto de ovocitos de sapo,
Buffo arenarum, en un ensayo para producir descondensacion de
espermatozoides humanos. El objetivo es encontrar un método
diagndstico que permita evaluar la capacidad de los
espermatozoides estudiados para formar prontcleos cuando se
los piensa utilizar para fertilizacién in vitro por inyeccién intra-
citoplasmdtica (ICSI). Los ovocitos se obtuvieron por descarga
ovulatoria, inyectando gonadotrofina coriénica humana a sapos
hembra. El extracto se logrd lisando ovocitos centrifugandolos a
10.000g. La técnica consistid en agregar al extracto
espermatozoides permeabilizados, ¢ incubar durante tiempos va-
riables. La reaccidn se detuvo con formaldehido, realizando frotis
tefiidos con Giemsa, donde sc¢ contd la proporcién de
espermatozoides descondensados. En muestras normales se logré
la reaccién en un rango del 80% al 98 % .Se determiné la
reproducibilidad del método obteniendo los siguientes Coeficien-
tes de Vanacion % (CV): CV(entre 2 lecturas)=3,8 (n=8); CV(entre
duplicados)=2,4(n=6); CV(entre ensayos)=1,5(n=4); CV(entre
ensayos congzextractos) =3,2(n=2) CV (entre # muestras) = 7,1
(n=11). Resulté equivalente ¢l uso de muestras frescas o
criopreservadas: CV(entre duplicados) =0,1; CV(entre tratamien-
10)=0,3. Se concluye que el ensayo presenta una reproducibilidad
adecuada para considerar su utilizacion para explorar el objetivo
propuesto.

180. Inhibina -B (Inh-B) en medios condicionados de
cultivos primarios de células testiculares huma-
nas prepuberes, E. Berensztein, N. Saraco, A. Bel-

gorosky, M. A. Rivarola.

LabInvestigacién, Hospital Garrahan, Buenos Aires.

En el hombre la inh-B es producida por la célula de Sertoli 'y
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sus niveles séricos descienden desde la infancia hasta la
prepubertad tardfa. Por otro lado hemos descripto que la
testosterona (T) basal en medios condicionados de cultivo prima-
rio de células testiculares humanas prepiiberes era mayor entre 1-
7 meses (M) que entre 12-36 M. El objetivo de este estudio fue
analizar la secrecién de inh-B en medios condicionados de culti-
vos primarios de células testiculares humanas prepiiberes al 6% dia
de cultivo en 3 grupos (G) de edades: G1 (1-21 dias, n=7), G2 (1-
M, n=9) y G3 (12-33M,n=4), bajo estimulacién crénica con LH
(n=4) y con FSH (n=7). La Inh-B fue medida por un
enzimoinmunoensayo especifico. La secrecién basal de Inh-B fue
significativamente mds alta en el G1 (X£DS: 557+277) que en el
G2y G3 (2611249 y 78.8%81,0 pg/10°cel.24hs, respectivamente
p<0.05). No se observaron cambios ni con LH ni con FSH. Me-
diante un andlisis de regresion lineal se realizé una correlacion
entre la secrecién de Inh-B y la edad, y entre 1a Inh-B y la T basal
halldndose una correlacién significativa negativa con la edad
(p=0.035)y positiva con la T basal (p=0.00001). Este estudio mues-
tra por primera vez in vitro que la Inh-B, como ocurre in vivo,
disminuye con la edad cn el testiculo humano prepiber. La falta
de respuesta a la LH y FSH observadas requieren ser confirmadas
con mayores estudios. La Inh-B podra ser considerada como un
posible marcador de células de Sertoli humanas inmaduras.

181. Efecto de caltrin sobre el reconocimiento e
interaccion espermatozoide-ovocito en rata.
Carlos E. Coronel, Andrea Dematteis, Maria L.
Novellay Ruben Ponce.

Cdtedras de Qufmica Biolégica, Facs. Cs. Médicas,
CEFyN y Odontologia UNC, Cérdoba.

Caltrin (calcium transport inhibitor) es una protcina bdsica y
pequena de la secrecion de vesicula seminal de mami-feros que se
unc a la rc.g16n acrosomal dc los espermatozoides (E) e inhibe la
incorporacién de calcio. Debido a ello se inhibe la liberacion de
hialuronidasa, enzima hidrolitica asociada con la reaccién
acrosomal. Caltrin posee homologia estructural con inhibidores
de tripsina tipo Kazal aislados de pdncreas, higado y secrecién
seminal. En este trabajo sc estudi6 el efecto de caltrin sobre: a) la
actividad de tripsina mediante método cspectrofotométrico y de
acrosina por cnsayo en pelicula de gelatina, y b) la interaccién
espermatozoide-ovocito usando ovocitos con zona pellicida (ZP)
en incubaciones in vitro. Tripsina fue dristicamente inhibida
(~97%) con 0.2 PM caltrin mientras que las preparaciones de E
tratados con la proteina no manifestaron actividad proteolitica sobre
la pelicula de gelatina indicando inhibicién de acrosina. La pre-
sencia de caltrin cn ¢l medio de incubacién aument6 significativa-
mentc (p<0.001) la poblacién de ovocitos con E unidos a la ZP
(98.4%+0.43) respecto al control (35.6%16.23) y el nimero de E
por ovocito (21.2+1.3) respecto al control (1.210.12). El mismo
efecto se observé cuando los E tratados con caltrin fueron lavados
para climinar la proteina no unida. Experimentos similares reali-
zados con ZP aislada arrojaron los mismos resultados. Los datos
sugieren que caltrin inhibe la actividad de acrosina pero no blo-
quea la unién espermatozoide-ZP como se informd con otros in-
hibidores de proteasas; porlo contrario, facilita dicha interaccién.



182. Efectodela hipoxia hipobaricacrénicay la edad
sobre el stress oxidativo. Lidia E.Costa, Susana

Llesuy, Gabriela Méndez, A. Boveris.

Institro de Investigaciones Cardiolégicas, Facultad de
Medicina, y Facultad de Farmacia y Bioguimica, UBA,
Buenos Aires.

Nuestros estudios previos indican una menor generacion de
especies activas del oxigeno (AOS) en ¢l higado de ratas someti-
das a hipoxia hipobdrica crénica. Como el proceso de envejeci-
miento ha sido vinculado a la produccién de AOS, se investigaron
los efectos del envejecimiento en hipoxia sobre pardmetros de stress
oxidativo. Dos grupos de 6 ratas de 1 mes fueron sometidos a 58.7
kPa en una cimara de hipopresién durante 3-4(HY) y 14-15(HO)
meses, respectivamente. Dos grupos similares se mantuvieron
como controles a 101.3 kPa. Las ratas se sacrificaron por decapi-
tacion, se determiné el hematocnito, y se aislaron mitocondnias
del higado por centrifugacion diferencial. En ellas se determiné:
el contenido relativo de hidroperdxidos, estimado por la oxida-
cion de la diclorofluoresceina (DCFH), la quimioluminiscencia
estimulada por tertbutylhidroperéxido (BOOH-CL), que refleja
el contenido de antioxidantes y la actividad de la superéxido
dismutasa (SOD). La oxidacién de DCFH (U/mg prot) resulté
mayor en las membranas mitocondriales de HY:1.35£0.22 vs
CY:0.74+0.09, p<0.05. La BOOH-CL (cpm/mg prot) fue menor
en HO:24600£2100 y C0O:2210042400 que en las ratas jévenes,
tanto HY:34100£1900 como C:30850£2700, p<0.05. La SOD no
cambié significativamente con la hipoxia ni con la edad. Los re-
sultados sugieren que durante la adaptacién a la hipoxia se produ-
cen cambios transitorios en el grado de stress oxidativo, y que con
la edad habria un aumento en el contenido de antioxidantes, inde-
pendientemente de la presion ambiental.

Estudio del polimorfismo genético de
apolipoproteina E (apo E). Adriana M. Almara, Ele-
na G. Orellano, E.A.Ceccarelli.

183.

PROMUBIE - CONICET. Fac. de Cs. Biog.y Farnacéu-
ticas. UN.R. - CIUNR, Rosario.

Apo E es una proteina polimérfica con tres isoformas pnnci-
pales: E2, E3, y E4 que difieren entre si por la presencia de resi-
duos cisteina o arginina en las posiciones 112 y 158. La
homocigosis para E2 se asocia con hiperlipoproteinemia tipo 11
mientras que la presencia del alelo E4 ha sido relacionada con un
perfil lipidico aterogénico y un riesgo incrementado de padecer
enfermedad coronaria y enfermedad de Alzheimer. Actualmente
se dispone de informacién limitada sobre las variaciones alélicas
de apo E en nuestro pais. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
polimorfismo genético de apo E en la poblacién general. Se pre-
paré ADN gendmico de individuos sanos normolipidémicos (25-
48 ailos; n=32). Como control positivo se utilizo ADN de células
CHIO transfectadas con vectores de expresion de los genes de apo
E2, E3 y E4 humanas. El ADN se amplificé por ASA-PCR con
cuatro oligonucledtidos alelo especificos que detectan los inter-
cambijos Cys-Arg de las posiciones 112 y 158. Los productos
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amplificados (145 y 277 bp) se identificaron por electroforesis en
geles de agarosa. La distribucion de genotipos encontrada fue:
E2/E3= 9,4 %; E3/E3= 81,2 %, E4/E3= 9,4 %. Estos valores son
similares a los observados para la poblacién caucdsica europea
(p>0,1). El estudio realizado puede tener aplicacion para investi-
gar la asociacién entre genotipo apo E y las patologias antes men-
cionadas.

184. AINES selectivos cox 1 vs. cox 2 y ulceras
gastrointestinales, en ratas. O.M. Laudanno. J.A,

Cesolari. J.M. Esnarriaga. P.Flaherty. J A. Vada.

Gastroenterologia Experimental. Facultad de Ciencias
Médicas, Rosario.

Estudiar AINES selectivos COX1 vs.COX2 lesiones en el fun-
dus, ulceras antrales y erosiones intestinales. Método: Ratas Wistar
(n =7),200g.ayuno 36hs,se realizaron:1.Por sondaje orogdstrico
(O G): Fisiol., Indometacina (In), Piroxicam, Tenoxicam,
Ketorolac, Diclofenac(D)y Meloxicam(M).dosis 60mg/
kg:Kctoprofen o, Ibuprofeno, Naproxeno(Na), Nimesulida(Ni) y
Nabumetona (N); 500/ kg. II. Comida sélida (CS), pellets Cargill
durantelh,luego los mismos AINES,via SC.e igual dosis. I1I.
Misoprostol (Mi)100 pg/ kg OG.luego CS e In SC.24 hs.Se sacri
ficaron las ratas, téraco-laparotomia, puncién cardiaca y sangre
para recuento de neutrdfilos ; extraccién del estémago e intestino
delgado(ID);se tabulé el % del drea lesional macroscépica
fuindica.ulcerosa antral y erosiva intestinal,por planimetria. Histo-
logia (H.E.). Resultados: I. Los A INES dcidos dieron drea necrdtica
findica de 50-75% y 80-220 mm.erosiones en ID;los alcalinos 1-
2% (p<0.01) y sin lesiones en ID.I1.Se definieron 5 AINES SC,
previa CS, como selectivos COX2.que no dieron dlceras antrales
ni erosiones intestinales y fueron:D, M, Na, Ni y N; en cambio los
COX1 drea ulcerosa antral de 10-40%(p<0.001) y erosiones in-
testinales entre 110-395mm 11 .Mi impidié las idlceras antrales ¢
intestinales inducidas por In. La histologia dio infiltracién
leucocitaria en los antros y todos los AINES dieron neutrofilia
(5000-20000).Conclusiones: 1. El método CS AINES SC definié
la selectividad COX 2 para: D, M. Nap, N iy N, ya que no indu-
cen tlceras antrales ni intestinales como los COX1. 2, Los AINES
acidos son agresores gastrointestinales.3. Los AINES COX1
inductores de ulceras antrales y crosiones intestinales son PGs
endégenos dependientes.

185. Acltividad de lipasa hepatica en mujeres
postmenopéausicas. GabrielaBerg, Anal.Gonzélez

Regina Wikinski.

Lab. Lipidos y Lipoproteinas, Dto. Bioq. Clinica, Fac.
Farmacia y Bioquimica, UBA, Buenas Aires.

Por su actividad de triglicérido-hidrolasa y fosfolipasa, la
lipasa hepdtica (LH) podria condicionar la estructura y concentra-
cién plasmdtica de IDL, LDL y HDL.. En dosis fannacolégicas,
los estrdgenos la inhiben y los andrégenos la estimulan. La LH es
mayor en hombres que en mujeres; pero, su actividad en la post-
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menopausia no es bien conocida. Nuestro objetivo es determinar
la actividad de L.H en mujeres post-menopdusicas (MPM), en com-
paracion con mujeres premenopiusicas (MpreM) y correlacionarla
con el perfil lipoproteico. Sc adapté y validé el método de Nilsson
Ehle para medir LH ¢n plasma post-heparinico. Se compararon
MPM y MpreM (n = 67 en cada grupo) y se encontrd aumento en
su actividad (14.7 % 0.6 vs. 9.0 + 0.6 pimoles de dcidos grasos/
ml.h, p < 0.001). La actividad de LH corrclaciond inversamente
con colesterol - HDL; (col-HDL;) s6lo en MPM, sin diferencia
entre grupos en col-HDL total y sus subfracciones. A pesar de que
col-IDL estaba aumentado en MPM, no hubo correlacion con la
actividad de LH, Col-LDL en las 134 mujeres mostrd correlacion
positiva, p < 0,01, atribuible a la intervencién de LH en el iiltimo
paso del catabolismo VLDL — LDL. En MPM cl aumento de la
actividad de LH seria un factor aterogénico, por su correlacion
con la disminucion en la subfraccion protectora de HDL, la FIDL,
y ¢l aumento de col-LDL.

186. Alteraciones morfolégicas y funcionales indu-
cidas por vaso-presina (VP) en duplas de
hepatocitos aisladas: Il. Papel de la proteina
kinasa C (PKC) y del Ca?* intracelular ([Ca?]).

M.G. Roma, Vicki Stone, R. Shaw, R. Coleman.

IFISE-Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farmacéuti-
cas. UN.R. School of Biochemistry. The Birmingham
University, England.

Se estudi6 el papel de la activacién de PKC y del aumento de
[Ca*]i en las alteraciones morfoldgicas y funcionales provoca-
das por VP en duplas de hepatocitos aisladas. Tanto el activador
de PKC forbol di-butirato (PDB) como el iondforo de [Ca*'];
A23187 indujeron un aumento dosis-dependicnte del porcentaje
de duplas presentando ampollas de membrana (Maximo: 40.0 +
4.8% y 71.7 * 5.1% a dosis dc 1 y 2.5 pM, respectivamente).
Igual que VP, PDB (1 pM) y A23187 (2.5 pM) disminuyeron la
cantidad de actina pericanalicular (Control: 24.7 £ 1.0; PDB: 16.5
+1.7%*; A23187: 13.6 £2.7%* del total de fluorescencia celular,
*p<0.05), ¢ inhibicron la capacidad de las duplas para acumular y
retener en el canaliculo la sal biliar fluorescente colil-lisil-
fluoresceina (CLF) (Acumulacién: Control: 74.1 £ 2.3%, PDB:
53.4 £ 1.8%™, A23187: 34.8 + 3.4%"; Retencién: Con-trol: 70.3
+ 2.9%; PDB: 54.8 * 2.2%; A23187: 40.1 £ 3.5%"; *p<0.05,
*p<0.01). Las alteraciones tanto morfoldgicas como funcionales
inducidas por PDB y A23187 fucron completamente prevenidas
por H-7, un inhidor de PKC. Se concluye que las alteraciones
morfoldgicas y funcionales inducidas por VP son esencialmente
producto de la activacion de PKC, y que el rol del [Ca®*]; podria
ser secundario a los requerimientos del catién para su actividad
enzimatica.

Diferencia asociada al sexo en la actividad
glutation S-transferasa hepatica (GST) y en el
contenido relativo de subunidades. Efecto de la
testosterona (T). M. Luquita, Viviana Catania, E.
Sanchez Pozzi, Sandra Arriaga y A. Mottino.

IFISE (CONICEL)-Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuricas. UNR., Rosario.

187.

GST, importante sistema enzimdtico de biotransformacién de
Fase 11, esta constituido por isoenzimas homo o heterodiméricas
de subunidades denominadas Ya, Yb, Yb:¢ Yc, entre olras. En
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este trabajo se evalud la actividad GST hepdtica (método de Habig
ctal, sustrato: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, CDNB) y Ia composi-
cién en subunidades de GST en los siguientes grupos experimen-
tales: hembras normales (HN), machos nommales (MN), machos
castrados 4 semanas previas al sacnificio (MC) y machos castra-
dos (4 semanas) y despuds inyectados con T (MC+T, dosis: 70 mg
de enantato de T/kg peso/semana, durante 4 semanas). Las activi-
dades GST (nmoles de CDNB conjugado/min/mg proteina £ DS,
n=4-5) fucron: IIN=1209 + 124 y MC= 1458 + 131 significativa-
mente diferentes (p<0.05) de MN= 1918 £ 98 y MC+T= 2112
106. Ademds, al estudiar ¢l contenido relativo de las distintas
subunidades de GST por Westem blot, observamos que HN muestra
un menor contenido de Yb, e Yb: y un mayor contenido de Ye con
respecto a MN y que MC tiene un menor contenido de Yby ¢ Yb;
con respecto a MN. La administracion de T a MC recupera el
contenido relativo de Yb, e Yb: con respecto a MN. Conclusio-
nes: 1- MN muestra mayor actividad GST que 1IN, 2- La castra-
cién asemeja la actividad GST a aquélla observada en HN y luego
Ia administracién de T recupera el valor de actividad de MN. 3-
Porlo tanto, T es responsable (al menos en parte) de la diferencia
de actividad observada entre sexos. efecto que se cjeree a través
de la modulacién del contenido de determinadas subunidades.

188. Preservacion de hepatocitos aislados en solu-
cion de la Universidad de Wisconsin (UW). IV-
Evolucion del contenido de ATP y Volumen
Intracelular (V) durante la hipotermia y poste-
rior reoxigenacion. Maria E.Mamprin, M.Klichuk,

E.E.Guibert' y J.V.Rodriguez.

Farmacologfa,'Biologia Molecular. Fac. Cs. Bioqitimicas
y Farmacéuticas. UNR. Rosario.

Durante la preservacion de suspensiones de hepatocitos de
rata (HC) en UW los cambios debidos a la anoxia ¢ hipotermia, sc
manifiestan durante la reoxigenacién normotémica y comprome-
ten la viabilidad celular. En este trabajo, sc preservaron IC (UW-
96hs-4°C-N.). Diariamente se resuspendié una alicuota en Krebs-
Henseleit (37°C-Carbdgeno). En ambas condiciones se estudio el
contenido de ATP (nmoles/10°cél) y el Vipl *H.0/10%c¢l). En la
reoxigenacién de HC preservados (48hs) ¢l ATP disminuye signi-
ficativamente (Anova, * p<0.05) (1=0 hs. : 81.2 £ 2.1; 1=48 hs :
70.8:+1.7¥%; n=3), observindose también una reduccién del V,
(1=0hs:12.5%+2.4, 1=48hs:8.2+1.6*; n=4). Sin embargo la
reoxigenacién de HC preservadas 72 y 96 hs mostré una abrupta
disminucién del ATD, sin cambios en ¢l V; alcanzado para 48hs.
Se concluyc que una preservacion mayor a 48hs, produce durante
la reoxigenacién de HC una incapacidad para mantener el ATP,
fenémeno que comprometeria de manerm irreversible la regula-
cién del V.

189. Regulacién de receptores de insulina en

hepatocitos aislados de ratas hipoinsulinémicas
crénicas hepatectomizadas. Cristina Car-novale;
J.A. Monti, C. Favre, Celina Scapini; Marfa Cristina
Carrille.

IFISE-CONICET, Iac. de Cs. Bioquimicas y Farmacéu-
ticas.-UNR, Rosario.

Se analizaron los cambios en la regulacién de receptores de
insulina (R) en la regencracion hepdtica posterior a la hepatectomia
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parcial (65%) en ratas diabéticas. Se estudié la fijacién de '**I-
monoiodo-insulina (MI) y su degradacién por hepatocitos aisla-
dos de ratas Controles (C, n=5), Diabéticas (D, n=5),
Hepatectomizadas (HP, n=4) y Diabéticas-Hepatectomizadas
(DHP, n=5). Lahepatectomia a los animales diabéticos se les prac-
1icéd 7 dias luego de la administracién 1.v. de SZ (50 mg/kg). Las
ratas hepatectomizadas se sacrificaron 48 h luego de la cirugia. Se
aislaron los hepatocitos y se estudi6 la fijacién especifica de MI
por anilisis de Scatchard y de competicion (0.1 a 1 ug/ml de
insulina fria). Se analizé el efecto de cloroquina (Cq) (inhibidor
del procesamiento intracelular) sobre la MI asociada a los
hepatocitos. La concentracién de receptores (R, pM) y las cons-
tantes de afinidad (Ka, 10'? M) obtenidas del andlisis de Scatchard
fueron: C:R=0.88+0.18, Ka=3.78; D:R=1.4310.01*, Ka=4.40; HP:
R=1.45+0.01* Ka=7.60*; DHP:R=4.30%1.20*, Ka=23.90*. Los
porcentajes de radiacti-vidad estimados de insulina IC fueron:
C:194+6%:; D:129%24%*%; HP:70£15%* ,DHP: 240+35%*.(*
p<0.05 respecto del C). Se concluye que el estado hipoinsulinémico
y la hepatectomia aumentan el ndmero y/o la afinidad de los re-
ceptores de insulina. La combinacién de ambos tratamientos (DHP)
produce una potenciacion en el aumento, poniendo de manifiesto
la importancia de la insulina como factor mitogénico en la rege-
neracion hepdtica.

190. Captacion de [*H]-bilirrubina no conjugada
(BNC) en hepatocitos aislados de higado de rata
en presencia de albumina humana (AH). Maria
G. Mediavilla'?, F. Cupelli?, L.Pascolo? y C.Tiribelli2.

'Biologia Molecular.

Fac. Cs. Bioguimicas y Farmacéuticas. UNR. Rosario.
DBBCM. Universidad de Trieste. Trieste. Itulia.

Estudiamos la captacion de BNC en suspensiones de
hepatocitos aislados de ratas Wistar hembra, en medio Hanks’
(pH=7,40) suplementado con dcido ascorbico (1mM), AH (100uM)
y [PH]-BNC (19 a 59 puM). Conociendo que en estas condiciones
experimentales la k; para la unién BNC-AH es 6,74x10° M, de-
terminamos la entrada de BNC libre incubando (a 37°C y 4°C) los
hepatocitos con [*H]-BNC y deteniendo el proceso por
centrifugacion a distintos tiempos. El transporte especifico de BNC
libre (41,75nM) en funcién del tiempo (0 a 60 min.) resulta lineal
hasta 2 min., saturandose a partir de 30 min. (170,1 £ 5,22 pmol/
mg prot). El analisis de las velocidades inicales en funcion de la
concentracion de BNC libre (35 a 208nM) por Michaclis-Menten
establecié valores de Vmdx= 108 + 8,2 pmoles/ (mg prot. min.) y
Km=4],6 + 11,6nM. Se cstablece la existencia de un transporte
facilitado, saturable, para BNC en hepatocitos aislados en condi-
ciones similares a las fisiolégicas y se corroboran los resultados
obtenidos anteriormente en vesiculas de membrana de higado de
rata.

Variacion en la composicion de las subunida-
des de glutation S- transferasa (GST) involucra-
das en la regulacién por insulina.J. Mont, C. Fa-
vre, Cristina Carnovale, Celina. Scapini, Maria C. Carri-
llo.

191.

IFISE-Facultad de Ciencias Bioquinticas y Farmacéuticas.
UNZR, Rosario.

Ias GST comprende tres familias de isoenzimas o, Ly 1t En
trabajos previos demostramos que la insulina estimula la sintesis
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global de GSTs hepiticas. El objetivo de este trabajo es identifi-
car las subunidades que podrian estar implicadas en dicho aumen-
to. Se utilizaron ratas machos Wistar adultos. El 16bulo mayor
hepitico fue extraido (control), se les inyecté insulina (I) en vena
porta (2 Ul/kg PC) retirindose los Iébulos restantes a diferentes
tiempos. Para prevenir el efecto hipoglucemiante de I se adminis-
tr6 glucosa (340 mg/kg PC). Se corroboré la actividad GST
citosdlica frente a clorodinitrobenceno y las subunidades se eva-
luaron con anticuerpos especificos. Se obtuvieron los siguicntes
porcentajes de aumento comparados con el control: Y 510 min.
10.843,2%15 min. 23,7+8,9%; 20 min. 46,7£5,3"; 30 min.
47,0£3,7°.Y::10 min. 25,5£3.2%; 15 min. 33,3£1,4%; 20 min.
48,049,3%; 30 min. 56,0£7,9"." diferencia significativa p< 0.014.
Las subunidades Y, e Y. permanecieron sin cambios significati-
vos. Conclusidn: La I produce un aumento significativo en las
subunidades Yi; ¢ Ye: (familia p) de la GSH citosélica hepatica,
implicadas fundamentalmente en la detoxificacién de mutigenos
tales como el benzopireno.

192. Evolucién de la secrecién biliar en estenosis co-
ledocianaincompleta (ECI). Cecilia Larocca, G. Pisani,
R. Trbojevich, Graciela Rodriguez, A.Rossi, E.A. Rodriguez
Garay.

Instituto de Fisiologia Experimental, CONICET - UN.R,
Rosario.

Objetivos: Analizar los cambios producidos a distintos tiempos
después de producir ECI en la rata, a fin de obtener informacion
sobre la evolucion de la capacidad secretora hepdtica en estadios precoces
de dicho modelo. Métodos: Se provoco ECI en 15 ratas Wistar ma-
chos, efectuando los estudios a las 24hs (L24, n=7) y entre los 7-12
dias (L7-12, n=8). Otras 6 ratas oficiaron de testigos (S). Se recogi6
bilis 10min (basal) mediante un catéter ubicado distal a la estenosis o
a una altura similar en S. Luego se infundio taurocolato de sodio
(TC) a velocidades crecientes (1.03, 1.93 y 2.51 pmol/min/100 p.c.)
para calcular su velocidad secretora max. (SRm). La bilis fue recogi-
da cada 10 min durante 90min, extrayendo luego ¢l higado para estu-
dios histolégicos. En la bilis se¢ determinaron flujo biliar (FB, p/min/
g hig), excrecién dcidos biliares (EAB, nmol/min/g hig), actividad
fosfatasaalcalma (AFA, mUN) y su excrecian (EFA, mU/min/g hig) Resultados:
FB basal fue mayor en L24 (2.7130.19) que en L7-12 (2.0510.12)
(*)y en S tuvo valores intermedios (2.3740.15). SRm para TC fue
menor en L7-12 (211£21) que en S (3600.7)*), mientras que en
1.24 no tuvo diferencias significativas (262+43). AFA y EFA induci-
da por TC también fue menor en L7-12 que en los otros grupos du-
rante la infusion(**). Existié correlacion positiva entre EFA y EAB
en los 3 grupos: L24, -0.0618 +0.0014.x; L7-12, 0.0350+0.0002.x ;
S 0.0310+0.0006.x, sugiriendo una menor remocion de FA por TC
en L.7-12. Los estudios histolégicos indicaron un mayor volumen de
hepatocitos (p°) en L7-12 (2798£76) respecto a L24 (2499190) (*) y
S (2302+242) (**). El nlimero de hepatocitos por unidad de volumen
tisular estuvo ademas disminuido en L7-12. (*) p<0.0S, (**) p<0.01.
Canclusiones: Los resultados sugieren cambios adaptativos en la evolucion
de ECI protectores de la accion hepatotdxica de dcidos biliares.

193. Glucuronizacion de farmacos en distintos mo-
delos de hepatopatias. Laura Bengochea, Caroli-
na Ghanem, Laura Marabotto, Cecilia Ghisolfi, J.

Mino, Graciela Ouvina y M. Rubio.

Cdtedra de Fisiopatalagia y Farmacologia, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA , Buenos Aires .
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La glucuronizacién de fdrmacos constituye la ruta metabdli-
ca mds importante de detoxicacién de faimacos. El objetivo de
esle estudio es comparar esta ruta metabdlica en tres modelos
experimentales de hepatopatias.Se utilizaron 4 grupos de
ratas:G1=Colestiticas, sometidas a ligadura de colédoco, sacnfi-
cadas tras 7 dias. G2 = Colestdticas intoxicadas con Paracetamol
(P)alas que tras 7 dias de colestasis se administré 1 g/kg peso via
1.P.G3=Intoxicadas con P :se administré P como al el grupo ante-
nor. G4= Controles: sometidas a operacién sham ¢ inyectadas con
vehiculo.Se midié la actividad de UDP-Glucuroniltransferasa por
método cinético utilizando como sustratos: cloranfenicol, morfi-
na, lorazepan, paracetamol, diazepan y ac. salicilico. Los resulta-
dos se expresaron como nMol sustr.conj./mg prot/min.
Cloranfenicol:G1 = 4.1510.56; G2=6.2710.9; G3=4.54+0.5;
G4=6.3210.1. Morfina: G1=4.69+1.2 G2 = 7.0610.2; G3 =
2.8710.2; G4=3.9410.2. Ac. Salicilico, G1=4.63%1.9;
G2=8.39+1.3; G3=5.31%0.9; G4=4.21+0.6. Lorazcpan,
G1=4.55%1.5; G2=8.11%0.7; G3= 5.66%1.44; G4=3.73%1.1.
Diazepan, G1=4.94x1.2; G2=7.8310.59; G3=4.52+0.38;
G4=4.31x0.61. Paracetamol, G1=4.2+1.9; G2=6.5410.51;
G3=2.45+1.3; G4=3.91£1.2. E1 G2 mostrd incrementos significa-
tivo de glucuronizacion para todos los sustratos (p<0.05), excepto
el cloranfenicol.

194. Estado nutricional y timo. Feliu MS @ Slobodianik

N H.

Cdtedra de Nutricién.Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA®, Buenos Aires.

Se analizan los efectos de 1a malnutricién proteica leve y mo-
derada y la posterior realimentacién sobre el timo de ratas en pe-
riodo de crecimiento activo.Ratas Wistar recibieron a partir del
destete (21-23 dias) dicta libre de proteinas hasta pérdida del 15%
y 20% del peso inicial ,cuadros de desnutricién leve y moderada |
respectivamente (LP1S, LP20); luego fucron realimentadas con
dieta al 209 de caseina durante 9 dias (R15, R20). Como contro-
les se utilizaron ratas de igual edad que recibicron desde el destete
dieta stock ( C15, C20, CR). Al finalizar la experiencia ,se les
cxtrajo ¢l timo el cual fuc pesado.Se determind ¢l contenido de
DNA (mg/6rgano),calculindose el N° de nicleos ( millones) { N°
= DNAx10?/6.2} y el tamaiio celular (Tc) { Tc= Peso timo/ N° }.
Los resultados fucron ( X+ DE) :

Lok DNA N* nicleos Tc
LP1s 21 % 02¢ 34130 035 005
ClIs 45 £ 03 N0 $2 034 003
LP20 13 £ 03¢ 2100 = 56.6* 038+ 003
C20 9210 14842+ 263.6 023+ 002
RIS 98 + 20* 1578.0 3245 018+ 002
R2 80+ 12° 12829 = 185.9" 023 005
QR 137 %12 215.1% 19.5 018 00
* p<0.00] con respecio asu control

Los resultados sugieren que la malnulricién leve y moderada
disminuyen la proliferacién celular siendo dependiente del grado
alcanzado ; la administracién de la dieta de recuperacién no fue
suficiente para revertir este efecto. La malnutricién moderada pre-
senta un mayor tamaiio celular que es revertido por la dieta de
recuperacién. # Financiado por UBA (FA-021); @ Becania,UBA.

Preservacion hipotérmica de higado en solucién
de la Universidad de Wisconsin (UW) y
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Nitroprusiato de Sodio (NPNa). lI-Respuesta vas-
cular en la repertusién. Joaquin V.Rodriguez,
G.Furno', A.Scandizzi, L.Almada y E.E.Guibert?,

Farmacologia, Estadistica’, Biologia Molecular, Fac.
Cs. Bioguimicas y Farmacéuticas. UNR. Rosario.

Se estudid el efecto que produce la adicidn de NPNa (500uM)
a la sol. UW, sobre el lecho portal intrahepatico de higados de
ratas Wistar, prescrvados durante 24, 48 y 72 hs (4°C) y luego
reperfundidos en un sistema aislado con sol. Krebs-ITenseleit/
Albimina bovina 2%. Se determinaron: la resistencia portal
intrahepdtica (Ri)(mmHg.min.g hig.ml") obtenida a un flujo de
perfusion de 3.5 ml.min™.g hig"' durante 1 hora, la liberacién de
LDH y K* al perfusato. Los resultados mostraron que a partir de
24 hs de hipotermia, la R; se incrementa con ¢l tiempo de preser-
vacion (24hs: 80%, 48hs: 104%, 72hs: 137%). El agregado de
NPNa disminuye la Ri a las 24 y 48hs pero no revierte ¢l dafio a
las 72hs (Ri controles: 1.26+0.24, n=6, vs. 48hs: 2.5740.18, n=3,
P<0.01; 48hs NPNa: 1.86%0.05, n=3). Se concluye que la adicion
de NPNa a UW, mejora en la reperfusion la respuesta del lecho
portal de higados preservados hasta 48 horas en hipotermia.

196. Trasplante en bazo de hepatocitos preservados,
analisis de la distribucion intrahepatica. Edgardo
E. Guibert, S. Spinelli, A. Quintana', A. Martinez' y

J. Rodriguez?

Biologia Molecular, 'Morfologia y *Farmacalogia. Fac.
Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad Nacio-
nal de Rosario, Rosario.

El transplante hepatocelular (THC) puede ser eficaz en el tra-
tamicnto de ciertos desordenes metabdlicos y en fallas hepaticas
agudas. La preservacion hipotémica de hepatocitos (HC) optimiza
tiempos, costos y disponibilidad de células para el THC. En este
trabajo se estudia la posibilidad de obtener, marcar, preservar,
transplantar y seguir la evolucion de HC inyectados en ¢l bazo de
ratas Wistar receptoras. HC son aislados enziméiticamente, mar-
cados con Succinimidil Ester de Carboxifluoresceina, preserva-
dos 48hs. en solucion de la Universidad de Wisconsin (UW), ¢
inyectados (5x10’ccl/ml) en el bazo. Entre 0 y 120hs, bazos ¢ hi-
gados son procesados con técnicas histolégicas de rutina, En bazo,
los HC fluorescentes se observan agrupados, sin contacto entre sf
(0-3hs), en hileras (24-48hs) y constituyendo un anillo celular al-
rededor de la pulpa blanca (72-120hs). La migracion al higado de
HC es inmediata, presentindose intraportales (0-3hs), agrupados
(24-48hs) e integrados al parénquima (72-120hs). Con este siste-
ma simple y no t6xico, que no presenta signos de rechazo, esta-
blecemos que la preservacién (48hs-UW) no altera la disponibili-
dad de HC para ¢l THC.

197. Suplementacién con hierro (Fe) y estado nutri-
cional con respecto al Zinc (Zn) en gestantes. .-
Marla Luz de Portela, Adriana Weisstaub, Laura
Lépez, Mdnica Garcia, R. Guntin y C.R. Ortega

Soler.-

Hral D. Paroissien.- Ftad de Farmacia y Biog. UBA, Bue-
nos Aires.

Seestudiaron 16 gestantes, clinicamente sanas, edad: 22.0+



7.5 anos; peso: 62.24 7.4 Kg . atendidas prenatalmente en el Hos-
pital D. Paroissien (La Matanza, Buenos Aires). desde 17.2 + 2.8
semanas de gestacién (10). Un grupo (GFe) (n = 10) recibié 100
mg/dia de Fe (maltosato férrico) durante 9 semanas (Tf ), compa-
rando los resultados con ¢l grupo sin tratamiento (GC)(n=6). A
To se realizé una encuesta de recordatorio de 24 hs, calculando la
ingesta de Zn (IZn) en base a Tablas de Composicién de Alimen-
tos Inglesas y Alemanas. A To y Tf se determiné en sangre entera:
Zn (Zn S), espectrofotometria de absorcién atémica (EAA), y
Hemoglobina ( Hb ), método de ciano-meta-hemoglobina ; en onna
basal: Zn (EAA) y Creatinina ( Crea), método de Jaffé. Los pro-
medios + DE fueron: a To:( n=16, sin diferencia significativa
entre GC y GFe): Izn : 4.6+ 1.8 mg/dia (2.8 + 0.8 mg/1000 Kcal);
Hb: 11.8 + 1.1 g/dl; Zn S : 554 + 244 ug/dL; Zn/Hb: 47.1 + 20.5
ug/g; Zn/Crea: 0.56 + 0.42. Tf: GC:Hb: 11.3 + 09 g/dl; Zn S :
574 + 80 ug/dL; Zn/Hb:50.7 + 4.2 ug/g: Zn/Crea: 0.66 + 0.30.
GFe: Hb: 10.3 + 1.0 g/dL.(p<0.05 vs To): Zn S : 478 + 118 ug/dL;
Zn/Hb: 46.6 + 11.5 ug/g: Zn/Crea: 0.56 + 0.23. Estos resultados
evidencian que , en este grupo, la suplementacién con Fe no pro-
dujo modificacién en los indicadores de estado nutricional con
respecto al Zn, pese a la baja ingesta de dicho micronutriente.
Financiado por UBA, subsidio B 086.

198. Efecto del aluminio sobre la calbindin-Dg, intes-
tinal en ratas diabéticas. D.Orihuela, Cristina

Carnovale®, Marfa Cristina Carrillo*

Catedra Fisiologia Humana, Facultad de Bioguintica y
Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral.
* Instituto de Fisiologia Experimental, CONICET, Facul-
tad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universi-
dad Nacional de Rosario.

En la diabetes mellitus se ha observado una disminucién de
la absorcidn intestinal de calcio debida a bajos niveles séricos de
1,25 (OH),-vitamina-D que ocasionaria una disminucion de
calbindin-Dg; (Cgy) duodenal. Por otro lado, hemos demostrado
que la administracion de aluminio (AL) disminuye la absorcién
duodenal de calcio en ratas macho adultas. Objetive: Se analizé la
accion del AL sobre el contenido intestinal de Cg; en ratas con
diabetes experimental. Metodologla: Ratas Wistar macho adultas
fueron inyectadas 1.v con 50 mg/kg de streptozotocina (STZ). Los
animales se dividicron en lotes que recibieron respectivamente
por via s.c: salina normal, insulina NPH 10 Ul/kg/dia, calcitriol
0,08 pg/kg/dia y caleitriol 0,45 pg/kg/dia. El grupo control reci-
bid vehiculo de STZ. Cada grupo fue subdividido en dos subgrupos
alos que se les administré, por via de un catéter esofdgico, 60 mg/
kg/dia de Cl3Al y agua destilada, respectivamente, Al cabo de una
semana de tratamiento se midio el contenido de Cgy intestinal en
todos los animales por técnica de inmunoblotting. La banda co-
rrespondiente a la proteina Cgy fue revelada por autorradiografia
lucgo de la unién al #3Ca y cuantificada por medio de un software
para andlisis de imagen. Resultados: Tabla [: Densitometria de
las autorradiografias, expresadas en porcentaje, considerando al
control sin aluminio como ¢l 100% :

Grupo experimental: sin AL ALfH) 9% reducvion
control 100 &2 18
STZ 15 13 2
STZ + calcitriol 0,08 g 3 51 2
STZ + calcitriol 0,45 g 115 56 59
STZ + insulina & 48 16
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Conclusién: Se observa que a medida que aumenta el conte-
nido de Cy; duodenal, aumenta el porcentaje de reduccién de la
afinidad de la proteina por el calcio frente a una concentracién
clevada y constante de aluminio en la luz intestinal.

199. Evolucion del estado nutricional con respecto
al hierro (Fe) en gestantes con y sin
suplementacioén.- Maria Luz de Portela*, Silvia H.
Langini*, Silvana Fleischman®, Mdnica Garcia#,

Laura B. Lépez# , R. Guntin# y C.R. Ortega Soler#.-

# Hospital D. Paroissien (La Matanza) y *Cdtedra de
Nutricion , Ftad. de Farmacia y Bioquimica { UBA), Bue-
nos Aires.

La administracién de suplementos de Fe a las gestantes, acon-
sejada por OMS | es cuestionada. Por ello, se realizé el segui-
micnto de 56 gestantes, clinicamente sanas; edad: 25.7+6.2 afios ;
peso, previo al embarazo: 55.6 6.0 Kg ; ferritina sérica inferior a
50 ng/mL a edad gestacional inicial (To): 18.5+4.0 semanas;. Se
formaron 3 grupos: G1 y G2 recibieron Fe: G1: 100 mg/dia
(maltosato férrico); G2: 60 mg/dia (fumarato ferroso); GC: con-
trol sin suplementar. A To y Tf (edad gestacional superior a sema-
na 30) se determind, en sangre entera: Hematocrito (Hto):
Hemoglobina (Hb)(cianometahemoglobina): Protoporfirina
Eritrocitaria (PE) (segtin Piomelli); en suero : ferntina (Enzimum-
test fernitina, Boehringer). Los valores(X+DE) fueron:To: G1, G2
y GC, respectivamente: Hb(g/dL): 109+ 1.1; 12.6+1.2; 12.6+1.3
: PE(ug/dL glébulos rojos): 36+ 23 ; 25+12 ; 34 +17; FERR(ng/
mL): 29426 ; 32+13; 23+11; Tf: G1, G2 y GC, respectivamente:
Hb(g/dL):10.4 +1.0; 12.8+1.0; 11.5+1.4 ; PE(ug/dL g.r.): 27+ 19
:39+21:47 +23; FERR(ng/ml.): 11+5: 17+8; 16 + 12. Los resul-
tados evidenciaron que, entre To y Tf no hubo diferencias signifi-
cativas en ningtin grupo; la PE aumenté en GC y disminuyéen G1
y G2; por otra parte la FERR, indicativa de depésitos de Fe dis-
minuyé a lo largo de la gestacién, independientemente de la
suplementacién y de la fuente de Fe.

200. Relacion entre hipertrigliceridemia (HTG) y pan-
creatitis aguda (PA) en la rata. R.Rosnik,
L.Schreier, O.Ponzo, D.Rondina, P. Scacchi, M.

Cresta, R. Wikinski.

Depto de Fisiologia, Fac. de Medicina y Depto de
Bioquimica Clinica, Lab. de Lipidos y Lipoproteinas, Fac.
de Farmacia y Bioguimica - UBA, Buenos Aires.

La HTG puede conducir ala PA o ser un epifenémeno de
esta. Con el fin de analizar esta asociacion, nos proponemos cva-
luar un modelo en ratas de HTG provocada por dictas ricas en
sacarosa y con PA instalada por ceruleina (cer) intraperitoneal, 45
mg/kg de peso. Se utilizaron 4 grupos de ratas: A) con dieta con-
trol, n=5 B) con dieta rica en sacarosa, n=5 C) con dieta con
sacarosa y cer, n=/ D) con dicta control y cer, n=7. La diela se
administré durante 3 meses, y se sacrificaron los animales 6 h
post inyeccién de cer o solucién fisioldgica en las ratas A y B. En
el suero de las ratas se determin®: lipasa pancredtica (LP), colesterol
(col) y triglicéridos (TG); se aislé VLDL por ultracentrifugacion
y se determind su composicién quimica . LP en C y D fueron
mayores que en A y B, media £ES, U/l: 847£30y 610£132 vs. y
17£1 y 2446, p<0.05, respectivamente confirmando el modelo de
pancreatitis. TG fue mayor en B que en A: mg/dl 124426 vs
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6517, p<0.05, respectivamente. En C y D 1os TG no difirieron de
A. La composicién quimica porcentual de VLDL demostrd dis-
minucién de TG en C aumentando en consccuencia la proporcién
de col-VLDL con respecto a los demds grupos, p<0.05. La corre-
lacién en ¢l conjunto de ratas, entre actividad de LP y TG-VLDI.
fue ncgativa (y= -7.9x+84,6) p<0,05. La disminucién de TG
séricos, la disminucién de TG-VLDL, y la correlacién entre LP y
TG-VLDL, indicarian hidrdlisis de los TG-VLDL en ¢l plasma de
ratas HTG con PA.

201. ¢Es el tactor de Von Willebrand un marcador de
dafio endotelial en pacientes con cirrosis? L
Albornoz, D Alvarez, A Gadano, JC Otaso, J Salvi,

G Ledn, P Sorroche, A Villamil, R Mastai.

Seccién de Higado, Ecografia y Hemostasia, Hospital
Iraliano, Buenos Aires.

Recientemente se ha sugerido que el factor de von Willebrand
(FvW) puede ser un indicador de activacién endotelial. Por otra
parte, un aumento de produccién de 6xido nitrico (ON),
vasodilatador sintetizado en el endotelio vascular, juega un papel
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importante en las alteraciones hemodinamicas asociadas a la
cirrosis. El presente estudio evalué la relacién entre los niveles
plasmiiticos del FvW y NOx (metabolitos finales del ON) en pa-
cientes cirdlicos (CH) con diferentes grados de sevenidad. Asi-
mismo, s¢ determind su relacién con la hemodinamica sistémica.
Los resultados se compararon con un grupo de sujetos contreles
(CO). Los pacientes CH presentaron una circulacién hiperdinidmica
con respecto a los CO, reflcjada poruna disminucion significati-
va de la presion arterial media y resisiencia vascular sistémica y
poraun aumento del gasto cardiaco. Los niveles de FvW:Ag y NOx
fueron mas elevados en pacientes ‘CH que en CO (3301168 s
92420 %, p<0.05 y 28.7£10.9 vs 19.218.3 pmol/l, p<0.05, res-
pectivamente). Este aumento fue progresivo 'y ien relacién con la
severidad:de Ta enfermedad. Seobservé una-correlacion altamen-
te significativaentre los niveles de FvW y NOx (r=0.61, p<0.001).
No se observa correlacion entrellosipardmetros hemodinimicos y
los niveles de FvW y NOx. Nuestros resultados sugieren que la
cirrosis hepitica se ‘acompaiia «de «daiio del endotelio vascular,
manifestado porwun aumento de FVvW y ON. Asimismo, la deter-
minacién de FvW plasmdtico puede ser de utilidad como marca-
dor de activacién endotelialienjpacientes con enfermedad crénica
del higado.



202, Descripcion de una fosfoproteina (FP) interme-
diaria en la liberacién de acido araquidénico en
tejido cardiaco regulable por isoproterenol. Isa-
bel Neuman, Constanza Lisdero, Carla Finkielstein,
Paula Maloberti, Angela Solano, J.J Poderoso, EJ

Podesta.

Dro.de Bioquimica y Lab. del Oxigeno. FMed UBA, Bue-
nos Aires.

En los tltimos afios se han difundido los conceptos que pos-
tulan un didlogo cruzado entre diferentes sistemas de transduccién
de mensajes siendo la fosforilacién de proteinas el nexo mas im-
portante. En este trabajo describimos la presencia y accion de una
FP novel p43 en corazdn originariamente aislada de adrenal. And-
lisis por SDS-PAGE, Western y Northern blot mostraron a p43 en
corazon (C). Estudios de recombinacion heteréloga in vitro de
fracciones subcelulares sugieren la funcion de p43 en (C). Se
perfundio el (C) de ratas adultas (sistema Langerdorff, 8 ml/min)
con Krebs-Henseleit (KH) en 5% C02/95%0,. La perfusion se
realiz6 con isoproterenol (I, 107M) por 15 min o con inhibidores
de PLA;, quinacrinay NDGA 15 min previos al . Citosoles (800
ug de proteina) de (C) y de adrenal estimulados con [ y ACTH
activaron las mitocondrias y fraccion particulada de adrenal pro-
duciendo 1463 y 3575 pg de progesterona (P4) por incubacion
respectivamente. Perfundiendo con KH, P4 fue no detectable (ND).
Utilizando como fuente de PLA: las fracciones subcelulares car-
diacas estimuladas con I se obtuvo 1575 pg de P4 vs 6975 pg
utilizando las de adrenal. Quinacrina (100 pM) o NDGA (10 M)
dio valores de P4 ND (n=3),para quinacrina y ND (n=4) para
NDGA. La hipotesis que surge de estos resultados es que p43 de
(C) podria estimular la liberacion de dcido araquidénico al igual
que cn tejidos esteroidogénicos.

Efectos de nicotina sobre la actividad funcional
de espermatozoides epididimarios de ratén, G
Stutz, JM Busso, RD Ruiz, LM Vincenti, ME
Santillan, AA Ponce, M Fiol de Cuneo, C Martini,
JL Lacuara.

203.

[nstituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias Médicas,
UN.Cba Cérdoba.

Con cl propésito de aportar datos relativos a los efectos de
drogas de uso frecuente sobre la motilidad, vitalidad, resistencia
al shock hipoosmético, reaccién acrosomal, indice de fertilizacion
in vitro y clivaje embrionario de espermatozoides epididimarios
de ratén, se administro-Nicotina (1.5 mg/kg/dia, s.c) (N) amachos
adultos durante 35(A) 6 60 (B) dias y a hembras desde el dfa 5 al
18 de gestacién (las crias machos fueron sacrificadas en la adultez,
D). Los grupos controles (C) recibieron solo vehiculo. En A y B
no se observaron diferencias significativas con respecto a C. En
D, se detecté un descenso significativo del porcentaje de gametas
méviles (69,9 + 1.9, n=21 vs 78.8 + 2.3 en C, n=8; p< 0.05) con el
concomitante incremento de las inméviles. Con respecto al peso
de los animales en el momento del sacrificio, fue significativa-
mente inferior en aquéllos cuyas madres fueron inyectadas con N
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(24.36+0.5,n=21v3 26.6 £0.7 en C n=8, p< 0.05) .La tendencia
de la droga es deprimir la motilidad cuando es administrada en el
periodo prenatal y disminuir el peso corporal. Es conocido que N
cjerce una variedad de efectos sobre el S.N.C.; entre ellos la inhi-
bicién del pico de testosterona en el dia 18 de la gestacién, podra
explicar nuestros resultados.

204. Oxido nitrico en ratas hiperoxaluricas con blo-
queo a diferentes niveles del sitema renina
angiotensina. Elena EMV de Cavanagh;" F
Carrasquedo’; C Fraga’; F Inserrat; L Ferdert; JE

Toblli#.

*Cat. Fisico-Quimica FF&B.UBA.T Fundacién Bar Ilan.
¥ Laboratorio de Medicina Experimental Hospital Ale-
mdn, Buenos Aires.

El modelo de rata hiperoxalirica (Hox) por etilenglicol (ETG),
produce dano tibulointersticial, con participacién del sistema
renina-angiotensina (SRA) como fuera comunicado por nuestro
laboratorio oportunamente (Medicina 56: 548; 1996). El objetivo
de este estudio fue evaluarla produccién de éxido nitrico (ON) en
ratas Hox. y valorar la influencia del bloqueo del SRA a nivel de
la enzima convertidora con enalapril (E)) y del receptor AT1, con
losartan (L). Se utilizaron machos Sprague Dawley (250-300 gr.).
G1(n=6): Control; G2(n=6): Hox; G3(n=56): Hox+E, G4(n=6): E,
G5(n=6): Hox+L, y G6(n=6): L. Durante 4 semanas se adminis-
traron ETG 1% y E 20 mg/l, en el agua de bebida, L 10mg/kg/dia
por sonda. El dia 29 los animales fueron sacrificados. Se evalué
en el plasma la produccién de ON por método espectrofotométrico
basado en la reaccién de Griess, previa reduccién quimica de NO;
y NO, (Nitrate Reductor World Precission Instruments, Inc.
Sarasota, USA). Resultados expresados en uM (media £SD): Gl=
92+1,1;G2=9,1+1,1;G3=13+0,7; G4=10,7 £ 1,3; G5=10,6
10.8;: G6=10,6 + 2,9.(p<0.05 G3 vs.G1, G2, G5). Conclusiones:
1) El G3 tuvo aumento de ON con respecto a G1, G2 y G5. 2)
Estos resultados sugieren que el efecto renoprotector de E en este
modelo podria relacionarse con mayor produccién de ON media-
da por bradikinina.

Mecanismo de Activacion de Oxido Nitrico Sin-
tasa Mediada por Receptores H1 en Glandula
Submaxilar de Rata. Graciela Stranieri; C. Pérez
Leiros; F. Rosignoli; A. Genaro; L. Sterin-Borda;
E. Borda.

205.

Facultad de Odontologia UBA.CEFYBO-CONICET. Bue-
nos Aires.

La éxido nitrico sintasa (NOS) es la enzima responsable de la
sintesis de 6xido nitrico, regulador de multiples funciones
biol6gicas.El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad de
NOS mediada por histamina (HIS) en gléndula submaxilar de rata
y la participacién del Ca** en este mecanismo como también de
PKC. Se midi6 la actividad de NOS con HIS utilizando L-(U*C)-
arginina como sustrato, en un medio con y sin Ca** : Basal (pmol/
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2. X £ ES, n(5): 450+36; HIS 107M: 664+53; HIS 10*M: 404+40;
HIS sin Ca®': Basal: 532458: HIS 107M: 742466; HIS 10*M:
375+33. No se observé el efecto estimulante cuando se inhibi6 la
movilizacién de Ca®* por IP3 con cinarizina 10 *M:Basal:424£38;
HIS 107: 428+34; HIS10*M: 338+30 ., Se obtuvieron resultados
similares al medir los niveles de GMPe. La HIS aumentd la activi-
dad de PKC medida como traslocacién de la enzima del citosol a
la membrana. Basal (% de actividad en membrana, n=4): 5515,
HIS 10* M: 86¢7. Concluimos que la activacion de NOS por HIS
requiere de la movilizacién de Ca** intmcelular y que la activa-
ci6n simultdnea de PKC podria participar en el efecto inhibitorio
de NOS frente a altas concentraciones de HIS.,

206. Efectos del calcitriol sobre la presion arterial e
insulinemia en ratas normotensas. Jorge Toblli;

P. Pagano; C. Nyberg; M. Angerosa.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn,
Butenos Aires.

Fl efecto del calcitriol (CTL) sobre ¢l musculo liso vascular
ha sido bicn demostrado. No obstante las observaciones sobre la
presién anterial (PA) son controvertidas. Por otra parte la relacion
entre hipennsulinemia ¢ hipertensién anerial es unhecho recono-
cido en la actualidad. El motivo de este estudio fue determinarla
existencia de cambios en la PA y en los niveles de insulina (INS)
sérica en ratas normotensas tratadas con CTL. Se utilizaron ma-
chos SD (250-300g). G1 control (n=12)y G2 experimental (n=12).
Ambos con alimento estandar y agua comun “ad libitum™. Duran-
te 15 dias G2 recibié CTL 20ng/100g rata/dia LP. entre las 8.00-
8.30hs. y G1 vehiculo (propilenglicol + sol.salina isoténica). Se
registré presion anterial sistolica (PAS) mediante “tail cuff™ perio-
do basal y dia 15. Se determiné en suero: calcio (Ca); fésforo;
INS: glucosa: sodio; potasio; cloro; creatinina. La INS se deter-
mind por RIA en fase sélida (Diagnostic Product Co. LA, CA).
Los resultados se expresan en media % sem. En ¢l perfodo basal:
PAS (mmlg) G1=120,5 £ 0,7: G2=119,5 £ 0,9 (p=0,222). Dia
15: PAS G1= 121,5 £ 0.5; G2= 134 + 1,1 (p<0,001). Ca (mg/
dL):G1=9.6£0,1; G2= 13,2+ 0,4 (p<0,001). INS (pU/mL)Gl=
14,7 +1,3; G2=23.5+ 2,1 (p<0.01). No hubo diferencias signifi-
cativas en los otros parimetros evaluados. Conclusiones: 1)la PAS
fue significativamente mayor en las ratas que recibieron CTL.
2)Los animales tratados con CTL mostraron niveles significativa-
mente mayores de INS.

207. Efecto paradojal de naltrexona sobre el 6xido
nitrico (NO) incrementado durante el estres cré-
nico. E. S. Diaz, C. A. Mastronardi, A. Lomniczi, A.

Faletti,V.Rettori y S.M. McCann

CEFYBO-CONICET. Buenos Airces.

En condiciones normales los opioides endégenos modulan
negativamente la produccion de NO.Por lo cual,se estudiaron los
efectos del estres sobre la actividad de la éxido nitrico sintasa(NOS)
en el Hipotilamo Medio Basal(HMB)de ratas Wistar macho adul-
tas (3 meses).Nuestra hipdtesis fue que en condiciones de estres
crénico, se alteran los niveles de -endorfina, con lo cual se modi-
fica el tono inhibitorio endégeno ejercido por los opioides sobre
la NOS.Se midié la produccién de NO por el método de “C-
Citrulina en HMBs en 3 grupos experimentales:Grupol:En au-
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sencia de estres acustico 9 0.2pmoles NO/ HMB/min.n=5.Grupo
2: En presencia de estres actstico(67 db/10hs./dia)desde el naci-
miento, hasta 2hs. antes del experimento 15,5 + 0.3 n=15. Gru-
po3: En presencia de estres acustico hasta 3 dias previo al experi-
mento 13.3 0.4 n=11.En grupos iguales a los anteriores se estu-
di6 el efecto de Naltrexona 10*M (antagonista opioide) sobre la
produccion de NO.Se observé un aumento del 47% (p<0,0001)en
la produccién de NO en el grupo sin estres,una inhibicion del 25%
(p<0,001) en ratas con estres,y no sc observd cambios en el grupo
aislado por tres dias.Estos resultados muestran que ¢l estres acus-
tico cronico aumenta la actividad de NOS hipotalimica y que en
estas condiciones la Naltrexona tiene un efecto inhibitorio sobre
la NOS,probablemente por una desensibilizacion de los recepto-
res endorfinicos.

208. Procesos inflamatorios agudos tratados con
Meloxicam y Laserterapia.V Campana, A Gavotto,

M Moya, J Simes, N Edelstein, L Spitale, J Palma.
Facultad de Ciencias Médicas. UNCba, Cérdoba.

Sc evalu6 en ratas la eficacia de Meloxicam y Lascr blando sobre
las varaciones en plasma de Fibrinégeno (FP) y Prostaglandina
E2 (PGE2), y sc estudié anatomia patolégica (AP) de las
articulaciones afectadas, en un foco inflamatorio agudo inducido.
La flogosis se indujo por inyeccién intraarticular de cristales de
hidroxiapatita en los miembros posteriores, divididas en grupos y
tratadas con Meloxicam inyectable o Liserde Helio-Neon. Se dosé
FP (mg/100ml) y PGE: (ug/ml) y se realizé AP. FP (352.8 £ 15.8)
y PGE2 (2.87 # 0.2) incrementaron significtivamente (p<0.001)
en el grupo con hidroxiapatita comparado con el control: FP
(221.64 + 10.6) y PGE2(1.52 £ 0.1) y ademiis cxiste diferencia
significativa (p<0.001) tanto de P (261.2 * 7.3) como de PGE:
(1.50 £ 5.10?) en grupo tratado con Meloxicam y de FP (221.6 £
8.7) y de PGE: (1.63 £ 6.10°%) con el tratado con Ldser. La AP del
tejido articular tanto de ratas con flogosis como en las tratadas
demostré infiltrado mono y polimorfonuclear, nédulos
granulomatosos, aumento de macréfagos y células gigantes (lipo
cuerpo extraio). En la flogosis articular tratada con Meloxicam o
Laser disminuyen FP y PGEz; ambas terapias utilizarian la misma
via inhibitoria Cox-2/Cox-1 y las similes lesiones AP de las tratadas
y sin tratar podria explicarse por ¢l corto periodo de aplicacién de
las terapias.

209. Determinacion de B; microglobulina en ratas tra-
tadas con gentamicina. Jorge Toblli; M.
Papouchado; R. Stumpo; M. Fernandez; M. Sica; P.

Pagano.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alenidn
& Cat.de Inmunologia-IDEHU. FFyB. UBA-CONICET.
Buenos Aires.

La excrecién de proteinas de bajo peso molecular se ha utili-
2ado como marcador de dafio tubular. Por otra parte es conocido
¢l efecto toxico de la gentamicina (GTA) a nivel del tabulo
proximal. El objetivo de este estudio fue cuantificar B2
microglobulina (8;M) en ratas tratadas con GTA. Se utilizaron
machos SD (250-300g). G1 (n=5) control y G2 (n=5) GTA. Du-
rante 7 dias el G2 recibio GTA 80mg/kg/dia s.c. Se recolectd orni-
na de 24hs. postinyeccion los dias 1; 3; 5; 7 y 9. La cuantificacién
de B:M fue realizada mediante un enzimoinmunoensayo de cap-
tura, Para ello, la B;M fue purificada a partir de orina mediante



pasos cromatogrificos sucesivos. La captura de 8;M se realizd
mediante anticuerpos generados en conejo y posteriormente puri-
ficados por cromatografia de afinidad. La ;M capturada fue in-
cubada con los mismos anticuerpos biotinilados y luego con
avidina-peroxidasa. Resultados: (media + SEM, rango) (pg/dia)
Gl=10+%3,1-18;G2,dia 1 =33 £ 11,4-66; dia3 =13 £ 3, 3-22;
dia 5 =75 %23, 23-156; dia 7 =220+ 31, 120-270 y dia 9 =99 +
48, 20-276. Conclusiones: 1) hubo diferencia significativa en la
excrecidn de B:M en los dias 1, 5y 7 del G2 con respecto a Gl
(p=0.049, 0.025 y 0.001, respectivamente y 2) en el dia 7 se ob-
servd la maxima excrecion de B;M en el G2.

210. Generacion de nitrito y nitrato en el metabolismo
hepatico de nitrofuranos. Patricia H. Carrizo, Marta

Dubin y A. O. M. Stoppani.

CIBIERG, CONICET, Facultad de Medicina, UBA, Bue-

nos Aires.

Los nitrofuranos (NF) se emplean como antimicrobianos y
antiparasitarios. Se sugicren varios mecanismos para su
metabolismo y detoxificacién: 1) la denitracién y consecuente
formacién de especies reactivas del nitrégeno (NO; ONOOY); 2)
el ciclo redox del grupo nitro, con formacion del nitroanién y 3) la
reduccion del NF a sus derivados nitroso, hidroxilamina y amina.
Se determiné la formacién de nitrito y nitrato (formas estables del
NO) en microsomas de higado de rata incubados en presencia de
nifurtimox (NFX), nitrofurantoina (NFA) o nitrofurazona (NFZ),
con nitrato reductasa y reaccion de Griess. Los niveles de NO,
(nmol/nmol P450) en presencia de NF 0,2 mM y NADPH 0,6 mM
fueron (promedio = E.S.M.; n25): 31,0+ 1,3 (NFX); 319117
(NFA); 32,4 £3,6 (NFZ); 49 + 1,2 (Control; p<0,0001). Dicha
produccién fue dependiente de la concentracién de nitrofurano,
de NADPH y de la proteina utilizada, indicando que el proceso
estarfa dirigido por una enzima microsomal que utiliza NADPH
como cofactor. La generacién de nitrato (nmol/amol P450; n23)
fue: 12,5 2,3 (NFX); 6,4 0,3 (Control; p<0,05). En estas con-
diciones no se pudo hallar la amina correspondiente al NFX. Es-
tos resultados sugieren que ¢l metabolismo de los NF estaria dado
por la denitracién de los mismos, considerando que el rendimien-
1o obtenido fue 15-20%, no pudiendo descarnarse otros mecanis-
mos. Las reacciones observadas permitirian relacionar la accién
metabdlica de los NF con la del NO.

211. Evaluacion de la excrecién de proteinas urina-
rias de bajo peso molecular en ratas con injuria
tubular por aminoglucésidos. Jorge Toblli; R.
Stumpo; M. Sica; M. Papouchado; A. Cardoso ; P.

Pagano.

Laboratorio de Medicina Experimental, Hospital Alenidn
& Cat. de Inmunologta-IDEHU. FFyB. UB.A, Buenos
Aires.

La incapacidad del tibulo proximal de reabsorber proteinas
depende del grado de disfuncién en que este se encuentre. Por
otra parte es un hecho bien conocido que los aminoglucosidos
producen grados variables de disfunci6n tubular proximal. El ob-
jetivo de este estudio fue determinar en forma cualitativa las
excrecién de proteinas urinarias de bajo peso molecular luego de
la injuria tubular por gentamicina (GTA). Se utilizaron machos
SD (250-300g).G1 (n=6) control y G2 (n=5) GTA. Durante 7 dias
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entre las 8.00-8.30hs el G1 recibi6 solucién fisiologica s.c. y G2
GTA 80mg/kg/dia s.c. Se recolecté orina de 24hs. postinyeccién
los dias 1 ;3 :5; 7y 9. Las muestras se analizaron con gel de
poliacrilamida y SDS. En cada calle de gel se sembré un volumen
de orina desalinada previamente, correspondiente al 0,05% del
volumen de orina de 24hs.Los geles se colorearon con técnica de
plata. En la orina de los animales del G2 se observé : 1) una banda
de tamaiio correspondiente a B:microglobulina (B:M), 11 kDa. en
los dias 5 ;7 y 9 (n=3), 7 y 9 (n=2). 2) una banda correspondiente
alisozima (Lz) 16 kDa. en los dias 7y 9 (n=2),5:7 y 9 (n=2), 3 :5
i7 y 9 (n=1). Ninguna de estas bandas fucron observadas en los
animales del G1. Concluimos que tanto B:M como Lz aparecen
en tiempos similares en la orina luego de la injuria por GTA, al
menos utilizando esta técnica de estudio.

212. Efeclos de laingesta crénica de etanol sobre el
metabolismo de lipidos de rata al final de la pre-
fiez. ' Eduardo Callegari. ' G.A. Jahn y ‘M.S.

Giménez.*

Lab. de Quimica Bioldgica. Fac. Qca. Bqca. y Farmacia.
Universidad Nacional de San Luis! LARLAC CRICYT-
CONICET, San Luis.

El alcoholismo durante la prefiez produce importantes cam-
bios metabdlicos y fisiologicos en la madre y severas alteraciones
en la funcién reproductiva (fertilidad disminuida, parto temprano
y alto riesgo de aborto). En este trabajo estudiamos los efectos de
la administracién crénica de etanol en el agua de bebida sobre el
metabolismo de los lipidos en higado (H) y glindula mamaria
(GM) al final de la preniez. Ratas hembras Wistar: alcohélicas (AL)
bebieron etanol al 16% desde el dia 0 de preiiez, controles (CO),
agua sin etanol. Los animales se estudiaron al dia 20, 21 y 22 de
prefiez. En el suero se determinaron los mg/dl de los diferentes
lipidos y de alcohol por colorimetria. En H y GM se cuantifica-
ron, en mg/ g tejido, las fracciones de colesterol total (CT), libre
(CL) y esterificado (CE) y triglicéridos (TG), previa extraccion y
separacién en TLC. Los resultados indican término medio +error.
Significancia por test de Student para p<0,05. En suero: colesterol
al dia 20, 185.8424.2 (AL) vs 111,6%11,6 (CO); alcoholemia: al
dia 21, 62.8+ 2.7, al dia 22, 97,2+14,1. Al dia 22, AL vs CO, en
H: a) CT: 1.630,5 vs 3.4+0,4; b) CE: 0,8+0,09 vs 2,3+0,2; ¢) CL:
0,7£0,1 vs 1,240,1; en GM: a) CT: 8,240,7 vs 6,410,3; b) CE:
5,940,3 vs 2,840,3;¢) CL: 2,530,3 vs 3,740,3; d) TG: 12,343,1 vs
26,8+4.4. En Al la ingesta caldrica aumentd pero no se modificd
el peso corporal en relaciéon a CO. El etanol modifica el
metabolismo de los lipidos en higado y glindula mamaria.

213. Diferencia ligada al sexo en la depuracién de
adcido paraaminohiptrico (PAH). I-Analisis
Farmacocinético. Jorgelina Cerrutti (*) y Adriana

M. Torres.

Farmacologia. Fac. de Ciencias. Bioquimicas. y Farma-
céuticas. (*) Farmacologia. Fac. Ciencias Veterinarias.
UNR. CONICET, Rosarto.

Se ha descripto la existencia de diferencia ligada al sexoen la
farmacocinética de algunas drogas. El objetivo de este trabajo fue
determinar si tal diferencia se manifiesta en la farmacocinética de
PAH. Se usaron ratas Wistar adultas, machos (M, n=4) y hembras
(H, n=4). Se les administré una inyeccién tnica de PAH por via
endovenosa (0.3 mg/kg p.c.). Luego se tomaron muestras de san-
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gre de arteria femoral a diferentes tiempos (0-15 min). ELPAH se
analizé por fotocolorimetria. Los datos famacocinéticos se deter-
minaron usando el programa PKCALC, Se demostré que la dis-
posicién de PAH en ratas se ajusté a un modelo bicomparimental,
discriminado por ¢l test AIC y r. Los resultados obtenidos fue-
ron: Clearance sistémico (ml/min/100g): M = 3.57 * 0.34, H=
2.21£0.23, P<0.05; Ticmpo medio de eliminacién: (T1/2K, min):
M=2.14:£0.15, H=2.93 +£0.22, P<0.05: Microconstantes de dis-
tribucién (min) [K12: M =0.69 £ 0.11, H = 0.52 + 0.06 y K21:
M =0.50+£0.07, H=0.49 £ 0.08]: Constante de eliminacién (K10,
min " M=0.33+0.02, H=0.24+ 0.02, P<0.05). Los volumencs
de distribucién no mostraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ambos sexos. Estos datos indicarian que las hembras
presentan una menor depuracién sistémica de PAH como conse-
cuencia de una disminucién en la velocidad de eliminacion del
mismo.

214. Diferencia ligada al sexo en la depuracion de
acido paraaminohipurico (PAH). ll-Analisis de la
Funcion Renal.Jorgelina Cerrutti (*), C. G. Hofer,

Georgina Montagna y Adriana M. Torres.

Farmacologia. Fac. de Cs. Bioq. y Farm. (*)
Farmacologia. Fac. Cs. Veterinarias. UNR. CONICET,
Rosario.

Se ha demostrado que existe una diferencia ligada al sexo en
la depuracion sistémica de PAH en ratas. Resulté de intercés estu-
diar la influencia del sexo sobre la depuracién renal de PAH y
sobre algunos indices de funcionalidad renal. Sc usaron ratas
Wistar adultas, Machos (M, n =6) y Hembras (H, n=6). Se prepa-
raron para técnicas convencionales de clearance.Se determinaron:
Velocidad de Filtracion Glomerular [VEG, (ml/min/g): M = 1.18
+0.12, H=0.53%0.07, P<0.05], Clearance renal de PAH [CIrPATI
(mU/min/g): M = 4.79 = 0.86. H = 2.19 £ 0.37, P <0.05]. Carga
Filtrada y Sccretada de PAH (ug/min/g) [CFPAH: M=65+7,H =
37 £3, P<0.05; CSPAH: M =186+ 17, H =100 + 14, P < 0.05].
No se observaron diferencias significativas en las Excreciones
Fraccionales de Sodio, Potasio y agua. Ademas, se estudid la cap-
tacién de *H-PAH en vesiculas de membrana de ribete en cepillo
usando la técnica de filtracién rdpida. Se obtuvicron los siguicn-
tes parimetros cinéticos: Ymax (nmol/15 sec/ mg Prot): M =214
+16, H=229+ 8 y Km (mM): M=4.93%0.19, H=7.80 £ 0.40,
P< 0.05. Podemos concluir que la diferencia ligada al sexo en la
farmacocinélica de PAH es consecuencia de una diferente depu-
racién renal. Las hembras presentan menor velocidad de secre-
cién y de filtracién de PAH. Una menor afinidad del transpontador
luminal de las hembras contribuiria, en parte, a la disminucién de
la velocidad de secrecién renal de PAH.

Variabilidad farmacocinética de oxcarbazepina
en pacientes epilépticos.M.A. Bercellini, M.S. Vio-
la, P. Grassini, P.Saidon , M.C Rubio.

215.

Servicio de Neurologia, Hospital Ramos Mejia y lec-
dra de Farmacologia, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA, Buenos Aires.

La aplicacién de estrategias farmacocinéticas para reconocer
y controlar la variabilidad de la respuesta de los farmacos de nue-
va introduccién en el mercado es una necesidad para c‘:l mayor
control terapéutico. En este trabajo se analizé la cinética de la
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oxcarbazepina (OXC), un nuevo anticonvulsivante. Se estudié una
poblacion de 30 pacientes con epilepsia sintomdtica y critogénica,
medicados con OXC por lo menos durante tres semanas con dosis
variables (18.6 + 7.3 mg/kg/dia). Diez pacientes fueron
comedicados con otros anticonvulsivantes y tres fueron refracta-
rios a otras medicaciones. La edad y el peso promedio de los pa-
cientes incluidos fueron 32 % 14 anos y el peso 73,3 +21.2 kg,
respectivamente. Se extrajeron muestras plasmaticas de los pa-
cientes antes de la primera toma de la manana de OXC para la
determinacion por HPI.C del metabolito monohidroxilado (MDH).
Se observo una relacion lineal entre la dosis de OXC y la concen-
tracion plasmatica del MDIH, con un coeficiente de correlacion de
0.80 (p<0.001). El clearence del MDI calculado fue de 4048 +
318 ml/h, con un coeficiente de variacion del 47 %. En dos pa-
cientes comedicados con fenobarbital el clearence de MDH fue
de 2777,7 y 10013,5 ml/h. Los pacientes comedicados con
valproico se desviaron del clearence promedio de MDH (5842.5%
620 ml/h, n=4). Estas resultados merecen el analisis de mayor
nimero de pacientes medicados con OXC y otros
anticonvulsivantes.

216. Influencia de la testosterona sobre los efectos
de fluoxetina y cocaina en el conducto deferen-

te de la rata. L.Busch; E.S.Borda.
Cdredra de farmacologfa. FOUBA. Buenos Aires.

La fluoxetina (F) y cocaina (C) provocan supersensibilidad
del conducto deferente (CD) a la noradrenalina (NA), sin modifi-
car la respuesta a la SHT. Siendo ¢l CD un 6rgano testosterona
(To) dependiente, ¢l objetivo del presente trabajo fue evaluar si
los efectos de la F y C se modificaban en el animal castrado, y si
las modificaciones se revertian con To. Se estudiaron los efectos
deF103M y C10° M sobre las contracciones provocadas con NA
y SHT en CD de ratas castradas (21 dias) , y ratas castradas que
recibieron desde el dia 14 al dia 21, 0,4 mg/rata de To s.c. Se
observo que los CD de los animales castrados tratados con F no
presentaban supersensibilidad a la NA (NA sola 10°M:
206.7£78.8; NA+F:266.7+55.3 n=6) mientras que la castracion
no modifico el efecto de la C (NA sola 10*M:1601£97.4; NA+
C:472+100 n=6). En los CD de los castrados tratados con To se
manifesto la supersensibilidad a la NA tanto en los tratados con F
como con C. Por otro lado, en los CD de los animales castrados la
F provoco un disminucion significativa de la respuesta a la SHT
(5HT sola 10°M:325£78.5mg; SHT+F:55%£10 mg n=6) mientras
que la C provoco un aumento significativo de dicha respuesta
(5HT sola 10M:2154£90 mg; SHT +C:495187 mg n=6). Ambos
efectos fueron revertidos con To. Se concluye que los efectos de
la F sobre la contraccién del CD provocada con NA y SHT serian
To dependientes, mientras que solo los efectos de la C sobre la
contraccién provocada con SHT,dependerian de Ia To.

217. Una revisidn critica acerca de la anestesia y las
porfirias.Ana Maria Buzaleh®, E. Vazquez*, R.
Enriquez de Salamanca** y A. Battle*,

*CIPYP. CONICET UBA, Buenos Aires, Argentina. **Hos-
pital Doce de Octubre, Madrid, Esparia.

Se ha realizado una actualizacién sabre el tema de la anestesia,
con particular referencia a los anestésicos voldtiles tales como
Enflurano e Isoflurano seguida por una perspectiva de la relacion
entre el desencadenamiento de la crisis aguda en la Porfina Aguda
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Intermitente (PAI) durante la anestesia. La toxicidad hepatica y re-
nal de los anestésicos voldtiles éteres fluorados se produce por
biotransformacion mediada por el citocromo P-450 a metabolitos
toxicos siendo el citocromo P-4502E1 la isoforma responsable del
metabolismo de estos compuestos en humanos. La administracién
aguda y crénica de Enflurano e Isoflurano produjo alteraciones dris-
ticas en el metabolismo del hemo y su regulacion, confirmando las
propiedades porfirinogénicas de estas drogas y reproduciendo los
cambios bioquimicos caracteristicos de la PAI. Se observa que por
administraci6n de una tnica dosis de 2 mUkg de dichos anestésicos
se producia una disminucion significativa en la actividad de la
Deaminasa sanguinea (VN: 0,288+0,100; VT: 0,14440,050) y el
consecuente incremento en la actividad de la enzima 8-Ami-
nolevilico sintetasa (VN: 0,03510,014; VT: 0,052+0,018). Dife-
rencias entre la cepa y el sexo afectan la susceptibilidad de los ani-
males a los cambios en el metabolismo del hemo producidos por la
anestesia aguda. También se ha demostrado la asociacion entre el
alcohol y la anestesia. Los datos discutidos sugerrian que el
Enflurano y el Isoflurano, anestésicos volatiles quimicamente rela-
cionados, actuarian via dos mecanismos diferentes, no obstante con
un mismo resultado final: la desregulacién del metabolismo del
hemo.

Activacion diferencial de oxido nitrico sintasa
(NOS) en glandulas salivales de rata. Florencia
Rosignoli, C Pérez Leirés, G Stranieri, L Sterin-Bor-
da, ES Borda.

218.

Cdtedra de Farmacologia. Fac. de Odontologia, UBA.
CEFYBO-CONICET. Buenos Aires.

La respuesta secretoria y vasodilatadora en las glandulas
salivales esta mediada por receptores muscarinicos. Una de las
sefiales acopladas a la activacion de estos receptores es la produc-
cién de 6xido nitrico por la NOS. El objetivo de este trabajo fue
estudiar la actividad de esta enzima en glindulas submaxilar (SM)
y sublingual (SL) de rata en condiciones basales y estimuladas via
receptores muscarinicos. Medimos actividad de NOS usando L-
(U14C)-arginina como sustrato. Observamos una actividad basal
de NOS dependiente de calcio menor en SM (pmol/g, X *+ ES:
389 +26,n=10) que en SL (557 £ 41, n=6). Esta diferencia podria
estar relacionada con la actividad de la PKC ya que la staurosporina
aumenté la actividad de NOS en SM y no en SL. A su vez, al
medir la actividad basal de PKC en SM detectamos una traslocacion
de la enzima del citosol a la membrana en SM (pmol/min./mg X +
ES: citosol 27.3 +3.1, membrana 26.2 + 2.2 n=4) que no se obser-
vé en SL (citosol 31.1 +2.2: membrana 12.0 + 2.9 n=4). En SM,
el carbacol tuvo un efecto estimulante de NOS a 5.107 M ¢
inhibitorio a 10 M, la misma concentracién que estimula la acti-
vidad de PKC: en SL sélo se observé la estimulacién de NOS.
Una inhibicién similar se observé con PMA en SM y no en SL. El
efecto del carbacol fue parcialmente bloqueado por pirenzepina
en SM. Los resultados indican diferencias en la actividad de NOS
basal y estimulada en estas gldndulas que podrian estar relaciona-
das a la activacién de distintos subtipos de receptores y a un efec-
1o regulatorio de PKC sobre la NOS.

Efectos de GABA sobre la vasculatura del rifién
aislado y perfundido de rata (RAPR) pretratado
con bicuculina. L.A. Monasterolo, L. Trumper, M.M.
Elfas.

Farmacologta. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Far-

219.
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macéuticas. UNR. CONICET. CIUNR. Buenos Aires.

En trabajos anteriores se demostré que GABA y el agonista
GABARg baclofen provocan aumento concentracién-dependiente
de la presion de perfusion (PP) en RAPR. Con baclofen, se aso-
cia una disminucida de la velocidad de filtrado glomerular (VFG).
El agonista GABAA muscimol no modifica PP en condiciones
basales, ni en presencia de noradrenalina. El antagonista GABA .
bicuculina (BIC) aumenta PP. El objetivo de este trabajo fue pro-
fundizar el estudio de la mediacién de los receptores GABA, y
GABAg en los efectos inducidos por GABA (GB) sobre la hemo-
dinamia renal. Un grupo (BIC+GB, n= 4) sc¢ perfundié con BIC
50pM desde el inicio del experimento. Luego de 2 periodos con-
troles se evaluaron los efectos de GABA 0.05-1000 uM
(BIC+GBq 0s-BIC+GB o) sobre la PP y VFG. Los resultados se
expresaron como porcentaje de cambio relativo al control y se
compararon con los del grupo GB (n= 4) donde se evaluaron los
cfectos de GBoss-GBiow. El aumento de PP fue mayor (p<0.05) en
BIC+GB (BIC+GBy= 19+ 1.4 %) que en GB (GBy=9+ 2.5 %).
La VFG sufrié una disminucién concentracién-dependiente en
BIC+GB, cuyos valores difirieron de GB (GBs= -0.83 + 4.04;
BIC+GBs= -19.33 + 3.46 %, p<0.05). Estos resultados confirman
que el aumento de PP estaria mediado por receptores GABAg. y
sugieren que la activacién de receplores GABA,L contrarrestaria
en parte esla vasoconstrccion previniendo la caida en VFG.

220. Accion antiespasmddica vesicular del Propinox
Clorhidrato (P).Posible mecanismo de accién. R
Baistrocchi, E Orti,*R de los Santos, * G Digirolamo,

* M Marti, J Pico.

Laboratorios Rocmmers *Pharmaconsult. Buenos Aires.

Con el fin de estudiar la accién de (P) se utilizaron vesicu-
las aisladas humanas. Para la actividad antiespasmédica (n=27)
frente a carbacol 1E-4M se les admnistrd (P), Buscapina (B), Atro-
pina (A) y Verapamilo (L). Se efectud la anatomia patoldgica
(n=20) para determinar tipo de fibra y grosor del colgajo. Se de-
termind la unién a receptores: muscarinicos en membranas de
cobayo: del fleon para M2/M3, de corazén para M2 y de gldndula
submaxilar para M3; y de antagonistas cdlcicos: en el misculo
esquelético para (L). en el misculo liso de fleon para nitrendipina
(N) y en el cerebro de rata para diltiazem (D). Resultados y Con-
clusiones: 1.- El modelo parece adecuado para la investigacién de
firmacos activos a este nivel, si la muestra posee caracteristicas
tales como espesor (700 u aproximadamente, ausencia de fibrosis,
etc).2.- La DESO para (P)es 1.34 E-6M; (B)5.45 E-5 M: (A)5.03
E-8 M; (L)6.63 E-6 M. 3.- La unién de (P) a los receptores M2/
M3 1.6 E-6M,a M2 1.2 E-6M.M3 1.5 E-6M,(N) 4.9 E-SM,(L) 5
E-6M y (D) 2.7 E-6M. 4.- El dual mecanisno de accién
(anticolinérgico y bloqueante cilcico) sinergiza los efectos
famacodindmicos y minimizaria los téxicos.

221.  Aspiracion fetal de surfactante administrado por
amniocentesis en guinea pig. Ricardo lllia; C. So-

lanas; P. Oliveri; J. Toblli.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn,
Buenos Aires.

Recientemente se ha comunicado la posibilidad de prevenir
f’l sn‘nd-mme de dificultad respiratoria del prematuro mediante la
myccgén intm-amnidlica de surfactante (S). El objetivo de este
estudio es evaluar la distribucién de S marcado con Tc99m ¢ in-
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yectado por amniocentesis en el saco amnidtico (SA) de guinca
pig (Gp) en el tltimo tercio de la gestacién. Sc utilizaron Gp hem-
bras de 58 dias de gesta. Previa estimulacién de los movimientos
respiratorios con aminofilina IM (3 dosis de 4mg),se administrd,
bajo control ecogrifico, en SA un volumen de 0.3cc conteniendo
0.75mg de fosfolipidos de S bovino marcado co Tc99m junto a
0.1cc de indigo cammin. Se constaté actividad significativa en los
dos pulmones de 7 crias, considcrandose inyectadas fallidas otras
sicte en que no llegd el material al SA (n=4), o se realizé injeccién
intraplacentaria (n=3). La actividad registrada en estomagos (0.06
a3%) de los sicte casos positivos fue proporcional a la encontrada
en los respectivos pulmones, mientras que en los otros 6rganos
estudiados se encontraron valores porcentuales insignificantes.
Todos los fetos no inyectados que se utilizaron como controles no
registraron actividad radioisotépica. En basc a estos resultados
concluimos que existc ademds de la deglucién un mecanismo
aspirativo que produce una significativa llegada de S al espacio
traqueo-bronquio-alveolar fetal.

222. Efectos del losartan en ratas hiperoxaluricas.
Jorge Toblli; M. Angerosa; |. Stella; P. Pagano; C.

Nyberg; L. Ferder; F. Inserra.

Laboratorio de Medicina Experimental. Hospital Alemdn
& Fundacién Bar llan, Buenos Aires.

Estudios de nuestro laboratorio demostraron que la inhibi-
cién de la ECA protege del daiio tubulointersticial (TI) causado
por hiperoxaluria. El motivo de este estudio fue evaluar los efec-
tos del losartan (L) relacionados a la proteccién renal en ratas con
hiperoxaluna (Hox) por etilenglicol (ETG). Se utilizaron machos
SD (250-300g). G1 control (n=6); G2 Hox. (n=6); G3 Hox.+ L
(n=6); G4 L (n=6). Durante cuatro semanas G1 con agua comuin,
G2 y G3 con ETG 1% en el agua de beber. G3 y G4 con L 10mg/
kg/dia por sonda. Como marcador de daio tubular s¢ determiné
lisozima urinana (LZ). Al finalizar el experimento todos los ani-
males fueron sacrificados para su estudio patolégico donde se cva-
lué lesién TI, O=ausente; 1=minima; 2=moderada; 3=severa y
4=muy scvera. También % de a—SMactina(%SMA). Resultados
al final de la cuarta semana (media + sem): oxalato urinario (Hg/g
rat/dia)* G1=1,4+0,04; G2=12,8+0,82; G3=11,1+1,31; G4=
1.5 £ 0,08. LZ (ng/g rat/dia)if Gl= 72 + 3.2; G2= 1085 £ 4,1;
G3=100,1 + 6; G4= 74,9 £ 3,8 Cl. Cr. (mL/min) G1=13 +
0,06; G2= 1,1 £0,04; G3=0,8 £ 0,08; G4= 1,2 + 0,18. %SMA*
Gl=04+0,1; G2= 12,5+ 1,22; G3=8 £1,92;: G4=0,6 £ 0,1.
Lesiones TI *, G1=0.2 £ 0,16; G2= 3+ 0,24; G3=3 £ 0,24; G4=
0,1 +0,12. *(p<0,01 G2 vs. G1,G4 y G3 vs. G1, G4).#(p<0,01 G1
vs. G2,G3). «=o(p<0,01 G3 vs. G1,G2,G4; y G1 vs.G2). Conclusio-
nes: basados cn estos resultados concluimos que L no mostré un
efecto renoprotector en este modelo.
223. Efectos de ibuprofeno y piroxicam sobre la acti-
vidad funcional de espermatozoides murinos. AC
Martini, G Stutz, M Fiol de Cuneo, RD Ruiz,L Vincenti,
M Samtillan, AA Ponce Yy JL Lacuara.

Instituto de Fisiologfa. Facultad de Ciencias
Médicas.UNCba, Cérdoba.

Con el fin de detectar posibles efectos de antiinﬂa{nalorios no
estervideos (AINE) en la actividad funcional espermdtica, estudia-
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mos la influencia de ibuprofeno (IBU) o piroxicam (PIR), adminis-
trados tanto in vivo como in vitro, sobre lamotilidad, vitalidad, pre-
sencia de formas acodadas, respuesta al shock hipoosmético, inte-
gridad acrosomal ¢ fndice de fertilizacién in vitro (IFV) de
espemmatozoides epididimarios de ratén suspendidos en medio de
Tyrode. Se evalué también, el indice de fertilizacién in vivo. Para
los ensayos in vivo, IBU (0.56mg/100g/dia) o PIR (0.028mg/100g/
dia) fueron inycctados (i.p.) durante 60 dias y los controles (C) reci-
bicron vehiculo (propilenglicol o dimetilsulfoxido). En los experi-
mentos in vitre se adiciond al medio IBU o PIR (107, 10° y 10° M)
luego de 70 min. de incubacién y durante 20 min. El indice de
fertilizacion in vivo disminuyé significativamente con PIR (78% ,
n=18 en C vs 43%, n=14; p< 0.05). Este efecto podria atribuirse a la
inhibicién de la sintesis de prostaglandinas (PGs) ejercida por PIR,
ya que se ha sugerido que las PGs pueden aumentar la migracién
espermitica, debido a sus efectos en el miisculo liso uterino y
oviductal. Los experimentos in vitro mostraron diferencias signifi-
cativas en el IFV con PIR 10°M (76,5%, n=81 en C vs 59%, n=87;
p<0.05) y en el mimero de espermatozoides con acrosoma intaclo
con IBU 10*M (59,00+7,15in C vs 38,58 + 3,49; p<0.05; n=8). La
elevada concentracién requerida para obtener estos efectos, permi-
te postular una accién inespecifica de estos AINE.

224, Suplementacion con multiples antioxidantes en
humanos: efecto de la coenzima Q10. Fernando
Carrasquedo, S. B Lotito, E. M. V. de Cavanagh, C.

G. Fraga.

Fisicoquimica. Facultad de Farmacia y Bioguimica.
UBA, Buenos Aires.

Evidencia epidemioldgica y bioquimica sugiere que una ade-
crada ingesta de antioxidantes puede ofrecer proteccion frente a
las enfermedades asociadas con la edad. La mayor parte de los
antioxidantes son obtenidos de los alimentos o como suplementos
nutricionales. Muchos suplementos son disefiados sin considerar
la interaccidn y efectos combinados de los antioxidantes. Aqui
investigamos la farmacocinética, interaccion y potencial activi-
dad antioxidante de una mezcla de antioxidantes, especialmente
relacionado con su contenido de coenzima Q10 (CoQ). A treinta
voluntarios (25-46 afios) sc¢ les administré diariamente una
suplementaci6n oral conteniendo 200 Ul de vitamina E (VE), 250
mg de vitamina C (VC), 15 mg de B-caroteno (BC). Un subgrupo
(n=14) recibié ademads 30 mg de CoQ/d. El contenido de VE, BC,
ubiquinol-10 (QH) y VC se determind por HPLC con deteccién
electroquimica. Los productos de oxidacion en plasma se evalua-
ron como hidroperéxidos y sustancias reactivas al acido 2-
tiobarbitirico (TBARS). Las concentraciones plasmdticas de to-
dos los parimetros estuvieron dentro de los valores normales. Los
valores plasméticos de VE, BC y VC se incrementaron en todos
los sujetos. VE y VC alcanzaron un valor méximo en el dia 10, en
cambio BC aumento a lo largo del estudio sin estabilizarse en un
valor miximo. La ingesta de CoQ incrementd significativamente
los niveles de QH pero no alterd la farmacocinética de VE, BCy
VC. Un mes después de terminado el tratamiento las concentra-
ciones de cada antioxidante retornaron a los valores basales. Se
observé una disminucién no significativa en los TBARS asaciada
con la ingesta de CoQ. A partir de los resultados obtenidos se
discutird: a) el efccto de la suplementaciéon con multiples
antioxidantes; b) ¢l posible efecto protector de la coenzima Q.
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Terapia génica en cancer utilizando células
tumorales expresando citoquinas. S. Adris*, D.
Klein+, A. Bravol, M.A.Jasnis+, F. Ledda", Y.
Chernajovsky#, O. Podhajcer®.

225.

*lIB-Fundacion Campomar, +Instituto de Oncologia A.
Reoffo, [Hosp.E.Perdn #Kennedy Institute of Rheumatol-
ogy, London, United Kingdom.

El uso de cé¢lulas tumorales modificadas por transduccion de
retrovirus recombinantes, surge como una alternativa terapéutica
para producir citoquinas in vivo sin los efectos toxicos derivados
de su uso sistémico. Virus recombinantes conteniendo cDNAs
codificantes para IL10 e IL12, se utilizaron para transducir la li-
nea celular de colon CT26, con ¢l objetivo de estimular la res-
puesta humoral y celular respectivamente. Estudios en ratones
singeneicos Balb/C mostraron: a) entre un 100-50 % de inhibi-
cion del desarrollo del tumor primario al ser inyectados con 1-
10.10° células CT26-IL10. Estudios realizados en ratones atimicos
¢ inmunocompetentes depletados de linfocitos CD4+ y CD8+ de-
mostraron la participacién de las células T y no T en el rechazo
tumoral. b) con dosis de 5.10°-1.10% células CT26-1L12 no hubo
desarrollo tumoral, en tanto que 3.10%-5.10% desarrollaron nddulos
palpables 9-15 dias después de la inyeccion, los cuales regresa-
ron completamente. Los controles inyectados con CT26 desarro-
llaron tumores en todas las dosis de células. En ambos casos los
ratones que rechazaron el tumor primario fueron inmunes a un
desafio con células parentales. Para estudiar el rol de Thl y Th2
en la respuesta antitumoral, se determinaron los niveles especifi-
cos de los isotipos 1gG2a e IgG1 que reconocen CT26: a) ratones
que rechazaron CT26-IL10 mostraron, un incremento de 8-10
veces en los niveles de IgG1 b) los que rechazaron CT26-1L12
mostraron un incremento de 3-3,6 veces en los niveles de [gG2a.
Conclusion: a) la respuesta inducida por IL10 estd mediada por
CD4+, CD8+ y por el subtipo Th2. b) la inducida por IL12 estd
mediada por ¢l subtipo Thl y posiblemente un proceso
angiogénico. .

Acortamiento telomérico irreversible en células
tumorales mediante tratamiento con AZT. DE Gomez
y Ofelia Olivero.

226.

Laboeratenode Oncelogia Molecular, Departamentode Ciencia
y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes y National
Cancer Instinue, Bethesda, MD, USA.

Los telémeros, secuencias repetitivas de ADN ubicadas en
el extremo del cromosoma, s¢ acortan entre 30 y 50 pares de
bases cn cada mitosis. Esto dictamina la duracién de la vida de
las células individuales. Las células germinales, tumorales y
las troncales solucionan el acortamiento de sus telomeros me-
diante la telomerasa, una polimerasa particular que contiene
un templado de ARN. Previamente, hemos demostrado mediante
inmunohistoquimica y digestién diferencial que la AZT (3'-
azido-2',3’-dideoxytimidina) se incorpora preferencialmente en
¢l ADN telomérico. Para determinar si la incorporacién de AZT
al telémero es un fenémeno mediado porla telomerasa, se trataron
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células tumorales humanas (HeLa) con 800 pM de AZT. Se
extrajoel ADN de las células tratadas en cultivo hasta 20 pasajes
consecutivos y se lo digirié con enzimas de restriccién. El subsecuente
Southem blot reveld, mediante el uso de una sonda telomérica
biotinilada, un progresivo acortamiento de las repeticiones teloméricas.
Los telémeros acortados no aumentaron su longitud luego de
cultivarlas sin AZT por 25 pasajes adicionales. El presente trabajo
demuestra que el acortamiento telomérico provocado por el tratamiento
con AZT es irreversible. Sibien el AZT interferiria con la actividad
de telomerasa, no se detectaron evidencias morfolégicas o bioquimicas
de senescencia. Esto puede deberse a que el nimero de pasajes
tratados no fueron suficientes para desencadenar lamuerte celular,
oaque el acortamicnto telomérico induce un mecanismo compensatorio
de preservacion o a la aparicion de resistencia al AZT.

227. Propiedades antitumorales de la lovastatina en
un modelo experimental de carcinoma mamario.
DF Alonso, HG Farina, G Skilton, MR Gabri, Mariana

De Lorenzo, DE Gomez.

Laboratorio de Oncologia Molecular, Departamento de
Ciencia y Tecnologia, UNQ, Quilmes .

Las células cancerosas sintetizan grandes cantidades de
colesterol a partir de mevalonato, un precursor de moléculas
isoprenoides que se unen a proteinas esenciales para la senaliza-
ci6n celulary la proliferacién. La lovastatina (LST) es un inhibidor
competitivo de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa,
enzima limitante en la ruta biosintética del colesterol que cataliza
la sintesis de mevalonato. Se estudié el efecto de LST sobre el
crecimiento de colonias in vitro, adhesion y migracion en presen-
cia de suero de células F31I de carcinoma mamario murino. En
hembras Balb/c portadoras de tumores F31I subcutdncos se inves-
tigé el efecto de LST (10 mg/kg/dia, i.p.) sobre la progresion de la
enfermedad metastisica. LST arrojé una IC50 de 4.5 uM luego de
7 dias de exposicién continua de células F3II en crecimiento. En
monocapas quiescentes, dosis de hasta 10 pM durante 24 horas
no produjeron citotoxicidad. En estas condiciones, LST redujo la
adhesién al sustrato y bloqued la migracién celular (Control: 438
x 15 vs LST: 248 % 20 células/mm?®; p<0.001). El agregado de
mevalonato (100-200 pM), pero no de famesilo. revirtié ambos
efectos de la droga. /n vivo, LST retrasé la toma tumoral y redujo
la incidencia de nédulos metastdsicos en pulmén (Control: Md 4,
rango 1a 11 vs LST: Md 0, rango O a 3; p<0.05). Los datos sugie-
ren que la droga podria interfenr procesos biolégicos indispensa-
bles para el crecimiento y diseminacién de células tumorales
mamarias.

Receptores con actividad de tirosina-quinasa
tipo | en adenocarcinomas mamarios murinos.
ME Balanda, M Goin, M Salatino, C Lanari, EH
Charreau, P Elizalde.

228.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Buenos
Aires.

Se estudi6 la expresion de la familia de receptores con activi-
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dad de tirosina-quinasa tipo 1 (p185erbB2, pl80erbB3 y
p185erbB4) en adenocarcinomas mamarios inducidos por acctato
dc medroxiprogesterona (MPA) en Balb/c. Se detect6 la presen-
cia, mediante ensayos de westemn blot, de los tres tipos de recep-
tores en tumores lobulillares hormono-independientes (HI) y tu-
mores ductales hormono-dependientes (HD) y HI. EI MPA indujo
un aumento significativo en la expresién de pl185erbB2 y
p180erbB3 en las lineas HD. Los niveles de p18 erbB4 no fueron
regulados por MPA. Los niveles de p185erbB2 en los tumores HI
lobulillares son similares a los cncontrados en los tumores HD
tratados con MPA. El agregado de oligodesoxinucledtidos antisense
(OA)al ARNm de erbB2 a un cultivo primario de células epiteliales
de un tumor HI lobulillar produce una inhibicién significativa
(p<0.001) de la incorporacién de *H-timidina respecto de los con-
troles creciendo en 5 % de suero fetal bovino. El tratamiento con
oligodesoxinucledtidos sense (OS) no produce efecto sobre la pro-
liferacién (cpm/incubacién, control: 5799+511, OA: 23291262,
0S: 46201869). Postulamos que la proliferacién mediada por MPA
estara asociado a un aumento en la expresion de p185erbB2 y
p180erbB3. En los tumores lobulillares, en los que previamente
demostramos la ausencia de ligando (heregulina), la activacién
constitutiva de p185erB2 le otorgaria una ventaja proliferativa.

229. Inmunomodulaciéon de la apoptosis por
citoquinas en células leucémicas . Elosi Caldas
Lopes, C. Waldner, C. Mongini, A. Escalada, M.J.
Gravisaco, M. Sanchez Lockhart, E. Alvarez & S.

Hajos.
IDEHU (CONICET-UBA), Buenos Aires.

- El uso de agentes inmunomoduladores como la Ciclosporina
A (CsA) en el tratamiento de leucemias provocaria la induccién
de mecanismos apoptéticos ¢n células leucémicas dependientes
de factores de crecimicnto. Los objetivos de este trabajo fueron
estudiar la induccion de la apoptosis en las células leucémicas
LBC tratadas con CsA e investigar la regulacién dc la expresién
de los genes de la familia del bef2. Las células LBC incubadas
12h con 1 o 0.5 pg/ml manifestaron caracteristicas de apoptosis
temprana mientras que a las 20h presentaron una manifiesta
apoptosis evaluada morfolégicamete por microscopia de
fluorescencia, por fragmentacién del ADN en geles de agarosa,
por deteccién de hipoploidia celulary por marcaci6n con Annexin
V analizada por citometria de flujo. Este tratamiento también
inhibié la proliferacién cclular 51% (p<0.05) a las 20h y un 92%
(p<0.001) a las 48h con una viabilidad del 83% y del 3% respec-
tivamente, determinada por azul tripin. En estudios preliminares,
la determinacién de la proteina antiapoptdtica Bcl-2 por Westem
blot mosird una banda de 26 kD de menor intensidad en las céluas
tratadas con CsA respecto a las células sin tratar. Se demostrd que
la CsA indujo ]a muente de las células leucémicas por apoptosis
probablemente a través de un mecanismo que involucra la inhibi-
ci6n de la transcripcién de los genes de citoquinas y consecuente-
mente la regulacién de proleinas antiapoptéticas como el Bel-2.

230. Comportamiento hematolégico e inmune aso-
ciado al adenocarcinoma de pulmén murino es-
ponténeo (P07).1.- Estudios en portadores de tu-
mor. Corina Garcia, Isabel Stillitani, Miriam Diament,

Lilia Davel, Slobodanka Kilein.

Area Investigacion, Instituto AH. Roffo, UBA. Bs. 4s.
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El tumor P07, transplantado en forma s.c., metastatiza en
pulmén en el 100% de los animal con una sobrevidade 50+ 5ds.
El huesped presenta leucocitosis ¢ hipercalcemia a partir del dia
15 post-transplante. Para determinar el efecto sobre el reconoci-
miento inmune del tumor, s¢ evalud por el test de Hipersensibilidad
Retardada (HR) en distintas etapas del desarrollo tumoral: previa
leucocitosis (prel) (5000 £450 leucocitos/ul de sangre) y durante
la leucocitosis (L) (15.000 + 1700 leucocitos/ul de sangre) y por
cl ensayo de SLIA (angiogenesis inducida por linfocitos ). Rgsul-
tados: La respuesta de HR especifica, en almohadilla plantar, uti-
lizando como antigeno células P07 formolizadas , resultd positiva
en todas las etapas: preL: 0.15%0.06, L: 0.17 £ 0.09, Control
(normal): 0.10 £ 0.06 ( p < 0.03). El niimero de vasos inducidos
por esplenocitos totales de prel. y por células tumorales (TIA)
fue positivo, no asi con esplenocitos totales de L. Se determiné
por Dot-Elisa en sobrenadantes de cultivo de 24 hs. que el tumor
P07 produce GM-CSF. Concluimos que cuando el tumor crece
en forma s.c. hay reconocimiento inmunoldgico por HR y
activacion de células esplénicas por SLIA . El tumor sc produce
ademds factores hematopoyéticos que estimulan la granulocitosis,
lo cual no afecta el reconocimiento inmune a antigenos especificos.

231. Comportamiento hematolégico e inmune, aso-
ciado al adenocarcinoma de pulmén murino es-
pontaneo P07: 2.- estudios en ex portadores de
tumor. Corina Garcia, Teresita Manzur, Isabel

Stillitani, Miriam Diament, Slobodanka Klein.

Area Investigacion, Instituto A.H. Roffo. UBA, Buenos
Aires.

El adenocarcinoma de pulmén murino P07, transplantado en
forma s.c., induce en el huesped leucocitosis ¢ hipercalcemia a
partir del dia 15 post-transplante. Nuestro objetivo fue evaluar
inmunogenicidad, metastasis, leucocitosis e hipercalcemia post
cirugia (Cx) del tumor primario. Resultados: Cuando la Cx se rea-
liz6 en la etapa previa leucocitosis (prel.), la incidencia de recidi-
vas (rec) fue 62% micntras que efectuada durante la leucocitosis
(L) fue 8% (p<0,0001). El n° de metdstasis pulmonares por ani-
mal (sin rec): preL: 41 y L: 38+5. Al desafiar con células
tumorales los animales CxpreL, el crecimiento del desafio fue
mayor que en los CxL. Igual respuesta se observa en estudios de
resistencia concomitante utilizando portadores de tumor ¢n estas
etapas. La Cx del tumor de ratones L (160001700 leucocitos/ul
sangre) revirtid la formula a valores normales a las 3648 hs. post
Cx y los valores se mantuvicron hasta 40 dias . Los valores de
calcio circulante tambien se normalizaron. Concluimos que cuan-
do el tumor crece en forma s.c. produce factores hematopoyéticos
que estimulan la granulocitosis, que puede revertirse por Cx. La
formula sanguinea se mantiene normal en Cx aun en presencia de
metastasis. Los neutréfilos circulantes inducidos por el tumor sc,
podrian tener una actividad antitumoral ya que la menor aparicién
de rec y mayor resistencia a un desafio cn etapas L asj lo indica-
rian.

Aumento de la angiogénesis tumoral por accion
de la heparina. G.E. Bertolesi, L. Davel, A.M.Eijan
y L. Laurfa de Cidre.

Dto. de Biologia, FCEyN e Instituto de Oncologia
“A.H.Roffo", UBA, Buenos Aires.

232,

El objetivo del presente estudio fue determinar la accién dela
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heparina y varias heparinas modificadas sin actividad
anticoagulante [O o N desulfatadas (O-N-des) o N-acetiladas (N-
Ac)] sobre la angiogénesis inducida por un tumor mamario murino
de moderada capacidad metastasica en pulmon (M3). Los estu-
dios para determinar la cinética de eliminacion de la heparina des-
pués de la inoculacion intraperitoneal (i.p.) (0,1 mg/ratn) mostrd
un pico de actividad anticoagulante a las 2 hs y regresé a los nive-
les basales a las 4-6 hs. Por este motivo, se inocularon las diferen-
tes heparinas por via i.p. cada 4 hs durante los 3 dias intermedios
entre la inoculacién intradérmica (i.d) (2 x 10°) células tumorales
y la medicién de la densidad vascular (nimero de capilares/mm?)
que se realizé el quinto dia. Los resultados obtenidos fueron (me-
dia * DS; n; *p<0,05): control (3,02 * 0,26, 9); heparina (4,60 +
0,53; 7,*); N-des (2,71 £ 0,78; 8); N-des N-Ac (4,66 £ 0,97; 10;*);
O-des (4,70 £ 0,48; 7;*); O/N-des N-Ac (4,28 £ 0,72; 11;*) y
hepardn sulfato (4,63 £ 0,95; 8;*). EL tratamiento in vitro de las
c¢lulas con heparina y N-des N-Ac (100 pg/ml) durante 1 hora
antes de la inoculacién i.d. también mostrd un aumento significa-
tivo en el nimero de capilares. Estos resultados demuestran que
la heparina y vanias hepaninas modificadas incrementan la actividad
angiogénica inducida por células tumorales siendo el efecto inde-
pendiente de la actividad anticoagulante.

233. Deteccion y Accion Biolégica de Receptores
Androgénicos en las Lineas de Melanoma
Humano: LLB-MEL-LES e IIB-MEL-IAN. Verénica
Morvillo!, I. Luthy?, |.Bravo?®, |.Capurro’, P. Portela',

R.S. Calandra' y J. Mordoh'.

!LLB-" Fundacién Campomar” ,*IBYME y ‘Hospital Eva
Perdn, Bucnos Aires.

Habiendo previamente caracterizado la accién biolégica de
receptores androgénicos (RA) en la linea de melanoma humano
IIB-MEL-J, nos propusimos extender estos estudios a otras dos
lineas de melanoma humano: IIB-MEL-LES e [IB-MEL-IAN. La
determinacion de RA se realizé por incubacién de células enteras
IIB-MEL-LES e IIB-MEL-IAN con metiltrienolona ([*H]- R1881).
El efecto de los andrégenos DHT o testosterona (T) y de los
antiandrégenos hidroxi-flutamida (Flu) o Casodex (Cas) sobre el
crecimiento celular se midié incubando las células tumorales en
presencia de 1% de suero fetal adsorbido con carbén y concentra-
ciones variables de los distintos compuestos. Los andlisis de
Scatchard revelaron conslantes de disociaciénde 15y 14 nM para
IIB-MEL-LES e IIB-MEL-IAN y una capacidad de unién de
18.500 y 15.400 sitios/célula respectivamente. El aumento signi-
ficativo del crecimiento celular inducido por DHT o T fue inhibido
por Flu y por Cas (IIB-MEL-LES/pocillo a las 240 hs: Control:
7.500 + 860; DHT:28.900 + 978; DHT+Flu: 12.700 * 2000;
DHT4+Cas: 14.200+£554; T: 24.000 £ 1.550: T-+Flu: 12.560 + 990:
T+Cas: 14.000 £ 990 y para IIB-MEL-IAN/pecillo a las 240 hs:
Control: 15.900+ 1.900: DHT: 57.000 £ 2000: DHT+Flu: 12.500+
2000;: DHT+Cas: 28.200 * 1.800: T: 43.000 £ 1.200: T+Flu:
28.0004960: T+Cas: 27.600 £ 870). La presencia de RA en las
lineas celulares analizadas y la accién regulatonia del crecimiento
celular mediada por andrégenos y antiandrégenos sugieren una
posibilidad interesante en términos terapéuticos.

234. Heparanasasen células de un adenocarcinoma

mamario murino. G.E. Bertolesi ', G.|. Rozenberg
1 J.Espada® A.M. Eijan 'y L. Lauria de Cidre 2.

Instituto de Oncologia “A. H, Roffo" Fac. de Medicina'
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yDto.de Biologla, FCEyN?, UBA. Instituto de Investiga-
ciones Biomédicas, Fac. de Medicina, UAM, Espaiia’.

La produccion de enzimas de tipo heparanasas podria ser im-
portante en el desarrollo tumoral durante el proceso invasivo y
metastdsico ya que participan en la degradacién de proteoglicanos
de la matriz extracelular. El objetivo del presente estudio fue de-
tectar actividad heparanasa en células de un adenocarcinoma
mamario murino de moderada capacidad metastisica en pulmén
(LM3) y determinar la susceptibilidad de heparinas modificadas
quimicamente a ser degradadas. Desarrollamos una técnica que
detecta hepannas de alto peso molecular en geles de poliacrilamida
sin SDS tefiidos con el fluorocromo [tris (2,2'-bipiridina) rutenio
(11); -Rubipy-] y observadas con luz U.V. El Rubipy se une a la
heparina por interaccién iénica en una relacién de una molécula
de colorante por cada 5-6 unidades disacaridicas de heparina,
observandose 2 sitios de diferente afinidad (Kd,:3,5 » 10" y
Kd,:3,8x 10"". Con esta técnica se determiné que las célules LM3
(5 x 10 células/ml) tienen capacidad de degradar heparina  una
heparina N-desulfatada N-acetilada (60 pg/ml) incubdndolas 24
hs a 37°C, pero no poseen actividad sobre otras heparinas modifi-
cadas quimicamente. El andlisis comparativo con las heparanasas
bacterianas I, IT y Il mostré que la enzima tumoral se asemejaa la
heparanasa de tipo [ en cuanto a su especificidad de sustrato.

235. Efectos deun analogo de Pgy de un analogo de
AMPc sobre la expresion de isoformas de RPg
en tumores mamarios murinos. S.Caruso, A Actis,

V.Dorfman, E Levin.
Fac. Medicina -UBA, Buenos Aires.

La hormonodependencia de tumores mamarios se asocia a la
expresion de receptores hormonales en tejidos blanco, pero la sola
presencia no garantiza su funcionalidad, El equilibrio entre sus
isoformas es un factor que influye sobre la regulacion de la trans-
cripcidn genémica y depende también de interacciones con otras
vias transduccionales. En tumores mamarios murinos inducidos
por acetato de medroxiprogesterona (MPA), se diferencia una
sublinea hormonodependiente (hd),y otra hormonoauténoma. En
este trabajo estudiamos (por HPLC- tamiz molecular), cdmo se
afecta el equilibrio de 1soformas del receptor a progesterona (RPg)
por efecto de firmacos usados en tratamientos de cincer de mama:
MPA, anilogo de Pg y 8-CI-AMPc, anilogo de AMPc, en la
sublinea hd. En tumores control aparece la forma oligomérica
(>200 kDa) y la dimérica (~135 kDa) del RPg. Por tratamiento
con MPA, desaparece el oligdmero y se observa la forma dimeérica,
un mondmero (~75 kDa) y un pico de bajo PM (~35 kDa) que
puede ser un producto de degradacion (mero receptor). El 8-Cl-
AMPc solo, da el mismo perfil que los controles. Con la combina-
cion MPA + 8-CI-AMPc aparece solamente el pico correspon-
diente al dimero de RPg. Los efectos del MPA sobre el equilibrio
de isoformas se producen via RPg y los del MPA+ 8-CIAMPc se
atribuyen a cross-talk entre proteinas de ambas vias trans-
duccionales.

236. Expresiény funcion biolégica de los receptores
erbB (2,3,4) y de su ligando heregulina (IIRG) en
lineas de adenocarcinomas mamarios murinos.
Lydia Puricelli, Marfa Eugenia Balafia, J. Aguirre
Ghiso, E. Charreau, Elisa Bal de Kier Jofté, Patricia

Elizalde.
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Inst.de Oncologia “A. H. Roffo" ¢ IBYME, Buenos Aires.

La expresién y actividad biolégica de HRG y sus receptores

con actividad tirosina quinasa (erbB2, erbB3 y erbB4), las cuales
se han asociado con la progresién tumoral, se estudiaron en las
lineas LM3 y LMM3. En ninguna de las lineas se detecté ARNm
de HRG, empleando un ensayo de proteccién a la digestion por
ARNasa. Mediante Westem blot, ambas lincas mostraron niveles
de expresion similares de erbB2, ausencia de erbB3 y un signifi-
cativo aumento de erbB4 en LMM3 respecto de LM3. Se estudia-
ron también algunas actividades biolégicas de HRG in vitro. HRG
inhibié significativamente la proliferacién de ambos tipos celula-
res, ensayada en fase log por cuantificacién de la proteina celular
total. Asimismo, HRG redujo en forma dosis dependiente la efi-
ciencia de plaqueo de LM3 y LMM3 (ej. LM3 expresado en colo-
nias/placa: Control:128 + 63; HRG 0,04 ng/ml: 79+12 HRG 1 ng/
ml: 1,5%0,5: p<0.01). No se vio efecto de HRG (hasta 0,4 ng/ml)
sobre la migracién, evaluada con cimaras Transwell. Por otro lado,
la HRG redujo la actividad de uPA en foma dosis dependiente
(0.5-2 ng/ml, p<0.01), cuantificada en el medio condicionado por
caseindlisis radial. Concluimos que las lineas tumorales murinas
M3 y LMM3, incapaces de producir HRG, responden a la mis-
ma, posiblemente a través de sus receptores erbB2 y crbBB4,
inhibiendo la proliferacién y la produccién de uPA.

237. Efecto del Vinorelbine sobre progenitores
hemopoyétcos y estroma de médula ésea de
raton. Catalina C.B.de Di Risio,Maria Teresa Cuello,

Marcela Gonzalez Cid.
HHema. Academia Nactonal de Medicina, Buenos Aires.

El citostatico vinorelbine (VRB), derivado semisintético de

los alcaloides de la vinca, posee un amplio espectro antincoplisico
y baja neurotoxicidad. Su mecanismo de accién consiste cn inhibir
Ia fommacién del huso mitético. El objetivo del siguiente estudio
fue analizar su efecto in vitro sobre los progenitores hemopoyéticos
y el estroma de médula 6sea (MO) murina. Se utilizé la MO de 4
ratones Balb/c efectudndose cultivos en medio semisélido (cms)
de CFU-mix (unidad formadora de colonias granulo-eritro-mono-
mega-cariocitica) y BFU-E (unidad formadora de colonias bursts
critroides) segin la técnica de Messnery de CFU-GM seguin Pick
y Robinson, y cultivo a largo témino (CALT) del estroma medular
en medio liquido segin la técnica de Dexter. Para el cms se agre-
£6 VRB a las siguientes dosis: 0,0025; 0,005; 0,01;: 0,015 y 0,02
pg/ml y para CALT a las dosis: 0,025: 0,05; 0,075 y 0,1 pg/ml.
Los resultados mostraron que el crecimiento de los progenitores
hemopoyéticos disminuye a medida que aumenta la dosis de VRB,
con ausencia total de colonias a la dosis maxima (0,02 pg/ml). A
la dosis de 0,015 pg/ml el valor medio de colonias BFU-E fuc de
9.3+4 .2 vs ¢l cultivo control 111455,6 (p<0,04), para CFU-GM
fue de 36,3£10,9 vs control 185,0+33.3 (p<0,01) y para CFU-mix
se inhibid el desarrollo de colonias (control = 15,542,3: p<0.005).
Para CALT la dosis de 0.1pg/ml no existié crecimiento celular,
observandose que a medida que disminuyé la dosis el desarrollo
fue mayor. Nuestros resultados muestran la existencia de unu sc-
vera toxicidad de VRB sobre las células progenitores
hemopoyéticos y el estroma de MO de ratén, demostrando éste
Gltimo una resistencia cinco veces mayor al efecto de la droga

Efecto del Arsenito de Na en el des:arrollo t_umo-
ral en un modelo de carcinogénesis experimen-
tal en dos etapas. M.A.Palmieri, D.Brandizzi,

238,
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H.Lanfranchi, J.Magallanes, B.Molinari de Rey.

Dto.Biologia-FCEyN-UBA: Dto.Radiobiologia y
Dto.Quimica-CNEA: Cat.Pat. Bucodental Il-FO-UBA,
Buenos Aires.

En este trabajo se estudio el efecto del arsenito de Na en la
generacion de tumores epidérmicos en ratones Sencar sometidos
a un protocolo clisico de carcinogénesis experimental en dos eta-
pas: iniciacion con DMBA/promocion con TPA durante 7 meses.
El arsenito fue suministrado en el agua de bebida en una concen-
tracion de 20mg/l. La solucion se prepard diariamente a partir de
una solucion madre que fue conservada bajo estrictos controles
de calidad. Se consideraron 4 condiciones experimentales :
1)Control, ii)Arsenito durante la promocidn, iii)Arsenito previo a
la promocidn, y iv)Arsenito antes y durante la promocién. Se eva-
luaron semanalmente los siguientes parimetros: peso de los rato-
nes, nro.de tumores/raton, porcentaje de ratones con tumor y evo-
lucion del tamano tumoral. Ademds se realizo un diagndstico pa-
tologico de las neoplasias. Si bien se observd una aparicién pre-
coz de twmores en los animales que bebian arsenito (iv), éstos
mostraron 14.14+/-1.73 tumores/ratdn al cabo de 7 mescs, mien-
tras que en los controles este valor fue de 20.13+/-1.87 tumores/
raton (P<0.05). No hay diferencias significativas en los otros
pardmetros analizados. Se pudo demostrar que el arsenito de Na
suministrado en el agua de bebida, modifica el desarrollo del pro-
ceso carcinogenético, probablemente induciendo un estado
prooxidante en los animales que se traduce en un menor desarro-
llo tumoral durante el proceso de carcinogénesis en dos etapas.
239. Actividad telomerasa en timomas y adenocarci-
nomas de mama producidos por virus polioma
en ratones AKR.. J. Otero, S. Perazzo, M. Gémez
Carrillo y N. Sanjuan.

Lab.Patologia Experimental, Dept. Microbiologia, Fac.
de Medicina, UBA, Buenos Aires.

La Telomerasa es una enzima ribonucleoproteica que cataliza
la sintesis de las secuencias repetitivas de DNA que forman parte
del telémero. Ha sido asociada a la génesis de neoplasias malignas
humanas, y propuesta para el diagnéstico de algunos cdnceres. El
propésito de este trabajo fuc estudiar la actividad Telomerasa en
tumores producidos por virus Polioma. S¢c emplearon mtones AKR,
que fueron inoculados por via subcutdnea dentro de las primeras
24 hs de vida con 10° ufp de virus Polioma, ccpa PTA. A los 3
meses post-infeccién, 20/20 animales desarrollaron epitcliomas
timicos, y en 2/20 se detectaron carcinomas intraductales de mama.
La presencia dc antigenos de Polioma cn los tumores fue
determinada por inmunomarcacién con peroxidasa-antiperoxidasa,
y Westem blot contra la protcina mayor de la cdpside viral. La
aclividad Telomerasa fue detectada por el ensayo TRAP, que consla
de una primera fase de sintesis de secuencias teloméricas, con
posterior amplificacién por PCR. Los productos fueron resueltos
en geles de poliacrilamida. Se encontré que existia actividad
Telomerasa en las neoplasias de mama, pero no en el tejido
mamario normal. El timo nommal, en cambio, mostré mayor
actividad Telomerasa que los timomas. Esto demuestra que la
actividad Telomerasa astd involucrada en la patogenia de cinceres
producidos por virus con DNA, y tendria patrones de regulacién
en diferentes tipos de tumores.

240. Efecto del tamoxifeno sobre la hepatocarcino-

génesis. Fabiana Caballero, L.Olivieri, E.Gerez,



E.Vazquez, A.Batlle.

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
(CIPYP). CONICET .UBA, Buenos Aires.

El tamoxifeno (TAM), utilizado en terapias adyuvantes de
cincer de mama, induce el desarrollo de carcinoma hepatocelular
en ratas y es promotor de hepatocarcinogénesis (HC). Conside-
rando que la historia natural de las enfermedades neopldsicas he-
piticas es similar en roedores y humanos, decidimos estudiar el
efecto del TAM durante el estadio de iniciacién de la HC quimica.
Ratones machos CF1 recibieron p-dimetilaminoazobenceno (DAB)
(0,5% p/p) en la dieta y fueron sacrificados luego de 8, 11 y 19
semanas; a los 15 dias de iniciado el tratamiento con DAB un
grupo de animales recibié TAM (0,025% p/p). La actividad del
ALA-S (VN= 14 10* £ 0,3 10* U/mg) alcanzé el maximo de
induccién (3,02 10* £ 0,6 10* U/mg) a las 8 semanas del trata-
miento con DAB, disminuyendo luego hasta alcanzar una inhibi-
cién del 40% (0,84 10-4 £ 0,2 10* U/mg ) en la semana’ 19. La
administracion de TAM + DAB no produjo cambios. El P 450
(VN= 0,34 + 0,03 U/mg) mostré una respuesta similar. La activi-
dad de MHO disminuy6 entre las semanas 8 y 11 del tratamiento
con DAB, alcanzando los niveles basales (2,25+0,11 U/mg)enla
semana 19. La actividad de la enzima marcadora tumoral, GST
(VN= 1,45+ 0,25 U/mg), aumenté en todos los grupos (50-100%).
Nuestros estudios demostraron que la administracién prolongada
de DAB conduciria al modelo de hepatocito resistente y que el
TAM, bajo este protocolo, no actuaria como agente iniciador, ni
promotor, ni preventivo de la HC.

Estudios de hibridizacién genémica compara-
da (CGH) en neoplasias mieloides. MV. Castuma,
S. Acevedo, 1. Larripa.

241.

IlHema. Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires.

CGIT es una nueva técnica citomolecular que permite detec-
tar ganancias y pérdidas de material genético en la célula tumo-
ral. Se basa en la hibridizacién simultinea de DNA tumoral y nor-
mal sobre metafases normales. En este trabajo se realizé un estu-
dio comparativo entre la citogenética convencional y CGH en 20
pacientes con neoplasia micloide a fin de evaluar la utilidad de
esta nueva metodologia. Se realizé ¢l estudio citogenético y la
extraccion de DNA a partir de muestras de médula 6sea. EI DNA
fue procesado segiin el protocolo de Kallionimeni. El estudio
citogenético mostrd altera-ciones cromosomicas en el 50% de los
pacientes, mientras que estos valores se incrementaron en un 75%
por CGH. Sc detectaron cambios adicionales no identificados por
citogenética en 13 casos: 5 con cariotipos normales, 2 sin metafases
analizables y 6 con caritotipo anormal. Las ganancias
cromosémicas fucron mas frecuentes que las pérdidas y constituyen
¢l 67% de todos las alteraciones detectadas siendo las mds
frecuentes las ganancias de los cromosomas 1, 17, 21 y 18p.
Nuestros datos demuestran que CGH no sélo permite detectar los
desbalances cromosémicos identificados por Bandeo G sino que
también muestra la presencia de alteraciones adicionales presentes
cn al menos el 30 % de la poblacion medular. Sin embargo, esta
técnica no permite identificar translocaciones balanceadas
indicando que la citogenética y el CGH son herramientas
complementarias para la caracterizacién del clon neoplasico.
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242. Expresion de proteinas reguladoras del ciclo
celular en adenocarcinomas mamarios murinos
tratados con el antiprogestageno RU486. M. Goin,
G. Peters, S. Vanzulli, P. Elizalde, C. Lanari y E.

Charreau.

Instituto de Biologfa y Medicina Experimental, Buenos
Atres.

El objetivo de este trabajo fue correlacionar el efecto
inhibitorio del crecimiento tumoral del RU486 con la expresi6n
de moléculas involucradas en el control de la proliferacién celu-
lar: ciclina D1 (subunidad regulatoria de las quinasas dependien-
tes de ciclinas, CDK4, 5 y 6) y p21 (WAF1), inhibidor de los com-
plejos ciclinas /CDKs. Ademis se estudi6 la expresién pl85erbB2,
que de acuerdo a resultados del laboratorio, aumenta en respuesta
a progestdgenos. Se ultilizé el adenocarcinoma de mama ductal
CT7HI, inducido por acetato de medroxiprogesterona, de compor-
lamiento progestigeno independiente y que expresa receptores para
progesterona. Dicho tumor sobreexpresa las ciclinas D1 y D3 sin
amplificacién de los genes respectivos. Ratones hembra de la cepa
BALB/c portadores de tumor (20mm?®) se trataron con RU486
(90ug/dia) o permanecieron sin tratar. Se observé una disminu-
cion del crecimiento tumoral (dia 7, tamaino, control: 36,6+53
mm2 vs RU: 9,743,2 mm?). Se prepararon hornogenatos totales
de los tumores extraidos luego de 24, 48 y 72 hs. post tratamiento
con RU486. Mediante ensayos de western blot se determiné un
aumento significativo de la proteina p21 en todos los tiempos es-
tudiados con respecto al tumor sin tratar. No se observé variacién
en la expresién de la ciclina D1. Tampoco se evidenciaron cam-
bios en el contenido de p185erbB2. Los resultados sugieren Ia
posible participacién de p21 en la inhibicién temprana de la proli-
feracién tumoral mediada por RU486.

Un mismo tumor, al crecer dentro de diferentes
organos, cambia su ritmo dia/noche de mitosis
y apoptosis. R.P.Meiss y L.L. Colombo.

243.

IEO FMaissa.Acad Nac.Med e Inst.A.H .Roffo (UBA),
Buenos Aires.

Es muy conocido que diferentes tejidos normales y tumorales
poseen diferentes ritmos circadianos de sus divisiones celulares,
pero nada se conoce sobre las muertes celulares y si se mantiene
al crecer un mismo tumor dentro de difcrentes 6rganos. Masas
tumorales del tumor de mama murino M3, creciendo dentro de 4
diferentes sitios anatémicos, obtenidas de dia (D) (11-15hs) o de
noche (N) (23-03hs), fueron analizadas en cortes histolégicos Cada
dato es el promedio de 20 campos de 500X / tumor / rat6n.(10-20
ratones por sitio y horario). Resultados: Apoptosis: sc: D: 2.43
#0.70 (20) Vs. N: 4.5310.54 (17). p<0.001. Pulmén: D: 14.25+2.93
(12) Vs N: 10.77£1.32 (15). p<0.001. Peritoneo: D: 13.83+0.44
(10) Vs N: 5.7240.45 (10), p<0.001. Higado: D: 5.864+0.94 (11)
Vs N: 10.51+0.38 (10), p<0.001. Mitosis: sc: D: 5.92+1.04 (20)
Vs N:3.44+1.08 (17), p<0.001. Pulmén: D: 4.59+1.15 (12) Vs N:
5.5540.52(15), p<0.01. Peritoneo: D: 6.9330.34 (10) Vs N: 11.67%
0.62 (10), p<0.001. Higado: D: 10.44+0.47 (11) Vs N: 5.2610.28
(10), p<0.001. Conclusiones:1] Existe un ritmo circadiano de las
apoptosis espontdneas. 2] El ritmo de mitosis y apoptosis de un
mismo tumor cambia al cambiar el érgano dentro del cual crece
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un mismo tumor. La importancia es para: a) La cronofamacologia
tumoral, pues deberd influirno sélo 1a hora del dia sino también si
es primario o dentro de cual drgano se encuentran creciendo las
metdstasis. b) La busqueda de los factores producidos
circadianamente por un érgano que favorezean la divisién o muerte
de las células metastdsicas.

244. Aumento de la uroquinasa secretada por célu-
las de carcinoma mamario en respuesta ala for-
macién de fibrina in vitro. DF Alonso, Mariana De

Lorenzo, Agueda Tejera, DE Gomez.

Laboratorio de Oncologia Molecular, Departamento de
Ciencia y Tecnologia, UNQ, Buenos Aires.

Muchos tumores pueden activar al mismo tiempo mecanis-
mos de 1a coagulacién y fibrindlisis. El depésito de fibrina
extravascular provee una matriz temporara para el crecimiento
tumoral y la angiogénesis. La degradacién de las matrices tisulares
iniciada por la enzima profibrinolitica uroquinasa (uPA) es un re-
querimiento critico para el proceso de invasion y metdstasis. Exa-
minamos la relacion entre la actividad procoagulante de las célu-
las F311 de carcinoma mamario murine y su capacidad de produ-
ciruPA. Laactividad procoagulante se cuantificé midiendo cl tiem-
po de recalcificacién en presencia de plasma de ratén. El uPA
secretado por monocapas subconfluentes se estudié en medios con-
dicionados libres de suero mediante zimografia y cascindlisis ra-
dial. Las cé¢lulas F3II promovieron la conversion del fibanégeno
purificado en fibrina, acortando el tiempo de recalcificacién (Con-
trol PBS: 929 + 279 vs Células F311: 106 £ 10 segundos; p<0.001).
El uPA secretado por los cultivos de F3II no se modificé con el
agregado de fibrinégeno soluble (3 mg/ml). En cambio, la conver-
sién del fibrindgeno en fibrina durante la incubacién, merced a la
incorporacién de cloruro de calcio (10 mM) y trazas de plasma
(dilucidn final, 1:125), se asoci6 con un aumento significativo en
la secrecion de uPA (Control: 1.42 £ 0.18 vs Fibrina: 2.95 £0.37
UI/10% células/24 horas; p<0.01). Los resultados indican que cl
depédsito de fibrina inducido por el propio tumor podria estimular
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la secrecién de uPA, sugiriendo un rol cooperativo entre los meca-
nismos de coagulacién y fibrindlisis en la biologia de células de
carcinoma mamario.

245. Biopsias por puncién con aguja fina (BPA) de
carcinoma de préstata: evaluacién de
marcadores de comportamiento tumoral. M
Maffini, L Kass, R Giardina, M Mufoz de Toro, EH
Luque.

Lab. Endocrinclogia y Tumores Horm:onodependientes.
Fac. y Bioquimica y Cs. Biolégicas. UNL. Santa Fé.

El prondstico del carcinoma de préstata se establece
generalmente por pardmetros histopatolégicos; sin embargo en
biopsias por puncién con aguja fina (BPA) esto no es posible. El
objeto de nuestro trabajo fue evaluar la expresion de marcadores
de comportamiento tumoral que permitan reemplazar en BPA a
los parimetros convencionales. Las células obtenidas de 28
punciones fueron procesadas hasta su inclusion en parafina; se
consideraron éptimos aquellos cortes con 200 o més células
tumorales. Se evalué el pleomorfismo nuclear (PN) y la expresion
inmunocitoquimica de Ki-67, bel-2 y receptor de andrégenos
(RcA). El Ki-67 s¢ tomé como referente por su probado valor
prondstico. La expresion de Ki-67 mostré una alta correlacién (rs:
0.44; p<0,05) con el pleomorfismo nuclear. Aquellos tumores con
27.5% de sus células Ki-67+ (33,3% del total) fue clasificado de
alto indice de proliferacion (1P). La sobreexpresion de bel-2 fue
mayor en los tumores con alto 1P (44,4% vs 11,1%), mientras que
el RcA se expresd tanto en los tumores con alto IP (77,8%) como
en los de bajo 1P (66,7%). Estos resultados muestran que en BPA
hay una alta correlacion entre expresion de Ki-67 y el pleomorfismo
nuclear, que la expresion del ReAno estd asociada con proliferacion
celular y que un alto porcentaje de los tumores con alto IP poscen
inhibida la apoptosis (sobreexpresion del bel-2). Esta tltima
asociacidn podria ser de utilidad para seleccionar un subgrupo de
pacientes con peor prondstico. Estudios de sobrevida permitirdn
corroborar esta hipotesis.



246. Anticuerpos anti-receptor muscarinico M, en
pacientes chagasicos con disautonomia
cardiovascular. Accion sobre la frecuencia car-
diaca. Juan Carlos Goin, S Auger, R Storino, E S

Borda, L Sterin-Borda .

CEFYBO-CONICET. Cdtedras de Farmacologia. Facul-
tades de Odontologia y Medicina. UBA. Servicio de
Cardiologfa. Hospital Santojani. Fundacién Favaloro,
Buenos Aires.

Previamente demostramos la presencia de anticuerpos séricos
anti-receptor muscarinico M, humano (Acs a-RM,) en pacicntes
chagdsicos (Pch) no cardlopalas con disfuncién autonémica
cardiovascular (DAC). En este trabajo se investigo la asociacién
entre presencia de Acs a- RM, circulantes y evidencia de bradicardia
(B) en pacientes chagdsicos con distinto grado de cardiopatia (CP).
Asimismo se evalué ¢l efecto de la fraccion 1gG a-RM, sobre la
frecuencia cardiaca y sobre los niveles basales de AMPc en la
auricula aislada de rata. Al estudiar 17 Pch (Grupo [: sin CP, n=8;
Grupo 1I: con CP no dilatada, n=7; Grupo Il con CP dilatada,
n=2), se detectd la presencia de Acs a-RM, circulantes en 8 de 9
Pch con B y en 1 de 8 Pch sin B, indicando una fuerte asociacién
entre B y presencia de Acs a-RM, circulantes en los Pch (3°=5.83,
p<0.025). La fraccién de Acs a-RM, purificados del suero de Pch
inhibieron la frecuencia cardiaca (Basal: 13048 Umin; Acs a-RM.;:
9745 I/min; n=5; p<0.05) y los niveles de AMPc (pmol/mg) (Con-
trol: 2.4£0.2; Acs a-RM.: 1.240.2; n=6; p<0.01) en auriculas ais-
ladas de rata. Estos efcctos fueron bloqueados por Atropina y
AFDX-116 (ambos 5x107M). Estos resultados sugieren que los
Acs a-RM, circulantes podrian participar en la patogénesis de la
DAC a través de su efecto cronotrépico negativo.

247. Variantes alélicas de los genes del
angiotensinégeno (Ao) y de la enzima de con-
version de la angiotensina | (ECA) e hipertension
arterial (HTA) en adolescentes. P.I.Porto,
S.l.Garcia, R.Simsolo, D.Shaurli, B.Grunfeld,

C.J.Pirola.

IDIM A. Lanari, UBA; FEHYLIN, Htal de Niiios R.

Guiierrez, Buenos Aires.

El polimorfismo por insercién (I)/delecién (D) de un [rag-
mento Alu de 287 bp en el intrén 16 del gen de la ECA y las
variantes alélicas del Ao (M235T y T174M en el exén 2) estarian
asociadas a patologia cardiovascular. En este trabajo estudiamos
la distribucién de los polimorfismos 1/D del gen de ECA y de las
varantes M235T y T174M del Ao en adolescentes normotensos
con (HH, n=71, 46% mujeres) y sin (1IN, n=30, 60% mujeres)
antecedentes familiares de HTA mediante PCR y RFLP/ALSO.
No existicron diferencias significativas entre los dos grupos con
respecto a la frecuen-cia (%) de los alelos 1/D de la ECA (HH/
HN:II 32/37,1D:33/47, DD:35/17), ni de los alelos M235T (HH/
HN: MM:28/44, MT: 50/44, TT: 22/12) 6 T174M (HH/HN: TT:80/
78, TM:18/22, MM: 2/0). Los genotipos se hallan en equilibrio de
Hardy Weinberg. Si, se observo una significativa elevacién de la
pmqlon arterial diastélica normalizada poredad y sexoen la pobla-
cion total de portadores del alelo 174M del Ao (Z score: TT
0.39+0.12 vs TM+MM: 1.0340.28, p<0.05, Mann-Whitney test).
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Cardiovascular

En sintesis, la variante 174M del Ao determinaria un aumento
significativo de la presién anterial diastélica desde edad temprana.
Debido a su escasa frecuencia deberian analizarse un ndmero mu-
cho mayor de individuos para poder demostrar una mayor preva-
lencia de este alelo en la poblacién de riesgo. El genotipo de la
ECA no estaria asociado a HTA.

248. Participacion del receptor de adenosina en la
tensién contractil cardiaca. Sefiales
intracelualres involucradas. Gabriela Gorelik,

E.Borda, L.Sterin-Borda.
CEFYBO-CONICET, Buenos Aires.

El miocardio es rico en receptores de adenosina subtipo A, .
La activacién de los mismos induce inotropismo y cronotropismo
negativo. Este dltimo ha sido asociado a la inhibicién de la adenilato
ciclasa. En este trabajo hemos estudiado el mecanismo involucra-
do en el inotropismo negativo. Se midié dF/dt de auriculas aisla-
das de rata en presencia de concentraciones crecientes del R(-)
PIA, agonista especifico A;. Sc¢ observo una inhibicién del dF/dt
enelrango 10%-10°M (EDs: 1,2x107M), efecto que fue bloquea-
do por el antagonista especifico A,, DPCPX (10M). Por su par-
te, la inhibicién de la NOS con L-NMMA 10°M, de PKC con
staurosporina 10?M y de calcio-calmodulina con TFP 5x10¢ M,
inhibicron el inotropismo negativo inducido por PIA (p<0.01) Por
este motivo se dosaron los niveles de NO e inositoles fosfato en
presencia de PIA, obteniéndose estimulaciones concentracién de-
pendientes: NO control: 460+30 pmol/g , PIA 10*M: 620+45 pmol/
g, n=5; IP control:41 + 6 drca/mg, PIA 10*M: 60 * 8 drea/mg,
n=4. Ambos efectos fucron inhibidos por DPCPX. Por otro lado,
el bloqueo de PKC y de calcio-calmodulina, inhibieron parcial-
mente el efecto estimulatorio del PIA sobre NOS. Los resultados
indican que el efccto inotrépico negativo por estimulacién A, es-
tarfa mediado por seiales intracelulares que involucran la activa-
cién de NOS con participacién del ciclo de PI, PKC y Ca-
calmodulina.
249. Reconocimiento de epitopes antigénicos de re-
ceptores (R) B, adrenérgicos (B;) y M:
muscarinicos colinérgicos por un anticuerpo
monoclonal (MAb) anti-T.cruzi. Graciela
Cremaschi, G.Gorelik, N.Zwirner, J.C.Goin,
E.Malchiodi, E.Borda, A.Fossati, L.Sterin-Borda.

CEFYBO-IDEHU-CONICET, Buenos Aires.

Resultados previos demostraron que un MAb murino dirigi-
do contra una proteina de 150 KDa del T.cruzi, era capaz de acti-
var R a neurotransmisores (Nt) cardiacos. En este trabajo analiza-
mos la interaccién directa entre el MAb y péptidos sintéticos co-
mrespondientes al 2° loop del R B, y M.. Comprobamos que el
MADb. y en forma semejante su fragmento Fab, incrementa la
contractilidad del miocardio munino BALB/c (9.2 + 0.8; basal:
4.1 £0.3 g/s, n=6) bloqueable por ¢l antagonista 8. propranolol,
observindose una inhibicién de la tensién cardiaca (-28 £ 4%,
n=6). Este altimo efeclo fue bloqueado por el antagonista
muscarinico, atropina. La preincubacién del MAb con el péptido
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B, indujo cfectos semejantes al propranolol (-30+£5%). micntras
que con el péptido M, ejercié efecto estimulante (82+10%). La
preincubacién con ambos péptidos anulé la accién del MAb sobre
la contractilidad. Por ensayos de unién especifica, el fragmento
Fab del MADb, produjo inhibicién de la unién del **[-CYP y *H-
QNB en membrana cardiaca respecto al control (Fab 107M: 45 +
6y 24 £ 4 % de inhibicién respectivamente). Ensayos de ELISA
mostrmron que ¢l MAb era capaz de reconocer especificamente al
péptido B,y M.. Los resultados indican que ¢l MAb y su frag-
mento Fab son capaces de reconocer epitopes antigénicos del R B,
y M.. Estos resultados justificarian la aparicién de anticuerpos
séricos anti-R a N1, asociado con el desarrollo de la disautonomfa
cardiaca chagdsica humana.

250. Activacion delintercambiador Na+/H+ (NHE) por
estiramiento de las fibras miocardicas Irene

Ennis, B.Alvarez, M.C de Hurtado, H.Cingolani.

Centro de Investigaciones Cardiovasculares. La Plata.

El estiramiento del miocardio produce modificaciones en men-
sajeros intracelulares vinculados al desarrollo de la hipertrofia
cardiaca. Como la alcalinizacién citoplasmatica se considera una
seiial pam el crecimiento celular, investigamos la posible relacién
entre pH intracelular (pHi) y estiramiento. Se usaron misculos
papilares de gato contrayéndose a frecuencia constante (0.2Hz)
en solucién salina libre de bicarbonato a 307 C en los que se midio
cl pHi por epifluorescencia con BCECF-AM. Los misculos fue-
ron estirados hasta desarrollar la fuerza maxima (L) y luego
desestirados hasta una longitud (Li) equivalente al 93% de L.
Una vez estabilizados en Li se los estiré ripidamente hasta L
durante 10 minutos y se los desestiré hasta Li. La tensién de repo-
so aumentd por el estirmmiento de 0.11£.02 a 0.20£.02 g/mma. El
NHE es el éinico mecanismo que interviene en el control del pHi
en ausencia de bicarbonato. El pHi basal fue 7.04+.04(n=12) y
aument$ 0.11+.02 unidad (p<.05) durante el estiramiento. El maxi-
mo aumento se alcanzd a los 7.5%.6 min y retomé al valor basal al
desestirar hasta Li. El aumento del pHi se suprimié por: a) inhibi-
cion especifica del NHE (EIPA, SuM); b) bloqueo de los recepto-
res ATi (losartan, 10uM); ¢) inhibicién de la proteina quinasa C
(PKC) (chelerythrine, 1uM); d) bloqueo de los receptores de
endotelina (PD142893, 50nM). Por lo tanto, el aumento del pHi
por el estiramiento se debe a la activacién del NHE a través de
niecanismos autécrinos-pardcrinos que involucran laliberaci6n de
angiotensina II, endotelina y PKC. Estos resultados constituyen
Ia primer demostracién en tejido miocdrdico adulto de Ia cadena
de eventos que traducen la sefial mecdnica.

251. Efecto del péptido auricular natriurético (ANP)
sobre la 6xido nitrico (NO) sintetasa del en-
dotelio vascular.M.Costa®, L.Gonzélez Bosc®,
F.Capani, J. J. Lépez - Costa®, A. Giofre®, C.
Arranz®, A. Balaszczuk®, N.Vidal*,J. Pecci Saave-

drad.

*Biol. Cel. Histol.,®Fisiologfa, Farm. y Bioq.; “Biol.
Cel. Histol., Medicina, UBA. ©*PROSIVAD. CONICET,
Buenos Aires.

La administracién de un inhibidor de la NO sintetasa (L-
NAME 3mg/Kg) a ratas aneslesiadas e infundidas con ANP
(0.2(g/Kg/min) revierte el efecto hipotensor de dicho péptido.
La administracién simulténca de ANP (5(2/Kg) y L-arg (200mg/
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Kg) potencia la disminucién de la presién arterial inducida
por el ANP. La inyeccién previa de L-NAME inhibe la res-
pucsta hipotensora del ANP. Con el propésito de estudiar la
posible relacién entre el ANP y el NO, s¢ midi6 la actividad
NADPH diaforasa de la enzima NO sintetasa en el endotelio
de la aorta (A) y de las arteriolas de la submucosa del
tractogastrointestinal (TG) de ratas controles ¢ infundidas con
ANP, segtin la técnica desarrollada por Vincent y Kimura, 1992.
La observacién, medicion de la DO y las fotografias se reali-
zaron con un microscopio Zciss Axiophot. DO de A (n=10):
control=0.49+0.01 vs ANP= 0.590+0.006 (p<0.0001). DO de
TG (n=20): control=0.317(0.005 vs ANP=0.370(0.006 (p<0.001).
Por lo tanto, el endotelio de las arterias provenientes de ratas
infundidas con ANP, es mis reactivo que ¢l de los controles.
Estos resultados muestran que el ANP aumenta la actividad de
la NO sintetasa, lo cual implicaria un aumento de la produc-
cién de NO. Esto sugiere que ¢l NO participa cn la respuesta
hipotensora del ANP.

252. Alteraciones del reflejo presorreceptor en
los modelos de expansion extracelular e
intravascular en ratas despiertas. A. Fellet,

A.Gioffre, M A.Costa, C.Arranz y A.M.Balaszczuk.

Cdt. de Fisiologia, Fac. de Fcia. Y Biog. UBA.
PROSIVAD-CONICET, Buenos Atres.

Se estudié el reflejo presorreceptor en dos modelos de
sobrecarga de volumen en rata: expansion del volumen extracelular
(A) y expansién intravascular (B). Los animales, anestesiados
con €ter, fueron canulados en la vena yugular, para infu-
sién y administracién de drogas, y en la arteria femoral
para el registro de presién arterial (PA) y de frecuencia cardiaca.
En las ratas despiertas, s¢ evalu6 el reflejo presorreceptor
mediante el aumento de la PA con un bolus de fenilefrina
(6 pg/Kg), obteniendo curvas de presién sistélica en fun-
cién de intervalo de pulso, siendo la pendiente de la curva
de regresion igual a la sensibilidad del reflejo. Luego de
un periodo de hidratacién, las ratas fueron divididas en grupos
y expandidas segiin el siguiente protocolo: A - infundidas
con solucion fisioldgica durante 30 min. (CA) y luego ex-
pandidas durante 30 min.con solucién fisiolégica en un 15%del
peso corporal (EA). B- infundidas con solucién fisiolégica
durante 30 min. (CB) y luego expandidas durante 30 min.
con una solucién de Albumina (3%) en un 6% dcl peso
corporal (EB). Resultados: Sensibilidad (mseg/mmlEg): A-
CA=1.26+0.24, EA=0.65£0.03 (n=6)(p<0.01); B- CB = 1.79
+ 0.21,EB=0.91 £ 0.18 (n=6)(p<0.01). Los resultados in-
dican que altos niveles de expansién extracelular ¢ intravascular
inducen una disminucién de la sensibilidad del reflejo. Ambos
modelos muestran una readaptacién del mismo evidenciando
alteraciones en la regulacién nerviosa de la presién arte-
rial.

253. Regulacién central de la secrecién del factor
natriuretico atrial (ANF) cardiaco. M. Valta, Ana
Puyé, Adriana Donoso, Liliana Bianciotti, B.

Fernéndez.

Dpio. Ciencias Bioldgicas. Fac. Farmacia y Bioquimica.
UBA, Buenos Aires.

La regién AV3V del hipotdlamo modula la liberacién de ANF
post-expansién del volumen sanguineo. Este péptido inhibe algu-
nas secreciones hipotdlamo-hipofisarias como VP, CRF, ACTH y
PRL. Nuestro objetiva fue explorar la posible existencia de una
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regulacién central de la secrecién periférica de ANF. A ratas Wistar
macho anestesiadas se les administré 1,10 o 100 ng/ul de ANF o
de Péptido Natriurético tipo C (CNP) i.c.v. Se determiné ANF
plasmdtico por RIA. Como ANF y CNP no modificaron la secre-
cién basal de ANF plasmitico (7146 pg/ml, n=43) se estudiaron
sus efectos en ratas con volemia expandida mediante infusién del
10% de la misma con solucién fisiolégica (0.8 ml/100 g de peso
corporal). Los valores se expresan como X * ES de la relacién
concentracién plasmdtica de ANF a los 5 y 15 min. post-expan-
sién/concentracién plasmética de ANF durante la expansion (BE=
basal expandido). Las X se compararon por ANOVA. Los resltados
se presetan en la siguiente tabla:

Grupo Smin/BE 15 mi/BE
Control (n=6) 052008 062005
ANF Ing (n=4) 04 £0.06 04 10.06*
ANE [0ng (n=5) 04£0.07 03£005°*
ANF 100ng (n=4) 052001 03 £0.05**
CNP Ing (n=4) 042006 03 £0.06%
CNP 10ng (n=5) 032004 032004
CNP 100 ng (n=5) 0252003° 025003

* p<0.05: #p<0.005: **p<0.00T vs. controles.

Estos resultados sugieren que ANF y CNP regularian, en el
SNC, la secrecién de ANF cardiaco, inhibiendo su liberacién post-
expansién del espacio vascular.

254. Oxido nitrico y mioglobina en el miocardio de
rata. Constanza Lisdero, F Schéper, J. G. Peralta,
Maria Cecilia Carreras, Cecilia Poderoso, J.J.

Poderoso.

Laboratorio de Metabolismo del Oxigeno. Hial de
Clinicas UBA, Buenos Aires.

Introduceién: El é6xido nitnco(NO) 0.5-0.1 pM disminuye
la captacién de O,(O, upt) por el miocardio(M) y la mioglobina
(Mb ) y podria ser un regulador entre los sitios de produccién y la
cadena respiratoria. Objetivos : Testear a la Mb como regulador
de las concentraciones celulares de NO en el miocardio(M). Mé-
todos: Los corazones de rata fueron aislados y perfundidos con
buffer y soluciones de NO 2.5-10 puM.Fueron colocados en N,
liquido y se registré el espectro de Mb a 550-660 nm en slices (S)
de 5-7 pm. En homogenados (H )se determiné el O2 upt y los
niveles de NO ( electrodos de Clark y WPI) luego de 8 pM de
succinato y pulsos de "NO. Resultados : Al aumentar el NO
perfundido la Mb disminuy6 desde 212+ 12a 11513 pM en los
S, p<0.001. El O, upt y nivel de NO se correlacionaron inversa-
mente con la cantidad de H agregada en funcién del contenido de
Mb ,r = 0.0995. p< 0.05. El suplemento de NO para inhibirel O,
upt fué menor en el miocardio previamente infundido con NO.
Conclusién : Probablemente la Mb controle los niveles steady
state de NO en el miocardio dentro de rangos no téxicos al ligar
NO a sus grupos hemo.

Efecto inotrépico cardiaco de la eritropoyetina
através de lamodulacién de la actividad de Na*-
K+-ATPasa, Miriam Wald'?, C.E. Bozzini3, Agustina
Vila-Echague', Cristina Barcelé? y Leonor Sterin-
Borda'.

CEFYBO-CONICET!, Cdledra de Farmacologia’ y
Fisiologla®. FOUBA, Buenos Aires.
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Hemos demostrado una accién mitogénica de entropoyetina
(EPO) sobre cardiomiocitos asociada a la activacién de Na*-K'-
ATPasa cardiaca. Considerando la importancia de la actividad de
esla enzima sobre la contractilidad cardiaca, el presente estudio
fue realizado para determinar el posible efecto de EPO sobre la
misma. Ratones CF1 adultos fueron sometidos a diferentes condi-
ciones experimentales capaces de modificar la secrecién y el ni-
vel plasmdtico de EPO, que fue evaluado indirectamente cuantifi-
cando la eritropoyesis mediante incorporacién de *Fe al eritrén
(%"Te ). Se registré la actividad contrictil de auriculas aisladas
de 10 ratones/grupo, que fue expresada como dF/dt (g/seg). Los
valores estimados fueron los siguientes: normal (N)
(%"Fe=30.7+.2.4, dF/dt= 4.240.2), hipoxia aguda (hxa) (exposi-
ciéna 507 hPAx 72 h, 48.312.8 y 6.8+0.3), rH-EPO (400 U/K gx2
dias, 44.0£1.8 y 5.140.3), policitemia transfusional (1.2+0.1 y
3.040.2), policitemia transfusional + rH-EPO (18.4£1.3 y 4.5+0.3),
policitemia transfusional + hipoxia aguda (2.7£0.1 y 3.240.2),
hipoxia crénica (S07hPA x 13 dias, 23.4£2.7 y 2.840.2), N+anti-
EPO (csp EPO/24 ml plasma, 2.1640.18 y 3.21+0.3), hipoxia agu-
da + anti-EPO (csp EPO/72 ml plasma, 2.30+0.17 y 3.640.3).
QOuabaina (5x10*M) incrementé el dF/dt a 4.8£0.3 en ratones N,
a 11.540.5 en hxa y a 15.340.8 en N+rH-EPO. Estos cfectos mos-
traron correlacién positiva con la actividad de Na*-K*-ATPasa car-
diaca (pumol/mg prot/h) N=3.5%0.3, hxa=5.9%0.5 y
N+EPO=6.1£0.5. El tratamicento con anti-EPO revintié la
potenciacién que EPO ejerce sobre los efectos de ouabaina. Los
resultados indican que EPO mejoraria la actividad contrdctil car-
diaca a través de la modulacién de Na*-K'-ATPasa.

256. Estudio mecanico y electrofisiolégico del efec-
to de 4-aminopiridina (4-AP) en vena safena hu-
mana. Verénica Milesi, A. Rebolledo, Alicia Gomez

Alvis, Angela Grassi de Gende.

Cdtedra de Anatomia y Fisiologia, Depto. de Cs. Biolé-
gicas, Facultad de Cs. Exactas, UNLP, La Plata.

Segmentos de vena safena humana (VSH) remanentes de ci-
rugia de revascularizacion miocdrdica fueron usados para estu-
diar el efecto de 4-AP, bloqueante de las corrientes de K™ media-
das por canales del tipo rectificador tardio (Kpg). Experimentos
mecdnicos en anillos intactos mostraron que 4-AP (5 mM) induce
un desarrollo de fuerza equivalente al 141+44 % de una contrac-
cién de CIK 80 mM. En células aisladas, determinaciones
electrofisioldgicas con la técnica de “patch clamp” en configura-
cién “whole cell” permitieron identificar una corriente saliente
sensible a 4-AP 5 mM. Mediante la aplicacién de un pulso de
voltaje despolarizante (-60 a +60 mV) de 450 ms de duracion, y
teniendo en la pipeta de “patch” una concentracién de EGTA de
10 mM se obtiene una corriente macroscopica neta de 21,416 pA/
pF y de 23,247 pA/pF (n=4) medidas al comienzo (70 ms) y al
final (350 ms) del pulso del voltaje, respectivamente. La aplica-
cion de 4-AP 5 mM produce una disminucién de la corriente a
valores de 13,624 pA/pF al comienzo (bloquea del 37 %) y 16,55
pA/pF al final (bloqueo del 29 %). La corriente sensible a 4-AP
presenta la inactivacion caracteristica de la corriente transportada
por los canales de Kpa. Estos resultados muestran que las células
de misculo liso de VSH poseen canales de K del tipo Koa ¥ que el
bloqueo de los mismos produce contraccién del misculo liso vas-
cular.
257. Formacidn de agregados de plaquetas- PMN
en sangre entera de pacientes con reem-
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plazo mecénico de valvula cardiaca. N Maugeri,
M Nanni, MA Lazzari.

Depto. Hemest Tromb Acadenua Nacionalde Medicina, Buenos
Alres.

En trabajos anteriores hemos determinado que los PMN de
pacientes con reemplazo mecdnico de vdlvula cardiaca (RMVC)
estdn preactivados y que presentan una incrementada proporcién
de agregados mixtos de plaquetas y leucocitos en circulacién. Las
muestras de sangre venosa citratada de 50 RVMC, 40 pacientes
control (20 con fibrilacién auricular, 20 con miocardiopatia dilata-
da) fueron incubadas a 37°C, agitadas (1000rpm) y estimuladas
con fMLP 0.5uM. Se determiné expresién de CD11b, CD62P y de
agregados mixtos por citometria con marcacién bicolor. Resulta-
dos (Media SEM), basal de CD1 Ib fue similar en ambos grupos
RMVC: 602153; control: 58383, mientras que el de CD62P fue

mayor en RMVC: 130+22 vs  65+15(p<0.001), asi como la pro-

porcion de agregados mixtos: RMVC 252460; control 93421 (p<0.001).
El estimulo indujo un incremento en la proporcién de agregados
mixtos solo (p<0.005) en RMVC: 154+14% del valor basal (con-
troles:92:10), hallindose directamente proporcional (r=0.991, p<0.0001)
al incremento en la expresién de CD11b en RMVC:149+22, con-
troles 48+12% del basal. No se observaron diferencias de la expre-
si6n basal de CD62P por el tratamiento con fMLP. El estimulo de
los leucocitos se tradujo en la marcada expresién de CD1lbyen la
formacién de agregados mixtos sélo en los pacientes RMVC. Sin
descartar que las presencia de plaquetas activadas pueda ser indis-
pensable, nuestros resultados marcan la diferencia en la dindmica
de la interaccién de las células sanguineas en condiciones fisiolé-
gicas respecto a las patolégicas.

258. Genotipo de la enzima de conversién de la
angiotensina (ECA) en normotensos e
hipertensos esenciales adultos (HTA). P.. Porto,
S.l.Garcia, Y.Plotquin, J.Lajfer, T.Kirszner,

H.Femandez, C.Gonzalez, C.J.Pirola.

IDIM A Lanart y Dpto Farmacologfa, Fac. Med., UBA;
Serv. Hipertensién, Htal Zubizarreta. Buenos Aires.

El polimorfismo por la insercién (1)/delecién (D) de 287 bp
en el intrén 16 se asociaria a dafio de érgano blanco en la
hipertensién. Estudiamos la asociacién de estos genotipos (PCR)
con factores de riesgo en 36 normotensos (N, edad: 5949afios, 25
mujeres) y 129 hipertensos esenciales tratados (H, edad: 5529 afios,
92 mujeres). La frecuencia (%) de los genotipos, que se hallan en
equilibrio de Hardy-Weinberg, fue similar en ambos grupos (H/
N; 11: 24/39,1D: 53733, DD: 22/28). Sélo se observé una significa-
tiva correlacion (Spear-man R: 0.67, p<0.001) de la actividad de
la ECA sérica con el genotipo enlos N (II: 16.2+1.3; 1D: 22.9+1.5;
DD: 25.8+1.5 nmoles/mLmin). En este grupo tambien se observd
una marcada tendencia de la masa ventricular izq. a aumentar con
la dosis del alelo D (II: 8816; ID: 9615 y DD: 10046). No se
encontr6 ninguna relacién entre el genotipo de la ECA y la PAS,
PAD, insulina, glucemia, BMI, colesterol total, HDL, LDL y TG
en ninguno de los grupos. En sintesis, las vaniantes del gen de la
ECA no se asociarian a HTA pero si determinarian los niveles
circulantes de la enzima y la masa ventricular. La ausencia de tal
hallazgo en los pacientes indica que lamedicacién, sobre todo los
inhibidores de la ECA, actia como un gran factor enmascarante .
El alelo D seria un factor de riesgo genélico para desarrollar
hipertrofia ventricular izquicrda.
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259. El precondicionamiento no preserva la funcion
contractil sisto-diastdlica regional en ovinos
conscientes. HF del Valle, JA Negroni, EC Lascano,

AJ Crottogini.

Fundacién Universitaria Dr. RG. Favaloro, [nst. de Inv.
en Cs.Bs.(lICB). Buenos Aires.

El objetivo fue determinar si el precondicionamiento
isquémico (PI) preserva la funcién contrictil luego de un episodio
de isquemia regional. Se utilizé un modelo de animal consciente
sometido a un episodio de oclusién que no causa infano. Diez
ovinos de 5t1 meses y 30+5 Kgs se instrumentaron con sensores
de presién , diametro, oclusor coronano en el 1/3 distal de 1a DA
y espesor de cara isquémica. El Pl consté de 3 episodios de 3 min.
de isquemia (Isq) y 6 min. de reperfusién (Rep) previos a la oclu-
sién de 9 min. Cada animal fue testigo de si mismo y los protoco-
los no precondicionado (NP) y PI sc separaron una semana. Se
midieron indices de ngidez diastélica radial (Er) y tangencial (Et);
de engrosamiento sistélico (Egs) y trabajo latido (TL) regional de
can isquémica. Los valores (M£DS) medidos como porcentajes
del control durante la Isq. y Rep. no mostraron diferencias signifi-
cativas entre NP y PI (1, apareado):

fr IR Egs TL
g Rep Isq Rep Isq Rep Isq Rep
NP 2274 999 M4 933 146 588 49 7l
1686 B06 | 1092 199 | 227 #1551 | 263 12
PI 283 105 1598 934 -82 654 86 649
48 76 47 S 18,7 X167 | £285 iIS
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No hubo cambios en las variables hemodindmicas globales. Con-
cluimos que el Pl en ovinos conscientes no protege de la disfuncién
contriclil provocada por isquemia.

260. Estudio del Fibrinégeno Plasmatico como
predictor de riesgo cardiovascular. M Moya, A

Gavotto, V. Campana, L Spitale, J Paima.
Facultad de Ciencias Médicas. UNC, Cérdoba.

El Fibrinégeno Plasmatico (FP) se .relaciona con eventos
cardiovasculares. Se estudi6 en ratas las variaciones de FP y la
anatomfa patolégica (AP) en endotelio de Aorta (Ao), comparado
con variaciones de colesterolemia ® y trigliceridemia (T) y AP en
estres agudo. Grupos: control (I), con estres (II), estres+injuria
(IIT), estres+injuria+dicta hipergrasa (DH) (1V). La injuria se rea-
liz6 por laparotomia. La DH fue por 8 dias. El estres se indujo por
inmovilizacién. Se dosé FP(mg/100ml), C y T(mg/dl) y se estu-
dié AP. El FP incrementé significativamente (p<0.001) entre
1(187.8 + 10.0), II (218.8 + 7.3), I1I (265.7 £ 7.0) y IV (276.3 +
10.7). Cincrementd signficativamente (p < 0.001) entre 1(69.4 +
2.4) y IV(98.7 £ 2.2) y entre III (64.0 £ 1.99) y IV. T aumenté
significativamente (p<0.01) entre (77.3 £4,2) y IV (104.1 £8.1).
En endotelio’ Ao del grupo Il y IV: vacuolizacién de fibras mus-
culares lisas, disrupcion y microcalcificaciones en placas de fi-
bras eldsticas con aumento de coligeno. El estres determinaria
por si solo una hiperfibrinogenemia, igual que la injuria, ambos
grupos no presentan cambios AP en endotelio; pero s en grupo 11
y IV con variacioncs de C y T por DH y en 8 dias. FP seria un
predictor secundario en endotelios previamente dafiados o en
ateromatosis establecidas y la hiperfibrinogenemia deberia man-
tenerse cierto tiempo.

Indice de masa ventricular izquierda:relacién con
la presién arterial y su variabilidad en pacientes
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hipertensos. P. Weissman , M. Risk, P. Castiglioni,
G. Parati, M. Di Rienzo, R. A. Sanchez, G. Mancia,
A.J.Ramire.

HCB, ICYCC, Fund. Univ. Dr. RG Favalore, Sec.
Hipertensian Arterial, Bs. As. Argentina y La RC, C di
Bioing, Ctro Aux, Med Int., Hosp S G, Mildn, Italia.

Comparar la medicién de la PA en forma continua y no inva-
siva con la P.A de consultorio (Pac), ambulatonia (PA24h) y con el
indice de masa ventricular (IMV), por ecografia. Se estudiaron 50
normotensos (NT) y 92 hipertensos (HT). Sin tratamiento (7 dias).
Se realizé: un registro de 24h de la PA (Spacelab), un registro
continuo (1h) de la PA Finapres (Paf). Por andlisis computarizado
cilculo de PA y sus desviaciones standard (SDPA) . Correlacién

entre ¢l IMV y PAc, PA24h PAf y SDPA.. Relacién entre: NT

PASc: 135.7£2.2/79+1.4; PA24h: 122.7%1.3 [77£1 y PAf:
138.442.2/7941.5, vs HT PAc: 155.9+1.9 /95.8%1.2, PA24h:

104.4£4.1, HT 123.544.4g/m* (p<0.01). El IMV mostré una sig-
nificativa (p<0.05-0.001) y positiva correlacion con: PASc (NT:e
HT r=0.39); PADc (NT: r=0.33, HT: 0.24); PAS24h (NT: 0.37;
HT: 0.36); PAD24h (NT: 0.37; HT: 0.28); PASf (NT: 0.45, HT:
0.0.4); PADf (NT: 0.31, HT: 0.40) y des, SDPAS{ (NT: 0.34, HT:
0.31); SDDBPf (NT: 0.30, HT: 0.27).Los datos presentados mues-
tran por primera vez, que el registro no mvasivo latido a latido de
la PA durante periodos relativamente cortos (1h), representaria un
instrumento de utilidad en la evaluacién clinica del paciente
hipertenso.

262. Efecto “protector” del Diltiazem y de la Nitrogli-
cerina-Verapamil en arterias radiales humanas
usadas para cirugia de revascularizacion
coronaria. G.J. Rinaldi, J. Albertal, D. Navia, E.V.

Segura, R. Reginatto.

Departamento de Ciencias Biologicas, Facultad de Cien-
cias Exactas, UNLP. e Instituto Cardiovascular de Bue-
nos Aires, Buenos Aires.

Los implantes de arteria radial presentan alta incidencia de
contraccion espontdnea, recurriéndose a los vasodilatadores en el
postoperatorio inmediato para prevenir espasmos. En este trabajo
estudiamos el efecto de incubar la arteria radial con Diltiazem
(DILT, 30 uM) o con mezcla de Verapamil-Nitroglicerina (VP-
NTG, 30 jtM) sobre la posterior contraccién “in vitro” (en g/mny’).
Las arterias (n=6) se remiticron al laboratorio en solucion fisiol6-
gica (SFF) a 0°C inmediatamente después de extraidas, y posterior-
mente se cortaron en anillos y se incubaron durante 30 minutos en
ST (control), en DILT o en VP-NTG. Los preparados se
estabilizaron luego 60 minutos a tensién de reposo de 1.05+0.2,
y se estimularon con CIK 80 mM. Las tensiones miximas a los 20
min fueron de: control= 1.63 + 0.36; DILT= (.96 + 0.40 y VP-
NTG= 0.63 % 0.25, significando reducciones de un 33.4 £ 11.3 %
y 45.2 £ 20.3 % respectivamente (P<0.05, ANOVA, test de Dunn).
A las 24 Hs se repitié la experiencia sin nueva incubacién, y la
contraccion continuaba deprimida enun 53.0£7 % y44.4 £ 17%
respectivamente (P<0.05). Se concluye que ambos tratamientos
podrian complementar eficazmente la terapéutica postoperatoria
habitual en estos casos.
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263. Efectos delainsulina y de la inhibiciéon del NO
sobre la respuesta contréctil a endotelina 1 en
aorta de rata.- A. Rebolledo, Verénica Milesi, Alicia

Gomez Alvis, G. Rinaldi, Angela Grassi de Gende.

Cdtedras de Anatomia y Fisiologia y de Fisiologia Hu-
mana, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, La Plata

Se ha demostrado que la preincubacién con insulina (Ins) au-

menta la expresién de receptores de endotelinal (ET,;) en miscu-
lo liso de aorta de rata. En este trabajo se preincubaron segmentos
de aorta de rata con 500 pU/ml de Ins durante 120 min.y luego se
estimularon con ET. Observamos que la Ins produjo una disminu-
cion significativa en el tiempo hasta la mitad de la contraccion (t1/
2 contr.) (Ins: 296117 s vs control: 353%20 s, n=23), pero no tuvo
efecto sobre la fuerza mdxima desarrollada (Fmax. ). Para descar-
tar que la falta de efecto de la Ins sobre la Fmax se debiera a un
aumento de la liberacién de 6xido nitrico (NO) se inhibid la sinte-
sis de este relajante con L-NAME 0,1 mM. La Ins continué dismi-
nuyendo el 11/2 contr (Ins: 194210 s vs control: 281+20's, n=15),
pero la Fmix fue significativamente menor en ¢l grupo tratado
con Ins (Ins: 1188 mg/mm? vs control: 15849 mg/mm?, n=15),
indicando que la hormona tuvo un efecto relajante independiente
de NO. El bloqueo de fosforilaciones en tirosina con genisteina
30 uM impidié que la Ins afectara el t1/2 contr. Se concluye que el
pretratamiento con 500 ptU/ml de Ins acelera el desarrollo de fuer-
za por ET, cn fonma dependiente de fosforilaciones en tirosina, y
que la hommona activa mecanismos relajantes del misculo liso
vascular que sélo se ponen de manifiesto cuando la sintesis de NO
se encuentra inhibida.
264. Inhibicién del efecto inotropico y lusitrépico
negativo de la acidosis metabélica por el blo-
queo de los receptores del péptido del gen rela-
cionado con calcitonina (CGRP) en la auricula
aislada de rata. Alicia Gémez Alvis, A. Rebolledo,
Verénica Milesi y Angela Grassi.

Anatomia v Fisiologia. Dpto. de Ciencias Bioldgicas.
Faculiad de Ciencias Exactas. UNLP. La Plata.

El pH dcido y la hipoxia liberan neuropéptidos almacenados
en las fibras nerviosas sensonales del corazon. En las auriculas el
mas abundante es el CGRP con efectos vasodilatador coronario e
inotrépico y cronotrdpico positivos. Estudiamos en auricula aisla-
da de rata la respuesta mecénica a la acidosis metabdlica (CO,HNa
5 mM. pCO; 40 mmHg, pH 6.80+0.03, n=16) en ausencia y pre-
sencia de CGRP 8-37, un bloqueante de los receptores del CGRP.
10 minutos de acidosis disminuyeron la fuerza pico (F= 4114
%), la mdxima velocidad de desarrollo de F (+F= -43+4 %) y la
midxima velocidad de relajacién (-F= -45+4 %) y aumentaron la
relacién +F/-F (4.4%1.6%). Estos efectos inotrépico y lusitrépico
negativos se atenuaron por la presencia de CGRP 8-37 104 M (F=
-8.910.8, +F= -12.4+2.5, -F= -7.1%1.8 y +F/-F= -5.6%1.9; todos
P<0.01 con respecto a acidosis sin CGRP 8-37). El pretratamiento
con capsaicina (5x107 M), que libera CGRP de las terminales
nerviosas sensoriales, seguido por dos lavados, reduce significati-
vamente el efecto inotrépico negativo de la acidosis (+F= -24+1;
p<0.01). Se concluye que Ia disminucién del inotropismo y del
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lusitropismo causada por la acidosis metabdlica enla auricula ais-
lada de rata tiene un componente relacionado con la activacién de
los receptores de CGRP.

265. Participacién del 6xido nitrico (NO) en la
reactividad contractil de arterias mamarias y ve-
nas safenas humanas. A. Rebolledo, Verénica
Milesi, Alicia Gémez Alvis, G. Rinaldi y Angela

Grassi.

Cdtedras de Anatom{a y Fisiologia y de Fisiologia Hu-
mana. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP, La Plata.

El NO es un factor relajante sintetizado en el endotelio y en
las células de miisculo liso vascular. Induce relajacién en vasos
precontraidos y limita la respuesta contrictil en vasos estimula-
dos con diversos agonistas. Estudiamos la participacién del NO
en la reactividad contrdctil de arterias mamarias y venas safenas
humanas estimuladas con CIK 80 mM, normdrenalina (NA) 1 pM
y adrenalina (A) 1 pM. La fuerza desarrollada control (gF/gP) fue
mayor en arterias mamarias que en venas safenas: CIK: 231162
vs 42+9; NA: 271£102 vs 27£10; A 274423 vs 51125. Se realiza-
ron contracciones sucesivas en ausencia y presencia de L-NAME
0,1 mM para inhibir la sintesis de NO. En 13 anillos de arteria
mamaria el L-NAME potenci6 la contraccién inducida por CIK
80 mM en 52+15 % (p<0,01) y cn 8 venas safenas el aumento fué
de 46+23% (NS). Tanto en arteria mamaria (n=6) como en vena
safena (n=7) el L-NAME indujo aumentos variables en las con-
tracciones inducidas por 1 pM de NA (56£32 % y 104175 %,
respectivamente; NS). La contraccién por A no fue potenciada
por el L-NAME en arteria mamania (-19423 %, n=5, NS) y fue
deprimida en vena safena (-48t6 %, n=4, p<0,05). Se concluyc
que el NO limita la respuesta contrictil producida por
despolarizacién y NA, aunque esta tiltima en forma muy varable,
y en vena potencia la respuestaala A.

266. Determinacién de los espacios corporales en
ratas con hipertensién inducida por inhibicién
ONS (6xido-nitrico sintetasa). A. Tomat, S.
Bellucci, A.M.Balaszczuk, C.T. Arranz.

Cdt.de Fisiologia, Fac.de Fcia y Biog. UBA.PROSIV
CONICET, Buenos Aires.

Sc ha descripto que la inhibicién crénica de la sintesis de 6xi-
donitrico (ON) induce un aumento persistente de la presién arte-
rial (PA). El objetivo de este trabajo fue estudiar cl efecto de la
administracién cronica de L-NAME sobre Ia distribucién de li-
quidos corporales. Ratas Wistar macho, fueron tratadas con 70
mg/kg/dia de L-NAME por via oral durante tres scmanas. Se mi-
di6 la presi6n arterial sistélica (PAS) indirecta cn ratas controles
(C) e hipertensas (H). Se determind el agua corporal total
(ACT),contenido de agua del corazén y del rifién, volumen
plasmético (VP), volemia (VOL), espacio extracelular (E.EC), cs-
pacio intacelular (EIC), espacio intersticial (EI), hematocrito (Hto)
‘Resultados (n=6): PAS (mmHg): C= 106 16, H= 183£13
(p<0,01) ; EEC (ml/100gr de p. Corporal): G= ‘26.312.2';
H =18,9+1 .4 (p<0,01) ; EI (ml/100 grde p. Corporal): C=22,5+22
. H= 14,3£1,4 (p<0,01), EIC (mV/100 gr de p. Corporal): C=
39,9428 , H= 47,8409 (p<0.01). Se obscrvaron diferencias sig-
nificativas en el contenido de agua del corazon, y en el peso seco
y himedo del rifién . Conclusién : La ctiopatogenia de la
hiperiensién observada en este modelo podria relacionarse con
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alteraciones del balance hidrosalino y en el tejido cardiacoy re-
nal, vinculadas con una disfuncién endotelial

267. Efectos de la adenosina (A) sobre la auricula
(AU) y ventriculo (V) aislados de rata, expues-
tos a la hipoxia y la reoxigenacion. Viviana
Dalamon,G.Testoni, S.Cerruti, G.Demasi, P.Kade,

M.Carregal, A.Varela, E.A.Savino.

Cdtedra de Fisiologfa, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires y PROSIVAD-
CONICET, Buenos Aires.

El objetivo fue constatar si la A mejora ¢l funcionamiento del
miocardio hipéxico (gaseando con N2 en vez de O2) y reoxigenado.
Se montaron AU enteras latiendo espontdneamente o AU izquier-
das y bandas de V derecho estimuladas a 1 Hz, en Krebs-bicarbo-
nato con glucosa 10 mM y 750 mg de tension de reposo. La A se
agregd 30 min antes de iniciar la hipoxia, que duré 60 min o 30
min seguida de 30 min de reoxigenacion. La A 50 uM tuvo efec-
10s ino y cronotrépicos negativos en AU aerébicas y fue perjudi-
cial en las hipéxicas (a los 30 min 44,6+9,1 lat/min las controles
vs 4,412 9 con A, p<0,02). La A 10uMno modificé la fuerzade la
AU izquierda tanto en acrobiosis como en hipoxia ni la recupera-
cién al reoxigenar. La A 100puM carecié de efectos inotrépicos en
el V derecho aerébico y no modificé la caida de la fuerza y el
desarrollo de contractura durante la hipoxia ni la recuperacién al
reoxigenar lanto en ratas alimentadas como ayunadas 24 hs. Las
ayunadas liberaron menos lactato (4,25+0,53 pmoles/100 mg vs
2,8340,18, p<0,02) pero la A no modificé esta liberacién en am-
bos grupos. Los resultados indican que la AU es mas sensible que
el ValaA, quelaA es perjudicial en la AU hipéxica e ineficaz en
el Vy que no modifica el flujo glucolitico.

268. Significado clinico del sentir la presién elevada,

A Corigliano, N Soding , A Garcla , F Garcfa .
Hospital Municipal de San Isidro, San Isidro.

Los pacicntes que dicen sentir la presion elevada constituyen
un desafio diagnéstico. Nos propusimos comparar su presién, en
un servicio de emergencias, con la de aquellos que negaban el
sintoma. Sc reclutaron 199 pacientes consecutivos de la guardia.
Se obtuvo la presién arterial e informacién sobre su condicién de
hipertensos y sintomas como dolor, cefalea, nauscas, vomitos o
visién borrosa. Se efectué una comparacién entre la presién del
grupo sintomdlico y el asintomatico en forma global y en forma
restringida a la condicién o no de hipertenso. Sc utilizé el Test de
Mann-Whitney. Luego de excluir a 13 pacientes, quedaron 186
para el anilisis. La proporcién de pacientes hipertensos y no
hipertensos fue 28 % y 72 % respectivamente. Treinta y tres pa-
cientes dijeron sentir la presién elevada., 23 de cllos pertenceian
al grupo de hipertensos. La presién del grupo sintomdtico, media
157.8/99.39, fue significativamente mds clevada que la del grupo
asintomético, 131.35/84.07 (p=0.001 para la sistélica y p=0.001
para la diastélica). Sin embargo, al comparar las presiones por
scparado entre los hipertensos sintomdticos y los no sintométicos
(n=29) no se hall6 diferencia significativa (168.2/105.6 y 158.2/
95.1 respectivamente, p=ns para la presién sistélica y diastdlica).
Tampoco se hallé diferencia al comparar las presiones de los no
hipertensos sintomaticos y no sintomaticos (134.0/85.3 y 125.1/
81.5 respectivamente, p=ns para ambas presiones). Dado que el



grupo de hipertensos aporté la mayor parte de pacientes
sintomadticos, concluimos que los pacientes que dicen sentir la
presion elevada son con mds frecuencia hipertensos, aunque su
presion no dificre de la media una vez que se corrige para su con-
dicién de hipertensos.

269. Implicancia funcional de los receptores B2
adrenérgicos en la aurfcula aislada de rata.
Agustina Vila Echague, E. Borda y Leonor Sterin-

Borda.

CEFYBO-CONICET. Cdiedra de Farmacologia, Facultad
de Medicina y Odontologia, UBA, Buenos Aires.

Es conocido que los receptores B adrenérgicos (RB) estdn in-
volucrados en el ntmo y el automatismo cardiaco, funciones atri-
buidas exclusivamente a los RB,. Sin embargo en auriculas huma-
nas estimuladas eléctricamente se observé que los RB, también
modulaban la frecuencia (FF). En este trabajo, usando agonistas y
bloqueantes especificos y como modelo la auricula aislada de rata
(AAR) latiendo espontdneamente en KRB, se estudié la partici-
pacién funcional de los RB, en la funcién cardiaca. Se observé
que el salbutamol (S) increment6 en forma concentracién depen-
diente (3x107M a 5x10*M) la tension (T) mixima:+43% + 4, (n=7)
y la F maxima: +55% % S, (n=7). El bloqueo especifico de los R3,
con butoxamina (B) (10"M) desplazé la curva del agonista hacia
la derecha tanto sobre la T como la F (ED50:S: 4x10°*M; S+B:
6x10"M, n=7). Por su parte el bloquco de la calcio/calmodulina
con TFP (5x10°M), de la oxido nitrico sintctasa (ONS) con
L-NMMA (5x10M) y de PKC con staurosporina (107M) ate-
nuaron los efectos del agonista B, en ambos parimetros (p<0.001).
S (5x107M) estimulé a la ONS E+39%13) y traslocé a la PKC de
membrana (pmol/min/mg prot): Basal: 1.5£0.2, S: 4.3+ 0.3, n=6)
y la produccién de AMPc (pmol/mg: Basal: 0.7310.04,S: 4.6+
0.3, n=7). Los resultados muestran la presencia de RB, funciona-
les en la AAR, los mismos estan acoplados a sistemas de trans-
duccién de sefales ue involucran a la adenilato ciclasa, PKC y
ONS. Este hecho permite inferir que la funcionalidad de la AAR
este modulada por RB, al igual que su homéloga humana hacien-
do de la primera un buen modelo para la extrapolacién de los estu-
dios fisioinmunofammacolégicos en humanos.

Senales de transduccién involucradas en los
efectos cronotropicos positivos inducidos por
la estimulaciéon B adrenérgica en la auricula
aislada de rata. Agustina Vila Echague, E. Borda,
Graciela Cremaschi, Ana Maria Genaro y Leonor
Sterin-Borda.

270.

CEFYBO-CONICET. Cdtedra de Farmacologia,
Facultad de Medicina y Odontologia. UBA, Buenos Aires.

Es bicn conocido que los agonistas B adrenérgicos ejercen
efectos inotrépicos (ino)/cronotrépicos (crono) positivos en
miocardio, asociados al aumento del contenido de Ca** intracelular
y al incremento de AMPec. En este trabajo mostramos otras sena-
les de transduccién que estarfan involucradas en los efectos crono
positivos del Isoproterenol (Iso) sobre auricula aislada de rata. Se
observé que el Iso ejercid un crono positivo concentracién depen-
diente desde 5x101° M:+15%+ 2% y a 3x10"M: +93+ 5%, (n=6)
ese efecto resulté atenuado por la inhibicién de los caminos
metabélicos implicados en la activacién de la 6xido nitrico sintetasa
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(ONS) por L-NMMA (5x10* M);Calcio/calmodulina por TFP
(5x10* M) y PKC por Staurosporina (5x10®° M) que atenuaron
significativamente (p<0.001) los efectos crono del Iso. El [so a
concentraciones crono activo la ONS (3x107 M: 68% + 5%), (n=6)
y traslocé PKC (Basal PKC membrana pmol/min/mg.prot:
1.7+ 0.4 y Iso 3x107 M: 7.9 + 0.5, n=6) y aumento la produccién
de AMPc (picomol/mg) (Basal: 0.83 + 0.05, Iso 3x107 M:
7.7 £ 0.4, n=6). Por su parte la inhibicién de la movilizacién de
Ca** por verapamil y TFP bloquean los efectos del Iso sobre AMPc,
PKC y ONS. Los resultados indican que ¢n el efecto crono positi-
vo del Iso participan la ONS y la fosforilacién de PKC en conjun-
cién con la adenilato ciclasa, siendo la activacién de estas enzimas
calcio dependiente.

Fibrilaciéon auricular en la enfermedad de
Chagas. Rubén Storino, Sergio Auger, Maria Inés
Urrutia, Jorge Gonzalez Zuelgaray.

271.

Centro de Enfermedad de Chagas, Fundacién INCALP,
La Plata.

Objetivos: Evaluar las caracteristicas de la cardiopatia que
presentan los pacientes (P) chagdsicos crénicos con fibrilacién
auricular (FA) asi como su tratamiento y evolucién. Material y
Méiodos: Sobre un total de 705 P evaluados en consultorio de
enfermedad de Chagas, se seleccionaron aquellos que por
electrocardiografia y Holter de 24 Hs. presentaban FA (perma-
nente o paroxistica). Se incluyeron 49 P (7%) y se les realizé Rx
de térax y ecocardiograma 2D y modo M. Durante el seguimiento
de 3 afios se evalu6 sintomatologia, incidencia de dilatacién auri-
cular y ventricular izquierda (Al y VI), trastomos de conduccién
y amitmias asociadas, evolucién y mortalidad. Método estadisti-
co: Chi2. Resultados: Sobre 49 P con FA, el 55% eran hombres
con una edad promedio de 57 afios. Fueron sintomiticos 47/49
(96%) p<0,001, predominando la disnea (67%). palpitaciones
(61%) y mareos (24%). Presentaban FA permanente 42 P (86%) y
paroxistica 7 P (14%), y tenian didmetros Al y VI aumentados el
96%. Los trastomos de conduccidn asociados se observaron en
33/49 P (67%) p<0,0S, y presentaron arritmia ventricular 41/49 P
(84%) p<0,05. Los antiarritmicos mds utilizados fueron:
amiodarona (84%), digital (53%) y sotalol (2%). La
anticoagulacién se utiliz6 en el 16% de los P (FA paroxistica). Se
observaron episodios embdlicos en el 4% de los casos y la morta-
lidad en 3 afios fue de 14/49 P (28%), y sus causas fueron insufi-
ciencia cardiaca (64%) y en forma sibita (36%). Conclusiones:
1). Se confirma la presencia de FA como una arritmia indicadora
de mal pronéstico, asociada a la miocardiopatia chagdsica dilata-
da con trastomos de conduccién y amritmias ventriculares graves,
2). La elevada mortalidad observada en el seguimiento (28%) es-
taria relacionada con la mala funcién ventricular, 3). La baja inci-
dencia de episodios embélicos a pesar de la baja proporcién de
pacientes anticoagulados (debido a las condiciones socio-cultura-
les y econémicas) deberd ser motivo de futuras investigaciones.

Situacion laboral en la enfermedad de Chagas.
Sergio Auger, Rubén Storino, Marfa Inés Urrutia,
Miguel Jorg.

272.

Centro de Enfermedad de Chagas, Fundacién INCALP
de La Plata.

Objetivos: Evaluar las condiciones laborales del paciente
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chagdsico, indices de ocupacién, subocupacién y desocupacién
en relacidn a la serologfa, y a la cardiopatia y en comparacién con
la poblacién general. Material y Métodos: Se consideraron 705
pacientes chagdsicos (PCh). De acucrdo a la nomatizacién de la
Organizacién Intemacional del Trabajo se analizé poblacién eco-
némicamente activa (PEA) mayor de 16 aiios, poblacién econé-
micamente inactiva (PEI), y dentro de la PEA, los ocupados (O) -
en blancoy en negro-, los subocupados (S) -visibles e invisibles,
y los desocupados (D). Los hallazgos se compararon con los
mismos parimetros respecto de la poblacién general (PG) en la
Argentina. Ademés los distintos items laborales se evaluaron de
acuerdoa la clasificacién de los enfermos chagisicos en GI: sero-
logia sin cardiopatia, GII: cardiopatia sin dilatacién, GIII:
cardiopatia dilatada. Método estadistico: Test de las diferencias
de proporciones. Resultados: En las PCh, la PEA era 46%, con O
en ¢l 21% (cn blanco 8,6% y cn negro 12,4%), S en el 49,5%
(visibles 11,5%, invisibles 38%), D en el 29% de los casos; micn-
tras que la PEI era 54%. La suma de D + S fue del 78,5%. Con
respecto a la PG, se observé difercncia estadisticamente signifi-
cativa en los O (p<0,05), existiendo también una tendencia mayor
(aunque no significativa) en los S y D chagdsicos. Con respecto a
los diferentes grupos de PCh, el 47% de los D no tenian cardiopatia,
36% presentaban cardiopatia controlable y solo el 17% restante
tenia cardiopatia dilatada leve. Conclusiones: 1). Se evidenci6 un
alto indice de PCh S y D mayor que la PG, 2). Los PCh O fueron
significativamente menores que la PG por lo que la serologia po-
sitiva seria el factor limitante al ingreso laboral, 3). Los elevados
indices de D no tuvieron relacion con la presencia de cardiopatia.

273. Participacién de la PGE, y éxido nitrico (ON) en

los efectos muscarinicos cardiacos por

76

Volumen 57 - Suplemento |V, 1997

autoanticuerpos en el Sindrome de Sjégren. Juan
José Camusso, C Pérez Leirés, L Sterin-Borda, G
Gorelik, O Hubsher, E Borda.

CEFYBO-CONICET, Cdtedra de Farmacologia FOUBA
y CEMIC; Buenos Aires.

En trabajos previos demostramos una prevalencia del 98% de
autoanticuerpos muscarinicos (auAcM) en ¢l bloqueo cardiaco
congénito completo (BCCC) asociado al Sindrome de Sjégren
primario (SSp). En este trabajo sc investigé si el ON y la PGE2
son mediadores de las alteraciones contrictiles (dF/dt, g/s) que
los auAcM ejercen sobre el miocardio neonatal de rata. Se obser-
v6 que los auAcM inhiben en forma concentracién dependiente el
dF/dt (Emax %: -454+3, n=25; 5 x10-*M); efecto que fue prevenido
por atropina (ATROP), indometacina (INDO), ASA, L-NMMA y
revertido este dltimo por L-arginina. Asimismo, los auAcM esti-
mularon la actividad de 6xido nitrico sintasa (ONS) (CPM/mg:
Basal 716%16, auAcM 1111422, n=12), la produccién de GMPc
(% respecto al basal: auAcM 3944, n=5) y de PGE2 (pg/mg teji-
do: Basal 34+2, auAcM 55£3, n=10).ATROP, L-NMMA, INDO
y ASA inhibieron dichos efectos. A su vez, la PGE2 exdgeno
(2x10*M) revirtié la accién de los inhibidores de la ciclooxigenasa
(COX) sobre la ONS y potencid el aumento de GMPc por los
auAcM. Por otra parte, los auAcM inhibieron la unién del
radioligando (*H-QNB) a los receptores muscarinicos cardiacos
neonatales. Los resultados indican que en el suero de pacientes
con SSp que tiene hijos con BCCC existen auAcM capaces de
modular la contractilidad de auriculas neonatales a través de la
activacién bidireccional de 1a ONS y de la COX con incrementos
cn los niveles de GMPc. Este nucleétido tendria una imporante
participacién cn los efectos inotrépicos negativos de los auAcM.



274. La IgA de pacientes hemotfilicos HIV+
desencadena sefiales de transduccién a la
activacion muscarinica colinérgica intestinal.

M.E. Sales, M.M. E. de Bracco, E.Borda.

CEFYBO, CONICET, Cdtedra de Farmacologia -
FOUBA. THEMA. Academia Nacional de Medicina,
Buenos Atres.

El presente trabajo demuestra que la IgA proveniente del sue-
ro de pacientes hemofilicos HIV+ reconoce estructuras antigénicas
en las microvellosidades intestinales, pues la IgA-HIV+
interacciona con receptores colinérgicos muscarinicos (RCM)
desplazando la unién especifica del antagonista colinérgicotritiado
QNB en forma no competitiva y reconoce una fraccién proteica
en ensayos de immunoblotting que coincide con la de los RCM
marcados con propil bencil colina. De aquella interaccién surgen
sefales de transduccién intracelulares correspondientes a la acti-
vacion de los RCM. Estas son la disminucién de los niveles de
AMPc, incremento en la produccién de inositoles fosfato, incre-
mento en la actividad de proteina quinasa C que regula negativa-
mente a la sintasa de 6xido nitrico (NO) e incremento en la forma-
cion de GMPc. También observamos un aumento en la actividad
de fosfolipasa Az que induce la produccién y liberacion de PGE;.
A través de este efecto la IgA-HIV+ podria ejercer inmunosupre-
sién local incrementada por el descenso en la sintesis de produc-
tos téxicos derivados del metabolismo del nitrégeno. favorecien-
do ¢l crecimiento de patégenos intestinales. Por otra parte podria
aumentar la motilidad intestinal con pérdida de electrolitos y flui-
dos que agravarian la disfuncién intestinal en el SIDA.

275. Asociacion entre el gen del receptordeTRH Yy la
hipertensién arterial esencial (HTA). S.|.Garcia,
P.I.Porto, T.Kirszner, R. Simsolo, A.L.Alvarez,
Y.Plotquin, J.Lajfer, B.Grunfeld, D.Shaurli,

C.Gonzalez, S.Finkielman, CJ Pirola.

IDIM A Lanari, Dpto Farmacol., FacMed., UBA; Serv.
Hipert., Htal Zubizarreta; FEHYLIN, Htal de Nijios R.
Guiierrez; Buenos Aires.

La TRH participa en el control central de la funcién
cardiovascular en la rata normal y de la patogénesis de la
hipertensién espontdnea de este animal donde existe un aumento
de los receptores de TRH a nivel hipotalimico. En el presente
trabajo testeamos la hipétesis de que ciertas variantes moleculares
del gen del TRHR estan asociadas a hipertension arterial esencial
ylo sus complicaciones. Estudiamos el polimorfismo de un VNTR
de dinucledtidos TG presente en ¢l promotor mediante PCR y
PAGE clectroforesis en 85 sujetos con HTA (H, edad: 59+7 anos,
60 mujeres) y 57 normotensos (N, edad: 5519, 37 mujeres). Se
obsevaron dos tipos de alelos de aprox. 120 bp (C) y 200 bp (L).
La frecuencia (%) de estos, que estan en equilibrio de Hardy
Weinberg, difirié significativamente (p<0.01, Chi?) entre ambos
grupos (H/N, CC:65/40, L.C:34/54, LL1/6). En los H existié una
correlacién positiva entre el nimero de antihiperiensivos admi-
nistrados y el de alelos C (Spearman R: 0.26, p<0.05). En pobla-
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Interdisciplinaria

cion total, el BMI estd correlacionado al nimero de alelos C
(Spearman R: 0.21, p<0.03). Otros fenotipos intermedios estudia-
dos no se relacionaron con el genotipo C/L. En conclusién, se
describe por primera vez una asociacion positiva del gen del TRHR
con la hipertensién esencial y algunas de sus alteraciones
metabdlicas asociadas. La mayor prevalencia de alelos C se ob-
serva tambien en adolescentes con antecedentes de HTA.

276. Citogenética, hibridizacién in situ y sitios fragi-
les en neoplasias mieloides. S.Acevedo, A.Fundia,

M.V.Castuma,l. Larripa.

Depto de Genética, IlHema, Academia Nacional de Me-
dicina, Buenos Aires.

En el presente trabajo, se evalué el cariotipo mediante estu-
dios citogenéticos y de hibridizacion in situ (FISH) asi como la
expresion de sitios frigiles (SF) en 65 pacientes con leucemia
mieloblistica aguda (LMA) y 38 con mielodisplasias (SMD). El
estudio fue relizado en cultivo de médula 6sea (48Hs) y sangre
perifénica (72Hs). El 74% de los casos con LMA presentd algiin
tipo de alteracién cromosdmicas siendo la numérica més frecuen-
te la trisomia 8, y las estructurales: (8;21), t(15;17), 1(9;22),
inv(16), del(7q) y del(11q); siendo de mayor especificidad la
1(15;17) y 1(9;22) en M3 y M1 respectivamente, El 66% de los
SMD presenté aberraciones clonales tales como: +8, -7, del(5q),
del(7q) y del(12p). Se encontrd una fuerte asociacién entre del(7q)
y el subtipo AREB. Por FISH se identificaron y cuantificaron los
clones neoplasicos. Los niveles de alteraciones inducidas con
BUDR en LMA presentaron diferencias significativas (p<0,05)
respecto de controles. En LMA se definieron 11SF ausentes en los
controles que presentaron una correlacién significativa (p<0,001)
con puntos de ruptura asociados a LMA. En SMD se encontraron
2 SF propios de los pacientes coincidentes con puntos criticos de
esta patologia. Nuestros datos indicarian que la expresion ge cier-
tos SF estaria relacionada con el origen de los rearreglos
cromosdmicos asociados a estas patologias.

Expresién diferencial de proteina quinasa C y
éxido nitrico sintasa en linfocitos T tumorales.
Implicancia en la etiologia de los procesos
neoplasicos. Ana M. Genaro y Graciela A.
Cremaschi.

277.

CEFYBO, CONICET; Cdt. Radioquimica, Fac.de Farm.
y Biog. y Cdt. de Farmacologia, Fac. de Odontolagia,
UBA, Buenos Aires.

En este trabajo estudiamos las actividades enzimdticas de pro-
teina quinasa C (PKC) y de 6xido nitrico sintasa (NOS), en
linfocitos T tumorales (LT) y nomales (LN) durante distintas eta-
pas de la activacion celular. Encontramos que en LT habia una
actividad significativamente aumentada y traslocada de PKC (va-
lores citosol/membrana, pntol/min/107 cel: LN: 12.7+£0.8/2.3 %
0.3 vs. LT: 4.0+ 0.4 /26.7+1.8, n=5) y una elevada expresién de
la isoenzima {. Sin embargo, LN expresaron cantidades escasa-
mente detectables de dicha isocnzima, los que no aumentaron cuan-
do la proliferacién y diferenciacién de células T fue inducida in
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vitro por estimulacién con mitégenos o in vive por inmunizacién
alogeneica. Ademas, los LT, a diferencia de los LN activados,
mostraron una importante actividad de NOS (92.0£5.3 pmol/ 10’
cel, p<0.001). Comprobamos que el tratamiento de las LT tanto
con un inhibidor de PKC como con un inhibidor de NOS, dismi-
nuyé la produccién de 6xido nitrico (NO) (45.3 £ 3.7 pmol / 107
cel, p € 0.05) y la proliferacién celular. Estos resultados indica-
rian que esta isoenzima atipica de PKC y su asociacion con la
aumentanda produccién de NO, podrian participar en los pasos
que llevan a la transformacion maligna linfocitaria. Estos hallaz-
gos serian de utilidad en el desarrollo de nucvos caminos
terapetiticos para el tratamiento de procesos neopldsicos.

Alteraciones catecolaminérgicas periféricas en
adolescentes con poliquistosis ovarica (PCO).
Cecilia Garcia Rudaz, Inés Armando, Gloria Levin,
Maria Eugenia Escobar y Marta Barontini.

278.

Centro de Investigaciones Endocrinologicas. Htal de Ni-
fios R.Gutiérrez. Buenos Aires.

El sindrome de PCO es una de las patologias mas frecuentes

que afecta a mujeres en edad reproductiva. Existen evidencias que
sugieren que el sistema nervioso simpdtico (SNS) estaria involu-
crado en la patogenia del mismo. Este trabajo evalia la actividad
del SNS a través de determinaciones neuroquimicas en pacientes
adolescentes con PCO (n:14; EC X:16.9 a) y en controles
eumenorreicas (n:9; EC X:16.7 a). Se determinaron los niveles
basales de testosterona (T), androstenodiona (A), estrona (E, ),
estradiol (E, ) por RIA y SHBG por unién a DHT. En respuesta a
GnRH se determunaron las concentrciones plasmaticas de LH y FSH
por RIA, Dopa, noradrenalina (NA), adrenalina, dopamina total y
dihidroxifenilglicol (DHPG) por HPLC-EC 6 por método
radioenzimatico, como también, las concentraciones urinarias de
Dopa, catecolaminas y metabolitos de las catecolaminas: DHPG,
acido vainillin mandélico (AVM), metoxihidroxifenilglicol (MHPG),
dcido homovanilico (HVA), metanefrina (MN) y normetanefrina
(NMN) por HPLC-EC. Los niveles de LH, T, A, E, y la relacion
LH/FSH fueron significativamente mayores (p<0.01) en las pacien-
tes con PCO. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de E,, FSH, asi como tampoco en los de Dopa y
catecolaminas plasmiticas basales ni post GnRH, ni en los niveles
urinarios de catecolaminas, AVM, HVA y MHPG. En las pacientes
se encontrd una disminucidn significativa del DHPG plasmitico
(71245 vs 1364:+168 pg/ml, p<0.01), del DHPG urinario (78+4 vs
124415 pg/24 bs, p <0.01) y un incremento significativo en laNMN
urinaria (220+23 vs 147+ 19 pg/24 hs, p<0.05). Estos resultados
demuestran una alteracion catecolaminérgica periférica en las ado-
lescentes con PCO que puede deberse a una disminucion en la cap-
tacion neuronal de NA o en su deaminacion. El hecho que las ado-
lescentes con PCO presenten las mismas alteraciones
endocrinoldgicas que las adultas apoya el comienzo peripuberal del
sindrome.
279. Diagnéstico precoz de neoplasia enddcrina
multiple tipo 2 (MEN 2) por la deteccion
de portadores de mutaciones en el proto-
oncogén RET. Gabriela Sansd, H.M.Domené,
Sonia lorcansky, Marta Barontini.

Grupo Colaborativo para el Estudio de MEN: Cenlr.o
de Investigaciones Endocrinoldgicas (CEDIE), Hospi-

78

Volumen 57 - Suplemento |V, 1997

tal de Nirios “R. Gutiérrez", Servicio de Endocrinologia,
Hospital de Pediatria “J.P. Garaham”, Buenos Aires.

El MEN 2 es un sindrome hereditario autosémico domi-
nante, en ¢l cual mutaciones del RET dan origen a tres fenotipos
diferentes: carcinoma medular de tiroides familiar (CMTF), MEN
2A y MEN 2B. La identificacion de mutaciones ¢n ¢l proto-
oncogen RET predice ¢l desarrollo de la enfermedad antes de
las evidencias clinicas y bioquimicas. En este trabajo se identi-
ficaron portadores del RET por caracterizacion de mutaciones
en pacientes y sus familiares. Se estudiaron 2 familias con CMTF
(5 y 6 micmbros), 4 con MEN 2A (dos de 5, una de 4 y otrade 3
miembros) y 2 con MEN 2B (5 y 1 miembros). Se obtuvieron
muestras de ADN de sangre, en todos los casos y de tejido de
feocromocitoma y/o tejido tirordeo en los operados. Se utilizo
PCR para amplificar los exones 10, 11 y 16 con oligonucledtidos
especificos, realizindose secuenciacién directa de los fragmen-
tos. En las familias con CMTF y con MEN 2A sc encontraron
mutaciones en ¢l codon 634 del exdn 11 en 16 sujetos, detectan-
dose 9 casos con la mutacion TGC—CGC (cisteina a arginina),
3 con TGC—TAC (cisteina a tirosina) y 4 con TGC—TTC (cisteina
a fenilalanina). En los pacientes con MEN 2 B se encontrd una
mutacion en el codon 918 del exdn 16 ATG—=ACG (metionina a
treonina). En tejido tumoral se detectd la misma mutacion que
en sangre periférica. El diagnostico de MEN 2 fue confirmado
en los 8 pacientes y detectado en 10 familiares. En los 5 porta-
dores tiroidectomizados sc encontré: hiperplasia de células C o
microcarcinoma in situ en 2 nifios (9 y 12 afios) y CMT en 3
adultos. La deteccion temprana de mutaciones del RET, espe-
cialmente en familiares, seguida por tiroidectomia total, podria
prevenir cl desarrollo de CMT, modificando ¢l desenlace fatal
que ocurre cuando es diagnosticado tardiamente.

280. Terapia génica de tumores mediante el uso de
genes suicidas. *“M.Berenstein, *S.Adris, *F.Ledda,
+C. Wolfmann, +J.Medina, #A.Bravo, *J.Mordoh, ¢

Y.Chernajovky ,*O.Podhajcer.

*IIB- Fundacién Campomar, #Hosp. E. Perén, +IBC,
FacMedicina, UBA, 0 Kennedy Institute of Rheumatolo-
gy, London, UK.

Células tumomles transducidas con vectores retrovirales, por-
tando cl gen de la timidina kinasa del virus herpes simplex-1 (HSV-
1k), convierten al ganciclovir (GCV) en un metabolito téxico para
células cn division. La cficiencia de esta “terapia suicida™, au-
menta debido al “efecto bystander”, que produce regresién dela
masa tumoral adn cuando sélo una fraccién de la misma haya sido
modificada. En este trabajo se evalud la cfectividad del sistema cn
tres modelos tumorales distintos: un melanoma humano, uno
murino, y un glioma de rata. In vitro, ¢l efecto bystander sélo fue
observado para células C6 de glioma. En ensayos in vivo a corto
plazo, sc observé inhibicién del crecimiento tumoral en los tres
modelos (p<0.01), luego del tratamicnto con HSV-1k/GCV. A lar-
go plazo, la terapia suicida suprimi6 el crecimiento del glioma en
cercbro de ratas, inyectadas por cstercotaxis con células C6: au-
mentando significativamente (p<0.0001) la sobrevida de anima-
les tratados respecto del control. Las ratas sobrevivientes fucron
capaces de rechazar un desafio con células parentales, implanta-
das en ¢l hemisferio contralateral, indicando el desarrollo de una
respucsta inmune de memoria. Por inmunoh.ismqu.'mim sc obser-
v6 la presencia de un infiltrado inflamatonio masivo compuesto



por linfocitos T, macréfagos y polimorfonucleares.Estos resulta-
dos demuestran que el uso de genes suicidas puede ser una herra-
mienta altemativa de gran importancia en ¢l tratamiento de tumo-
res de cercbro y metdstasis cerebrales.

281. El perfil neuroendécrino especifico es critico
para una correcta respuesta inmune T-depen-
diente. Carclina Perez Castro, M Paez Pereda,

Elizabeth Keller, E Arzt.

Laboratorio de Fisiologia y Biologfa Molecular, FCEyN,

Dep. de Ciencias Bioldgicas, UBA, Buenos Aires.
Existe una relacién funcional entre los sistemas
neuroenddcrino e inmune. Examinamos el rol de los cambios
neuroendécrinos, particularmente hormona liberadora de
tirotrofina (TRH) y prolactina (PRL), durante el curso de la res-
puesta inmune T-dependiente. En ratas inmunizadas ip con Eri-
trocitos de Carnero (SRBC, antigeno T-dependiente), se observo:
a) un incremento del mRNA de TRH hipotaldmica entre las 4 y
24h post-inmunizacién (ej: SRBC vs. salina: 4h, 2,8 x), en con-
traste a una disminucién del mRNA de TRH observado por trata-
miento con antigenos T-independientes (¢j: LPS vs. salina: 4h,
1,6 x); b) un incremento del mRNA del receptor de TRH y de los
niveles de PRL plasmiitica sin observarse cambios, en los niveles
plasmiticos de hormona de crecimiento y tirotrofina. La inyec-
cién intracerebroventricular (icv) en ratas conscientes y en movi-
miento de oligonucleotidos antisentido al mRNA de TRH produ-
jo: a) una inhibicién en la produccién de anticuerpos anti-SRBC
[ELISA 7 dias: Ig(M+G): TRH sentido vs. TRH-antisentido: 384
+27vs. 193£22 (n=11); p<0.001, ANOVA con test de Scheffé’s];
b)una incapacidad en producir el pico de liberacion de PRL luego
de la inmunizacién (12 h post-inmunizacién, TRH-sentido vs.
TRH-antisentido: 8.3 £ 1.4 vs. 2.2 £ 0.5 (n=6), p<0.01, ANOVA
con test de Scheffé’s); ¢) una disminucion del mRNA de TRH
hipotalimica (TRH-sentido vs. TRH-antisentido: 12 h, 1.7 x). Estos
estudios demuestran que un antigeno T-dependiente requiere de
una activacién temprana de TRH y PRL, instrumental para mon-
tar una respuesta adecuada, en contraste a la inhibicién de estas
inducida por antigenos T-independientes.

Deteccién de autoanticuerpos antiglutamato
decarboxilasa en 65 pacientes con diabetes
mellitus insulino dependiente, mediante
enzimoinmunoensayos. Silvina N. Valdez',
Mariana L. Papouchado!, M Ermécora?®y E
Poskus'?,

282,

! Catedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia y
Bioguimica, Universidad de Buenos Aires, Buenos Ai-
res, Argentina. * Departamento de Ciencia y Tecnologia,
Universidad Nacional de Quilmes, Bernal, Argentina’
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tée-
nicas, Buenos Aires.

La mayoria de los pacientes con Diabetes Mellitus Insulino
Dependiente (DMID) presentan autoanticuerpos anti glutamato
decarboxilasa 65 (GADA) varios afios antes de la aparicién de la
enfermedad. Se desarrollaron cuatro protocolos de
enzimoinmunoensayos (ELISA) para la deteccién de GADA usan-
do la proteina de fusién tiorredoxina-GAD (TrxGAD)
recombinante, producida en E. coli. Estas variantes fucron: a)
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ELISAs de captura (c-ELISA) empleando Trx-GAD o Trx-GAD-
biotina inmovilizadas indirectamente por un proceso no adsortivo
y b) ELISAs con preincubacién antigeno-anticuerpo (p-ELISA)
en los cuales los GADA se hicieron reaccionar con Trx-GAD o
Trx-GAD-biotina en solucidn, y el antigeno libre remanente se
determiné mediante un ELISA convencional. Los valores de es-
pecificidad y sensibilidad obtenidos en 42 pacientes con DMID
recientemente diagnosticados y 30 normales fueron respectiva-
mente: ensayo de unién de radioligando o RBA (método de refe-
rencia): 97 y 79%, c-ELISA empleando Trx-GAD: 100 y 36%, c-

ELISA empleando Trx-GAD-biotina: 97 y 50%, p-ELISA em-

pleando Trx-GAD: 97 y 74% y p-ELISA empleando Trx-GAD-

biotina: 93 y 79%. Estos resultados muestran que los p-ELISAs

son sistemas accesibles que pueden reemplazar al RBA en la

deteccion masiva de GADA en sueros humanos.

283. Una amplia variedad de tejidos con diferentes
funciones compartien una fosfoproteina novel in-
termediaria en la liberacion de acido
araquidonico. Paula Maloberti, Carla V. Finkielstein,
Isabel Neuman, Cristina Paz, Angela R. Solano, E.

J. Podesta

Podestd. Dto.de Bioquimica IHumana. Faculta de Medi-
cina. UBA.Buenos Aires.

p43 es una fosfoproteina citosélica novel intermediaria obli-
gatoria en la accion hormonal sobre tejidos esteroidogénicos a
través de la liberacion de dcido araquidénico (aa).En el presente
trabajo, caracterizamos a p43 como miembro de una familia no-
vel de fosfoproteinas descriptas en una amplia variedad de otros
tejidos de diferentes especies. PCR y Southern blot sobre ADN
gendmico de rata y humano utilizando cebadores especificos y
sonda de p43 reveld la existencia de mis de un fragmento de am-
plificacién sugiriendo la presencia de mds de un gen para p43 en
ambas especies. Resultados similares, se obtuvieron al realizar la
técnica de chromosome walking y Shouthern blot sobre ADN
gendmico. Las secuencias de ADNc de p43 en las distintas espe-
cies presentd una homologia del 80% en laregion codificante ade-
mas de regiones tinicas caracteristicas de cada especie. Por anili-
sis de RT-PCR y Northem blot s¢ determind la presencia del men-
sajero en tejidos de la especie humana y de ratén. Bazo, Higado,
Cerebro, Pulmén, Placenta y Adrenal presentaron un tnico
transcripto (3,3 kb) mientras que Rifién, Corazén, Ovario y Testi-
culo presentaron dos de 2,5 y 3,3 kb. En estos tejidos p43 se pre-
senta como una fosfoproteina con varias isoformas regulables
hormonalmente y en tejidos como corazén regularia también la
liberacion de aa. Estos resultados confirman la presencia de una
familia novel de fosfoproteinas intermediarias en la regulacion
hormonal de la liberacién de aa,

284. (Es el cobayo un modelo profeno-animal vali-
do para el estudio de la inversién quiral (IQ) en
humanos? MF. San Martin , L. Igarza , F. Fogel , A.

Soraci , O. Tapia

Deptode Fisiopatologia. Facultad de Cs, Vet. UNCPBA.,
Tandil.

LaIQ es un proceso metabslico particular de ciertos profenos,
el cual permite la transfromacién selectiva y unidireccional del
enantiémero R (-) farmacolégicamente inactivo, al enantiémero
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S(+). activo. La magnitud de tal inversién varia de manera consi-
derable entre los diferentes profenos y en distintas especies ani-
males, incluido ¢l hombre. Es impoitante conocer tal magnitud al
momento de establecer un régimen terapéutico adecuado. La IQ
de fenoprofeno (IFPF) en humanos es 60%. No sc ha hallado aiin
un modelo animal metabdlico cuyos datos scan extrapolables al
hombre. Par tal fin 10 cobayos adultos fueron tratados con R(-)
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FFPP y S(+) FPP en dos grupos por separado, previa anestesia y
canalizacién i.v. . El muestreo se hizo durante 2 hs. por via iv. y
las concentraciones plasmdticas de (R) - y (S) - FPP se midiero
por HPLC, previa derivatizacion de las muestras. La [Q de FPFen
cobayos fue de 60,4% con un CV= 6,1%. En basc a los datos
obtenidos, el cobayo seria un modelo metabélico adecuado para
el estudio y desarrollo de FPF destinado al uso humano.



285. Efecto de los agonistas D1 y ['2 sobre la
actividad neuronal unitaria de la sustancia negra
reticulada en ratas 6-OHDA. Tseng K.Y., Riquelme

L.A., Pazo J.H. y Murer M.G.

Lab. de Neurofisiologia, Fac. de Medicina, UBA, Buenos
Atres.

La activacién sinérgica de receptores D1-D2 estriatales es
necesaria para producir una respuesta en la actividad
electrofisiolégica de la sustancia negra reticulada (SNr) en ratas
normales [SAIC '95; Medicina 55: 558]. En ratas 6-OHDA, en-
contramos un aumento de las unidades de la SNr que reponden a
la apomorfina (agonista D1-D2). Objetivo: evaluar la actividad
inducida por microinyeccién de SKIF38393 (SKF 10nmoles/0.5ml)
y de Quinpirole (QUIN 10nmoles/0.5ul) intraestriatal ipsilateral.
sobre la actividad neuronal unitaria de la SNr en ratas 60HDA.
Los pardmetros analizados fueron: frecuencia promedio (FP), in-
tervalo entrespigas con su coeficiente de variacién (CV) y el
autocorrelograma. Resultados: La microinyeccion de SKF (n=16)
y QUIN (n=9) produjo respucstas en un 68.7 % y 77.7 % respec-
tivamente. En las ratas nommales: 23.1% (n=13) y 16.7 % (n=12)
[X2 p<0.01, gl: 1]. La incidencia de respuestas fue: SKF 54.6 %
excitatoria, 27.2 % inhibitoria, 18.2 % bifdsica; y QUIN 14.3 %
excitatoria, 57.1 % inhibitoria, 28.6 % bifdsica [X2 p<0.001, gl:
2]. Conclusion: La lesion con 60HDA produce un  aumento de
las unidades neuronales que responden al SKF y al QUIN en for-
ma independiente, mientras que en las ratas normales se necesita
la interaccién sinérgica D1-D2. Hay una mayor incidencia de
respucstas excitatorias con SKF e inhibitorias con QUIN.

286. Perfiles acidicos (PA) del liquido cefalorraquideo
(LCR) en pacientes con distintas Enfermedades
Metabdlicas Hereditarias (EMH). A. Latini, G.

Civallero; R. Kremer

Cemeco, Catedra Clinica Pedidtrica, Fac. Cs. Médicas
UNCBE, Cérdoba.

Se ha demostrado que determinados acidos del LCR son res-
ponsables de alteraciones neurolégicas en varias EMH y comrela-
cionarlos con el defecto genético. Objetivos: Caracterizar los PA
del LCR en EMH y correlacionarlos con ¢l defecto genético. Ma-
terial: Seis pacientes (P) con definidas EMH y compromiso neu-
rolégico. P1: Deficiencia (D) en aspartoacilasa; P2: D en Glutanl-
CoA dehidrogenasa; P3: D en Citocromo C oxidasa; P4: Sindro-
me de Lowe: P5: D en Succinato dehidrogensas; P6: Gangliosi-
dosis GM2 tipo II. Método: Cromatografia Gaseosa. Resultados:
Con respecto a la x £ DE de 70 controles se observé incremento
de los siguientes dcidos; P1: Nacetilaspartato (NAA), P2: glutara-
to (glu), P3: lactato (L), piroglutamato (Pg), 30Hbutirato (30HB),
metilgluconato (MG) y piruvato (Pir) ; P4: L Pg, 30HB y MG:
P5: 20 Hisovalerato y MG y Pé: L, Pir, Pg, 30HB, glu, succinato
y dc grasos (C 16:0, 18: 0y 18:1). Discusién: EINAA en P1 y el
glu en P2 se manticnen como causales de la neurodegencracién
espongiosa y excitotoxicidad a través de los receplores de gluta-
mato respectivamente. Los PA de P3 y P4 son consistentes con
una Mitocondriopatia, nuevo concepto para el S de Lowe. EIMG
de P5 se muestra como metabolito no especifico de daiio del SNC,
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considerado hasta aqui como un epifenémeno. El PA de P6 es
inédito en una EMH lisosomal; ¢l atesoramiento del GM2 podria
ejercer citotoxicidad por el ineremento del C18:0, su principal dc.
graso. El esutdio de PA del LCR dard mejor comprensién sobre la
patogenia de la neurodegeneracion en las EMH.

287. Implantes de noradrenalina restituyen la produc-
cion de triiodotironina en grasa parda
simpatectomizada. MA Pavia, D Hofer, R.S

Zaninovich, K.Hagmdller, A.A. Zaninovich.

CONICET, Hospital de Clinicas, Buenos Aires e Inst. de
Patologia Experim., Univde Graz, Austria.

Mis del 95% de la noradrenalina (NA) del tejido adiposo pardo
(BAT) deriva de las terminaciones nerviosas simpaticas. En ratas
con simpatectomia (Sx) del BAT, la NA es casi indetectable, y con
¢llo la conversidn de tiroxina (T.) a tritodotironina (T) desciende
marcadamente, afectando la termogénesis de ese tejido. Se estu-
diaron ratas Wistar de 250 g de peso, se hizo SX del BAT y a un
grupo de ratas de les implantg, s.c., cipsulas conteniendo 5 mg de
NA de liberacion lenta. Mitad de las ratas fueron colocadas a 4°C
durante 24 h. Luego de ello fueron sacrificadas y se extrajo el
BAT, se homogeneizo, se separd en alicuotas y se agregd a cada
una 0.5 uCide '*I-T: y 10 mM de ditiotreitol. Se incubd durante
60 min a 37°C y luego se cfectud cromatografia en papel. RE-
SULTADOS. Ratas a 22°C: Las ratas sham (n=8) deiodinizaron
33 £ 10 (DS)% de '¥I-Ty, con 17% de T, y el resto I. Grupo Sx
(n=8) deiodinizd el 10 £ 4 % de "*[-T. (p < 0.01 versus sham),
grupo Sx+NA (n=11) deiodinizé 95 10 % de "*[-T. (p <0.01 vs
grupo Sx). Ratas a 4°C: ratas sham (n=8) deiodinizaron 96 £27 %
de Ts; grupo Sx (n=9) 25+ 15 % (p < 0.01); grupo Sx+NA (n=11)
95+ 10% (p < 0.01 versus grupo Sx). La concentracién de NA en
BAT en ratas Sx fue de 90 + 17 ng/g de tejido; en SX+NA fue de
299 + 30 ng/g (p < 0.01). CONCLUSION: Los implantes de NA
exodgena restauraron la actividad de la 5’-deiodinasa del BAT a
niveles normales.

288. Efecto del glutamato sobre la liberacion de
GABA desde el I6bulo neurointermedio de ratas
hembras.M. Pampillo, A. De Laurentiis, D. Pisera,
M. del C. Dlaz, B. Duvilanski, A. Seilicovich, M.

Lasaga.

Centro de investigaciones en Reproduccién. Facultad de
Medicina, UBA.Buenos Aires.

[.os aminodcidos excitatorios modifican la liberacién de
prolactina y LH. Elldbulo neurointermedio (LNI) de la hipéfisis
juega un papel esencial en la regulacién de la secrecién
adenohipofisaria. Considerando que el GABA afecta dicha
secrecidn, investigamos cl efecto del glutamato y sus agonistas
sobre la liberacién de GABA desde LN de ratas hembras en diestro
(intactas) , ovariectomizadas (OVX) y OVX estrogenizadas.
Glutamato (100 uM) estimulé la liberacién de GABA evocada
por K+ en todos los grupos estudiados. (Intactas:1.5140.11 nmol/
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mg prot.,Glut: 1.96 & 0.15; OVX: 0.4520.10, Glut: 1,20+ 0.09:
E2: 1.110.08, E2 + Glut: 1,9940.03, p<0.05,n= 5).N-metil-D-
aspar- tato (NMDA) (100 (M) también aumentéla liberacion
evocada de GABA desde el LNI, efecto que fue bloqueado por
DAPS (10 tM), un antagonista competitivo de los receptores
NMDA, pero no por DNQX (10 M), antagonista especifico de
los receptores no-NMDA. (Control: 2.27 + 0.09,NMDA: 4.17+
0.07, NMDA + DAPS: 2,40+ 0.04 NMDA+ DNQX: 4.03 £ 0.03,
p < 0.05, n=5). El kainato (100 M) , un agonista no-! {MDA, no
modificod la liberacion evocada de GABA .La actividad dc la
éxido nitrico sintasa en NI no fue modificada por NMDA. En
conclusion, el glutamato, actuando via receptor NMDA, estimula
la liberacion de GABA desde LNIT . Este efecto no estaria
influenciado por el ambicente esteroideo y no seria mediado porel
éxido nitrico.

289. Cambios en sincroniaregional EEG durante una
tarea de memoria de trabajo en sujetos norma-
les. A.A. Yorio, Irene Brauer, Claudia Marro,
E.T.Segura.

Facultad de Psicologia U.B.A ¢ Insututo de Biologia y
Medicina Experimental C.ONJ.C.ET. Buenos Aires.

En el presente trabajo se estudian variaciones de potencia y

coherencia regional de actividad alfa EEG durante la realizacion
de una tarea en la que se combinan recuperacion inmediata de
series de digitos con el reconocimiento de la reiteracion de una
serie a lo largo de la prueba. Participaron 8 sujetos sanos (edad
22.75%5.94) a quiencs se efectud registro EEG durante una prucba
de reproduccion verbal de digitos con repeticion periddica de una
serie. De las respuestas se computd la recuperacion de la serie
repetida (reconocimiento implicito) y se interrogo a los SS res-
pecto del reconocimiento de la repeticion. Sélo 5 SS reconocie-
ron (implicita y explicita) la repeticion de la serie. En ellos se
observo disminucion de la potencia de la banda alfa con aumento
de potencia de uno de los picos alfa y de la coherencia regional de
ese pico, especialmente entre derivaciones temporal, central y
parietal (F=5.23, P<0.01). Se concluye que vanaciones en la dis-
tribucion topogrifica, amplitud y sincronia de componentes de
frecuencia dentro de la banda alfa se asocian con procesos
cognitivos mnésicos exhibidos en la recuperacion inmediata de
series de digitos, concomitante con el reconocimiento de una se-
rie numérica de repeticién periddica (prucba de Hebb, 1961).
290. Eslrategias para el estudio morfolégico y fun-
cional de la cadena respiratoria aplicadas al
diagnéstico de las Encefalomiopatias
Mitocondriales (EMM). Sandra R. Bacman, Inés
Noher de Halac, Carola Grosso, Raquel Dodelson
de Kremer.

Centro de Estudio de las Metabolopatias Congénitas
(CEMECO). Fac. de Medicina. UNCba, Cordoba.

Introducci6n: Las Deficiencias (D) en la Fosforilacion
Oxidativa Mitocondrial (FOM) se asocian a numerosos cuadros
clinicos. La complejidad bioquimica y molecular limita su estu-
dio a centros especializados, de alli la constante busqueda de pro-
cedimientos de alta aproximacién identificatoria de los defectos
enla FOM. Objetivos: 1)Caracterizar la capacidad funcional de la
FOM en fibras musculares permeabilizadas con saponina. 2)Es-
tudiar la histoenzimologla en linfocitos de los complejos C- 1, I,
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IV y V de la FOM. Mateniales: Biopsias musculares de 14 contro-
les y 5 pacientes con D-FOM o EMM diagnosticadas en CEMECO.
Métodos: 1)Saponificacion de fibras musculares con glutamato/
malato o succinato/rotenona e inhibidores y medicion de ATP,
2)Histoenzimologia en linfocitos con y sin inhibidores y evalua-
ciondelos C-1, I, IV y V. Resultados: 1)ATP (pmol/g tejido him./
30 min.): Controles: a)glu/mal: 5,34+1,18 (n=10), b)succ/rotenona:
4,241 0,81 (n=4), cyrot: 1,57+0,60 (n=10). Pac.l (Enf. de Barth);
a)1,64+0,36 (n=2), b)2,45+0,51 (n=2), Pac.2 (S. de Lowe):
a)4,7340,62 (n=2), b)3,24+0,47 (n=2), Pac.3 (D-FOM):
a},2040,38) (n=2), b)2,2040,23 (n=2). 2)Linfocitos: se¢ detectd
actividad enzimdtica en 4 controles en C-1, 11, IV y V y bloqueos
parciales con inhibidores. Se observaron 2 pacientes con deficien-
cias en ¢l C-IV (MELAS y D-FOM) Conclusiones: Estos nuevos
métodos contribuirdn al analisis de las EMM. Son accesibles, ri-
pidos y no riesgosos. En forma preliminar no existiria una estric-
ta correlacion entre la valoracion de la funcionalidad en fibras
saponificadas y las D-FOM. En cambio, la histoenzimologia en
linfocitos guardaria mayor paralelismo. Estudios en otros pacien-
tes se encuentran en desarrollo.

291. Cambio del patrén de descarga de las neuronas
tipo-salvas de la sustancia negra reticualda de
ratas 6-OHDA inducido por apomorfina . K.Y.

Tseng , LA. Riquelme, J.H. Pazo y M.G. Murer.

Lab. de Newrofisiologia, Fac. de Medicina, UBA, Buenos
Aires.

En ratas normales, la actividad espontinea de la sustan-
cia negra reticulada (SNr), presenta 3 patrones de descar-
gas: regular, irregular con bajo y con alto coeficiente de variacién
(CV) . En ratas 6-OHDA encontramos un cuarto patrén que
fue denominado tipo-salvas. Objetivo: evaluar la actividad
inducida por microinyeccion de Apomor{ina (APO, 10nmoles/
0.5pul) intraestriatal ipsilateral, sobre la actividad neuronal
unitaria tipo-salvas (A4) y no-salvas (B) de la SNr de ratas
60HDA. Métodos: Fueron analizados: la frecuencia promedio
(FP en Hz), ¢l intervalo entre-espigas (ISI) con su CV y el
autocorrelograma para definir la existencia de respuesta y
para categorizar los diferentes patrones de descarga. Resul-
tados: Sc abtuvo respuesta: en el 100% de las neuronas del
grupo A (n=10) y 72.2 % en B (n=11). El 50% del grupo
A varié su patrén al tipo no-salvas, con disminucion de su
CV [p<0.007]. En B no se encontrd variacién significativa
del CV, independicntemente del cambio de patrén dentro de
las categorias no-salvas. Conclusién: Las neuronas del grupo
A que cambiaron su patron de descarga al tipo no-salvas,
disminuyeron el coeficiente de variacion del ISI.

Epilepsia y Porfiria. Victoria Parera®, M.Méndez*,
G.Ferreyra®, M.Farran®, H.Muramatsu*, S.Kochen**,
A.Batlle*.

(*) CIPYP- CONICET, FCEyN-UBA. (**) Centro Muni-
cipal de Epilepsia (CME). Buenos Aires.

292,

La porfiriaaguda intermitente (PAI), producida por una dismi-
nucion del 50% en la actividad de Deaminasa, se caracteriza por
crisis de dolores abdominales, convulsiones y deterioro psiquico
desencadenadas por agentes exogenos y/o endogenos. Segiin Kappas
y col. (1983) existe una asociacion del 10 al 20% entre la PALy la
epilepsia. Se realizé un andlisis retrospectivo de los tltimos 10 afios
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de los pacientes asistidos en el CIPYP con diagndstico de PAI (101)
y de los asistidos en el CME con diagnéstico de epilepsia (2253)
determindndose la tasa de prevalencia especifica de porfiria para la
poblacién epiléptica del CME (0,4/1000). Para establecer si existe
alguna alteracion del camino del hemo en pacientes epilépticos
(n=96), sometidos a distintas terapias: carbamazepina (CBZ),
valproato (VPA), fenobarbital (PB) y fenutoina (PT), se determina-
ron el indice de porfirinas plasmaticas (IPP) y las actividades de &-
Aminolevilico dehidrasa (ALA-D) y Deaminasa en sangre. En los
4 grupos la actividad de Deaminasa estaba significativamente
disminuida (p<0.01): CBZ (53,25+17,22); VPA (52,26+16,35); PB
(47,42%16,41); PT51,74£16,41); VN (77,54%13.33). EIALA-D de
los tratados con CBZ (0,70140,305) y PB (0,94240,375) no pre-
sentd diferencias significativas con ¢l VN (0,71940,240) mientras
que en los pacientes tratados con VPA (1,19740,271) y con PT
(1,13540,377), la enzima aumentd significativamente respecto de
los VN (p<0,01). El IPP fue nonmal en todos los grupos (VN<1,30,
A 616). Estos resultados indican que la asociacién porfiria-epilep-
sia es muy baja en nuestro pais y que estas drogas deben evitarse en
pacientes porfiricos.

Area 21:disminucion de la densidad e incremen-
to dela heterogeneidad de la distribucion
neuronal de cerebros esquizofrénicos. E.
Albanese, A.Merlo, E.Tornese, M.F. de Recondo,
T. Mascitti, E. Gbmez, H. Konopka, P. Albanese, A.
Albanese.

293.

Fac. de Farmacia y Bioquimica y Fac. de Medicina. UBA.
Fac. de Medicina. Universidad del Salvador. Hospital
Brawdio Moyano, Buenos Aires.

Objetivo:comparar la densidad (D) y la heterogencidad (H)
de la distribucién neuronal en el drea 21 dela corteza cerebral de
controles femeninos (C), n=3 y esquizofrénicas residuales -DSM
IV- (E), n=3 diestros, aparcados por edad. Se calculé la media
(M) y el coeficiente de variacion (C%) del nimero de neuronas de
25 columnas de cada hemisferio de cada cerebro. Usando las M y
las C% se calcularon las D y las H de los grupos. Los resultados
estadisticamente significativos son : las D (media +/- ES)de Cy
E en las capas I a Il en el hemisferio derecho 33.52 +/- 0.28 y
29.41 +/- 0.14 (p<0.01; ANOVA) y en el izquierdo 33.28 +/- 0.26
y29.12 +/- 0.45 (p<0.01; ANOVA). Las H correspondientes son
significalivamente mayores en los esquizofrénicos. En las capas
IV a VI del hemisferio izquierdo la H es mayor en los
esquizofrénicos. Se ha atribuido a los factores epigenéticos ma-
yor influencia sobre las capas superficiales que son las que mos-
traron las mayores alteraciones.

Trastornos del ritmo cardiaco y respiratorio en
siringobulbia y siringomielia. Martin Nogués, H.
Encabo, D. Saadia.

294,

Departamento de Neurofisiologia Clinica. Instituto de
Investigaciones Neuroldgicas Dr. Raiil Carrea. FLENI,

Buenos Aires.

Objetvo: Determinar la frecuencia y tipos de trastomos del
control respiratorio y cardiaco, en pacientes con siingomiclia y
siringobulbia. Se estudiaron 20 pacientes con siringomielia (11
con siringobulbia y 9 con siringomielia sin compromiso bulbar).
Se realizé polisomnograffa, con registro de frecuencia cardiaca.
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Se calculé el intervalo RR durante las alteraciones respiratorias.
Los resultados de la variabilidad RR fueron comparados con los
obtenidos en 6 sujetos control. Resultados: Frecuencia respirato-
ria media: 15.843.6 en pacientes con siringomicliay 14.5£5.3 en
siingobulbia . Tres pacientes con siringobulbia presentaron apneas
prolongadas durante la vigilia (17 a 44 seg de duracién). La fre-
cuencia cardiaca basal fue mayor en pacientes con siringobulbia
que en sujetos sanos (p<0.01). La frecuencia cardiaca permanecié
sin variaciones alin durante apneas muy prolongadas con baja PO..
El cociente de variabilidad RR durante las apneas fue 1.00£0.06
en siringomiclia, significativamente mayor que en controles
(p<0.005). Conclusiones: Las alteraciones en el ritmo respiratorio
y cardiaco observadas en pacientes con siringobulbia con com-
promiso de los pares crancanos [X y X pueden ser debidas al dano
de las neuronas respiratorias y cardiacas del bulbo.

295. Efecto del haloperidol (HAL) sobre sefiales
intracelulares acopladas al receptor (R) a;
adrenérgico en corteza frontal de cerebro de

rata.

Tania G Borda, G Cremaschi, A M Genaro. CEFYBO-
CONICET, Buenos Aires.

Previamente hemos descripto que el hal es capaz de interactuar
con los R o, adrenérgico de corteza frontal incrementando la pro-
duccidn de fosfoinositidos (PI). En el presente trabajo profundi-
zamos el estudio de las sefales intracelulares acopladas, especial-
mente la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) involucrada
en diversas funciones neuronales. Observamos que el hal indujo
una respuesta bifisica dependiendo de la concentracion utilizada,
A bajas concentraciones inhibid la actividad de NOS (pmoles/min
x g tejido) mientras que a altas concentraciones (cc) estimuld la
NOS (basal= 80+10; hal 10° M= 59+8; hal 10°*M= 130£12; n=5).
Se investigd la participacion de proteina kinasa C (PKC) en este
fenémeno. Observamos que el hal indujo translocacién de PKC a
todas las cc estudiadas siendo mayor para las cc mas bajas (rela-
cidén % citosol/membrana: basal= 80/20; hal 10°M= 57/43; hal
10*M= 70/30; n=6). La staurosporina (inhibidor de PKC) revirtio
el efecto inhibitorio mientras que la trifluoperazina (TFP) revirtié
el efecto estimulatorio del hal. Se concluye que el hal a bajas cc
induce una estimulacién de PKC que lleva a una inhibicién de la
NOS; mientras que altas cc del hal y concomitantemente a un
mayor incremento de Ca** intracelular, produce una inhibicién en
la actividad de PKC que conduce a una mayor produccion de NO.
Estos resultados permitirian diferenciar los mecanismos que par-
ticipan en la dosis terapéutica y téxica de este neuroléptico.

296. Hiperexcitabilidad de motoneuronas espinales
cervicales en siringomielia. Martin Nogués,

A Rivero, F.Salvat.

Departamento de Neurofisiologia Clinica. Instituto de
Investigaciones Neuroldgicas Dr. Raiil Carrea. FLENI,
Buenos Aires.

Objetivo: determinar si los movimientos involuntarios de los
dedos de lamano en pacientes con siringomiclia se deben a cambios
de la excitabilidad de motoneuronas espinales. Métodos: Se
estudiaron 13 pacientes adultos con siringomielia cervical
mediante: 1) Registro de movimientos involuntarios con video. 2)
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Electromiografia con electrodos de superficie. 3) Curva de
recuperacion del reflejo H: estimulacién del nervio mediano con
13 pares de estimulos, con intervalos interestimulo entre 75 y 900
ms. Resultados: 1)Video: miokimiade los dedos (n=4): mioclonias
espinales (n=4); temblor de accién (n=3): mioclonias estimulo
sensibles (n=2). 2)EMG: sc¢ obscrvaron descargas continuas
espontdncas de unidades motoras, fasciculaciones sincrénicas y
descargas mioclénicas y miokimicas. 3) Reflejo H: ausente en 6
de 26 miembros estudiados. Curva de recuperacién anormal en
el resto de los casos estudiados. Conclusion: La actividad con-
tinua de unidades motoras y una curva de recuperacién anormal
compatible con hiperexcitabilidad de motoneuronas espinales fue
el hallazgo mis frecuente. La lesién intramedular podria afectar
neuronas inhibitorias.

297. Ontogenia del canal de cloruro asociado al re-
ceptor GABA, en el sistema visual de las aves:
Modulacién por neuroesteroides. M. C. Gravielle,

A. Mitridate de Novara y S. Fiszer de Plazas.

Instituto Biologia Celulur y Neurociencias, Facultad de
Medicina, UBA, Buenos Aires.

En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos descripto el
perfil ontogenético del receptor GABA, en el l6bulo dptico de
pollo y su modulacién por neuroesteroides. El objetivo del pre-
sente trabajo fue estudiar las caracteristicas funcionales del canal
de cloruro presente en el complejo receptor GABA, a lo largo de
la ontogenia y su modulacion por neuroesteroides. A tal fin se
efectuaron experimentos de captacion de **Cl- en preparaciones
de microsacos aislados en diferentes estadios del desarrollo. Los
resultados obtenidos demostraron que el GABA aument signifi-
cativamente (P<0,05) el influjo de ClI- en estadios pre y postnatales
en forma concentracion dependiente. La captacién maxima alcanzé
suméximo valor alrededor del nacimicnto (40,94 £ 2,83 nmol/mg
prot). La adici6n del neuroesteroide alopregnanolona en el ensa-
yo produjo una disminucion en la ECso de la captacion de CI- esti-
mulada por GABA siendo este efecto mayor en el dia 14 prenatal
(60 + 2%). A partir de estos resultados se puede concluir que el
complejo receptor GABA, presente en el 16bulo éptico de pollo
¢s funcionalmente activo desde estadios tempranos del desarrollo
prenatal con un periodo de mayor actividad alrededor del naci-
miento. Ademds, esta actividad es modulada por neuroesteroides,
mostrando un mayor efecto en estadios embrionarios.

Alteraciones del sueiio y cefaleas: un estudio
multicéntrico. Marfa de Lourdes Figuerola®, J.
Saggese#, Claudia Gandolfo#, J.Giglio@, J.Leston®,
G.Povedano#, H.Pavén#, Viviana Rocchi~,
O.Bruera*#.

298.

Unidades de Cefaleas de los Servicios de Neurologia de
los Hospitales: *de Clinicas, #Bartolomé Churruca y
~Ferndndez de Buenos Aires y @Rossi de La Plata.

La anamnesis es la principal herramienta para el diagndstico
de las cefaleas primarias. A fin de evaluar la relacién entre suerno
y cefalea, usamos un cuestionario breve para detectar transtomos
del suefio (ronquidos, insomnio, suefio no reparador, despertares
y secuelas diurnas como somnolencia, confusion matinal y boca
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seca) y un examen ¢ interrogatorio sistematizado en 200 pacien-
tes ambulatorios de cuatro Centros de Cefaleas Argentinos. Basa-
dos en el cuestionario de suefio clasificamos a los pacientes en
grupos: roncadores pesados (n=61), medios (n=42) y no roncadores
(n=97); sin insomnio (n=49), insomnio inicial (n=80) y otros -no
inicial o complejo- (n=71). De acuerdo al cuestionario clinico los
pacientes fueron divididos segiin criterios de la IHS en portadores
de migraiia (M)(n=71), cefalea tipo tensién (T)(n=81) y otras
(0)(n=48). Comparando los distintos grupo de cefaleas el ron-
quido fue estadisticamente mds frecuente en T (pesados p<0.001
y medios p<0.05 ) y los despertares y otros tipos de insomnio
también fueron més frecuentes en este grupo (p<0.001). La som-
nolencia diuma como hallazgo aislado fue mayor en M (p<0.002)
y el insomnio inicial fue mds frecuentes en M que en O (p<0.001).
Estos hallazgos sugicren que los transtomos del suefio no son los
mismos en los pacientes migrafiosos que en los que padecen cefa-
lea tipo tension.

299. Efecto delamelatonina en elinsomnio primario
o asociado a depresién o demencia en gerontes,
. Fainstein, A.J. Bonetto, L.I. Brusco, D.P. Cardinali.

Centro Médico Ing. A. Rocca, Hospital ltaliano y
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UBA,
Buenos Aires.

El presente estudio abierto sobre la eficacia de la melatonina
en el tratamiento del insomnio en ancianos comprendié 28 muje-
res y 13 hombres, edad media 74 £ 12, divididos en: (a) insomnio
primario (n=22); (b) insomnio asociado con depresién (n=9): (c)
insomnio asociado con demencia (n= 10). Los pacicntes recibie-
ron 3 mg de melatonina p.o. 30 min antes de domif durante 21
dias. El suefio se evalué mediante entrevistas estructuradas,
actogramas y agendas llenadas por los pacientes o sus cuidadores.
Los resultados se evaluaron por ANOVA no paramétrico y test de
Friedman (Fr) corregido. En los grupos (a) y (b), el tratamiento
aument6, a partir de los dias 2-3, la calidad del sueno (FFr= 65.1,
p<0.0001 y 44.2, p< 0.002, respectivamente) y disminuy6 cl ni-
mero de despertares (Fr= 70.3, p< 0.0001 y 41.7, p< 0.005). El
alerta matinal y diario sélo se increment6 en el grupo (a) (Fr=
60.7 y 60.3, p< 0.0001). La evaluacién clinica indicé mcjoria en
72% de los pacientes (a) y 50% de (b). En el grupo (c) el trata-
miento no modificé los pardmetros del suefio aunque se redujo el
cuadro de agitacién vesperal (sundowning) (7 de 10 pacientes).
Asimismo disminuyé en (c) ¢l coeficiente de variacion de hora de
inicio del suciio [(D.S./media) 100] de 58.0 £24.7 (dia 0-2) a 41.5
+ 20.9 (dia 19-21) (mediatD.S., p<0.02). En relacién al uso de
benzodiacepinas, 8/13 pacientes del grupo (a) las redujeron o su-
primieron vs. 2/7 cn los grupos (b) o (c). Estos resultados indican
que la melatonina s efectiva en el tratamiento del insomnio pri-
mario en ancianos.

Movimientos involuntarios anormales durante la
reduccién progresiva de dosis de antipsicéticos
tipicos. N.M. Zelaschi, J.L. Rodriguez, F.M. Archuby.

300.

Hospital Neuropsiquidtrico A. Korn. Facultad de Medi-
cina. UNLP. La Plata.

Introduccién: antcriomente hemos descrito las caracteristi-
cas de los movimicntos involuntarios anormales (MIA) asociados
con el uso prolongado de las drogas antipsicéticas tipicas o
neurolépticos. Aquf mostramos evidencia de la persistencia del
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trastomo atin con una sustancial reduccién de la posologia habi-
tual. Método:se estudié un grupo de 12 pacientes con trastomos
esquizofrénicos - Criterio DSM I1I-R-; la dosis(d) de APT fue trans-
formada en equivalentes de CPZ mg/d (CPZ equiv.); APT usados:
derivados de fenotiazinas y butirofenonas. L.os MIA fueron cuan-
tificados con la escala AIMS.; con el fin de evaluar la probable
mejoria de los MIA en relacién a la (d) se empled la siguicnte
fémula:T = puntaje de AIMS % DU, en donde (T) es el valor
total obtenido de puntajes de AIMS ajustados al decremento pro-
porcional de la dosis y DU la dosis unitaria obtenida de dosis ab-
soluta (Da) % dosis inicial. El tiempo de seguimiento se extendié
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entre un rango de 34 - 46 meses. Para evaluar si existi6 una dismi-
nucién efectiva de dosis y de MIA se realizé para cada uno de los
casos una regresién lineal en el tiempo. Once pacientes (92 %)
mostraron un decremento significativo de la dosis con una alta
correlacién entre (d) y (1) (valores del coeficiente r entre 0.91 -
0.39). No se hallé ninguna regresion estadisticamente significati-
va con pendiente (b) de signo negativo. Conclusiones: los resulta-
dos de este estudio sugieren que los MIA no se modifican ante
una disminucién efectiva de la dosis, lo cual sugeriria la posible
irreversibilidad de los cambios neurolégicos asociados en el siste-
ma nervioso central a la diskinesia tardia..
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301. Requerimiento de la GTPasa Ral A en la
tumorigenesis y produccién de uroquinasa (uPA)
y metaloproteasas (MMP) inducidas por los
oncogenes V-Ras y v-Src. J.A. Aguirre Ghiso, P.
Frankel, E.F. Farias, Amanda Olsen, Feig L. Elisa

Bal de Kier Joffe y D.F. Foster.

Dpio. de Biol. Celular, Area Investigacidn, Instituto de
Oncologia “Angel H. Roffo”" U.B.A., Argentina. Dpt.
Biological Sc.. The Hunter College, City University of
New York, USA.

Previamente demostramos que la sobreproduccién de uPA en
células tumorales depende de la via de la fosfolipasa D (PLD) y
proteina quinasa C. La activacién de la PLD por los oncogenes v-
Ras y v-Src depende de la GTPasa Ral A. Se estudi6 si dicha via
media la produccién de uPA y MMPs y/o tumorigenesis inducida
por estos oncogenes. Se utilizaron células NIH3T3 transfectadas
con v-Sre, v-Ras, v-Src-S28N-RalA, v-Ras-S28N-RalA (S28N-
RalA mutante negativa dominante de esta enzima) o plismido con-
trol. Las células v-Ras o v-Src mostraron un aumento signifivativo
de la produccién de uPA respecto del control (NIH3T3) medido
por casecinolisis radial (C:1.15+0.5; v-Src:3.1310.35%;
C:0.5110.14; v-Ras: 1.3840.1* Ul/mg prot./24 hs;*p<0.01). La
coexpresion de la S28N-RalA redujo significativamente los nive-
les de uPA detectados en el medio condicionado (v-Src-S28N-
RalA:1.9+0.45*; v-Ras-S28N-RalA: 0.6510.2*; *p<0.01). Si bien
la transformacién con ambos oncogenes también aumentd signi-
ficativamente la producciéon de las MMP-2 y MMP-9, la
coexpresion de S28N-RalA solo inhibi6 el aumento inducido por
v-Sre. En ratones BALB/c inoculados s.c. con células v-Src (4x10*
cél./animal, n=10) o v-Ras (2x10* cél./animal, n=10) s¢ desarro-
llaron fibrosarcomas con una incidencia de 50 y 55% respectiva-
mente. La coexpresion de S28N-RalA anulé totalmente (0% de
incidencia, n=10) la tumorigenicidad de cstas células. Estos re-
sultados demuestran que la via Ral A/PLD es fundamental para
transducir la seiial tumorigénica por v-Src y v-Ras y para la in-
duccién de uPA y MMPs-2 y -9 en el caso de v-Srcy sélo uPA en
el caso de v-Ras.

302. Regulacion por fibronectina de la actividad
uroquinasa secretada y asociada a membrana
en células tumorales murinas. AJ. Urtreger, JA.
Aguirre Ghiso, Lydia Puricelli, A. Muro®, Elisa Bal

de Kier Joffé.

Area Investigacion Instituto de Oncologia “A.H.Roffo”
Buenos Aires e *ICGEB, Trieste, Italia.

Anteriormente hemos demostrado que la fibronectina (FN),
una glicoproteina presente en plasma y en matriz extracelular re-
duce la capacidad metastisica de células tumorales mamarias
murinas utilizando un modelo de clones cclulares que rcexpn:sa.n
¢l gen de FN humana, obtenidos por transfeccion estable a partir
de la linea celular LMM3 no productora. Ademis de su efecto
sobre la adhesién y migracion, la FN puede estar modulando otros
eventos asociados con la cascada metastdsica. Con el fin de eva-
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luar esta hipétesis se analizé la produccion de activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA), en estos clones celulares que
expresan el gen de FN humana salvaje (FNwt) o mutado en el
sitio RGD (FN RGD-). Los clones FN wt mostraron un aumento
significativo (p<0.01) en la actividad del uPA secretada respecto
del clon control, (17.85+1.5 vs. 2.96+1.7 Ul/mg prot/24 hs. n= 6)
mientras que en los transfectantes RDG-, el incremento fue un
50% menor (7.67+2 .4 Ul/mg prot/24 hs.). A pesar del incremento
en la secrecion de uPA| los clones FNwt mostraron una dramadtica
reduccion en la capacidad de unir uPA a sus membranas, compa-
rados con un clon RGD- y el clon control (>10+0.9 vs. 82473 y
100£9.8 mUI/mg prot. respectivamente). Estos resultados sugie-
ren que la capacidad de la FN de bloquear el desarrollo de las
metdstasis en estos clones celulares, podria atribuirse también a la
capacidad de la FN de reducir la unién del uPA a la membrana
celular, disminuyendo de esta forma su capacidad invasiva.

303. Estudio de la respuesta humoral en pacientes
con melanoma estadio Il vacunados con célu-
las alogeneicas de melanoma. C. Kairiyama, R.

Goldszmid, L. Bovery J. Mordoh.

I 1. Bioquimicas “Fundacién Campomar” . ,CIO-FUCA,
Buenos Aires.

Pacientes con estadio III de melanoma, libres de enfermedad
clinicamente detectable, recibicron en un ensayo clinico de
adyuvancia una vacuna alogencica constituida por 15x10® cél. de
melanoma humano de las lineas 1IB-MEL-LES, IIB-MEL-IAN ¢
[IB-MEL-J, iradiadas y administradas con BCG. En un trabajo
anterior sc ha observado que la mediana de la sobrevida libre de
enfermedad (SLE) de 30 pacientes tratados con esta terapia fue de
20,0 meses y de 7 meses en un grupo control (p<0,001). En este
estudio hemos analizado por Westem Blot la respuesta humoral en
sueros de 44 pacientes tratados con esta vacuna, siendo la fuente de
antigenos un extracto de membranas de la vacuna. Se detectaron
Acs post-vacunacion en 32 de ellos (73%), 10 de éllos con fuerte
respuesta (23%). Los Acs reaccionaron contra Ags de membrana y
son mayoritariamente de tipo IgG. Los Ags visualizados mds co-
munes sc encontraron entre 43-48 y 55-59 KDa, observindose asi-
mismo Ags de alto peso molecular. Los sueros reaccionaron con
extractos de otros melanomas , pero no contra extractos de tejidos
nomales. Axin en los casos de sueros reactivos, la reactividad frente
a extractos de melanoma fuc menor que la obscrvada frente a ex-
tractos de BCG. Los sucros reactivos presentaron un 94% de lisis
mediada por complemento vs 29% en sucros no reactivos. Esta res-
puesta humoral inducida por la vacuna podria estar relacionada
con el aumento observado en la mediana de la SLE. Est4n en desa-
mollo nucvas estrategias para incrementar la antigenicidad dc los
Ags tumorales.

Efecto antiangiogénico y antimetastasico de
pentoxifilina en el melanoma B16F10. '2R. Gude,
IM. Mercedes Binda, 'H. Lépez Presas, 'R. D. Bonfil.

!Lab. Fundacién de [nvestigacién del Cdncer en
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CEFYBO, Bucenos Aires ; * Cancer Research Institute,
Mumbat, India.

La pentoxifilina (PTX), un agente hemorreoldgico derivado
de la dimetilxantina utilizado en el tratamiento de la enfermedad
vascular periférica, ha mostrado aumentar la sensibilidad tumoral
a algunas drogas quimioterdpicas y a la radiacién. Con el objeto
de evaluar su acci6n sobre la capacidad angiogénica y metastdsica
de B16FF10, se trataron dianamente ratones C57BL/6J con 0,20 0
40mg/kg PTX ip desde el dia de indculo con las células tumorales,
En el primer caso, 18 ratones fueron inyectados id con 10° células
B16F10 y siete dias después se analizé ¢l nimero de vasos
confluyentes hacia el sitio del inéculo. En los grupos tratados la
angiogénesis fue menor que en ¢l control (Mediana nimero de
vasos [rango] : Control : 13,5 [11-14], PTX 20 mg/kg : 6,5 [6-
13], PTX 40 mg/kg : 2,0 [2-5] ; Test ANOVA no paramétrico
Kruskal-Wallis, p=0,0008 ; Control vs. PTX 40 mg/kg : p <0,001).
La capacidad metastasica experimental pulmonar en ratones
inoculados iv 19 dias antes con 10° células B16F10 también se
vio inhibida en forma significativa en aquellos tratados con PTX
(Mediana nimero de nodulos [rango] : Control : 410 [315-456],
PTX 40 mg/kg : 175 [142-239] ; Test no paramétrico Mann-
Whitney p=0,008). Experimentos de coincubacién de fragmentos
pulmonares y células B16F10 pretratados con PTX a dosis no
téxicas explicarian los resultados.

305. Inhibicion de metastasis espontaneas de un tu-
mor por otro tumor no relacionado en ratones
BALB/c. P. di Gianni, M. Franco, O.D. Bustuoabad,

R.P. Meiss, R.A. Ruggiero.

Division Medicina Experimental, Instituto de
Invesatigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional de
Medicina, Buenos Aires.

Ll objetivo fue estudiar los mecanismos por los que el tumor
LB, inductor de resistencia concomitante (RC), inhibe el nimero
de metastasis del tumor C7HI, que no induce RC. Dicha inhibi-
cion se venifica tanto en ratones BALB/c normales (p<0.001, n=5)
como en ratones nude (p<0.001, n=4). Ademis, esta inhibicién se
ejerce sobre metdstasis vascularizadas (p<0.01, n=3) asi como no-
vascularizadas (p<0.01, n=3). El nimero de micro-metdstasis (did-
metro <0.1 mm) disminuyé menos dristicamente (p<0.05, n=5).
Similares resultados se obtuvieron con el tumor CEIL Cortes
histolégicos de las metdstasis del tumor C7HI inhibidas por el
tumor LB muestran un menor indice mitético (p<0.001, n=7) asi
como un mayor nimero de células en apoptosis medidas por PCNA
y morfolégicamente (p<0.01, n=6). Los resultados obtenidos su-
gicren que los tumores LB y CEI inhiben el desarrollo de las
metdstasis de C7HI en forma indirecta, a través de la inhibicién
de la vascularizacién y en forma directa, a través de la inhibicion
de la proliferacién y del aumento del nimero de células en
apoptosis. Este dltimo mecanismo puede ser cjercido
inndependientemente del efecto sobre la vascularizacién ya que
las diferencias se observaron tanto para metdstasis vascularizadas
como para no-vascularizadas.

El anticuerpo monoclonal FC-2.15 dirigido con-
tra cancer de mama humano, reconoce especifi-
camente el epitope Lewis*. M.. Capurro, L. Bover,
P. Portela, P, Livingston, J. Mordoh..

306.
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HB-BA “Fundacion Campomar"; CIO-FUCA, Argentina;
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, NY, USA;.

FC-2.15 es una IgM murina producida en nuestro laboratorio.
Ademds de reaccionar con mas del 90% de carcinomas mamarios,
FC-2.15 reconoce carcinoma de colon y leucemias mieloides créni-
cas (LMC), uniéndose ala parte hidrocarbonada de diferentes glicoproteinas.
La principal reaccion cruzada es con leucocitos polimorfonucleares
(PMN). FC-2.15 media la lisis in vitro de células antigeno (Ag) 215°
por fijacién de complemento humano y en un ensayo clinicode Fase
I, FC-2.15 indujo respuesta anta-tumor. Las mencionadas caracteris-
ticas justificaron proseguir con la caracterizacion del AMC. Con el
objeto de identificar el epitope reacuvo del FC-2.15 se realizaron
dot-blot y ELISA contra una vanedad de carbohidratos; y con el fin
de identificar y caracterizar los Ags presentes en cada uno de los
tejidos FC-2.15", serealizaron Westem Blot sobre extractos tumorales
y se estudio el efecto de diferentes tratamientos enzimiticos sobre la
reactividad del FC-2.15 en los mismos. FC-2.15 reconoce especifi-
camented trisacindo Lewis* (Lex) (Gal 31 4(Fucn 1-3)GleNA ¢) terminatmente
expuesto, sin reaccionar contra sialyl Lex, Lewis®, antigenos de gru-
po sanguineo A y B, y gangliosidos. Tratamientos con PNGasa F
indicaron que en PMN, LMC y células T-84 de carcinoma de colon,
Lex esti presente casi exclusivamente en N-glicoproteinas, mientras
que en células MCF-7 de carcinoma de mama Lex estd mayontariamente
en O-mucinas. Tratamiento con neuraminidasa aumenta la reactividad
del FC-2.15 y en diferente porporcion en PMN, LMC y células T-84
evidenciando la presencia de sialyl-Le* en los mismos (T-84 = LMC
> PMN), sin alterar la reactividad con MCF-7. Puede concluirse que
FC-2.15 reconoce especificamente al epitope Lex y que PMN nor-
males y diferentes células tumorales pueden expresar Lex y sialyl-
Lex en muy diferente proporcion y unido a diferentes proteinas. La
relevancia de Lex en condiciones normales y patoldgicas atinno estd
establecida.

La linea celular lIB-BR-G de cdncer de mama hu-
mano presenta amplificacion in vitrode los oncogenes
c-mycy c-fos y desarrolla metdstasis esponta-
neas in vivo L. Bover, M. Barrio, A.l. Bravo, |. Slavutsky,
I. Larripa, M. Ayala, A. Bolondi, J. Mordoh.

307.

HIB-BA-Fundacion Campomar, FHtal Eva Peron, San Martin,
Academia. Nacional de Medicina, Fac. Cs. Veterinarias,
(UNLP), CICV- INTA,, CIO-FUCA, Buenos Aires.

1IB-BR-G es una linea celular de cincer de mama, altamente
indiferenciada, hormono-independiente, establecida en nuestro la-
boratorio. La expresion de antigenos (Ags) de diferenciacion, Ags
relacionados a grupos sanguineos, oncogenes y genes supresores y
quemodquinas entre otros, fue evaluada por inmunohistoquimica y
revelé 100% de células positivas para PEM 200 kd, pS3, MCP-1, Ag
5.01y 50 % para catepsina D, siendo las mismas negativas para CEA,
NCA, TAG 72, glicolipido globo-H, Le*, sTn, proteinas MDR p170
yneu. Andlisis de Southem-blot mostrd amplificacion de los oncogenes
c-nyc y c-fos, este Ultimo con dos fragmentos rearreglados. A pesar
de la presencia de “double minutes” en el 90% de las células, el
estudio de FISH mostré para el cromosoma # 8 y c-niyc 3 copias /
célula en el 45% y 36% de las células respectivamente, 5-7 copias /
célula (43% y 41%) y solamente un 10 % de las células reveld una
ganancia relativa del c-mye (8-15 copias) respecto del cromosoma #
8. El oncogén HER-2/neu, amplificado en el tumor primario que
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origind la linea celular [IB-BR-G, no presenta alteraciones en la mis-
ma. Luego de 40 pasajes subcutineos a partir del xenotransplante
oniginal en ratones mede, 80 % de los recipientes desarrollaron metdstasis
espontdneas en ganglios linfiticos y pulmén. Este modelo experi-
mental permite comparar los cambios producidos durante la adapta-
cién al crecimiento in vitro e in vivo, bnndando una nueva herra-
mienta para ¢l estudio del proceso metastdsico.

Cambios en la regulacion de la sintesis de
histamina en la carcinogénesis mamaria en
ratas. Graciela Cricco, Nora Engel, Gabriela Martin,
Rosa Bergoc, Elena Rivera.

308.

Laboratorioe de Radioisétopos, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, UBA, Buenos
Aires.

En carcinomas mamarios experimentales (Ca) la histamina
(Hi) acnia como factor autocrino de crecimiento regulando su
propia sintesis y liberacién a través de receptores H1 y H2 de
membrana. En este trabajo se estudié la regulacién de la enzima
histidina decarboxilasa (HHDC) y el contenido endégeno de Hi en
glindula mamaria de rata (GM) y en los Ca. mediante RIA se
determind la Hi plasmdtica (;tM) en ratas control que resulto igual
en diestro 0.9310.30, estro 0.89+0.22, y portadoras de Ca 0.840.4.
El contenido de Hi fue en pg/gm: GM diestro(1) 2849, GM estro(1I)
6017 (p<0.01vsI), Ca Hormono dependientes (HD) 121135
(p<0.01vsI; p<0.05 vs II); Ca independientes (HI) 110 + 48
(p<0.01vs], p<0.05 vs II). En forma coincidente, los niveles basales
de ARNm de HDC son indetectables en GM y positivamente
modulados por E2 tanto in vivo como in vitro. En los Ca el ARNm
de HDC estda aumentado y no es regulado por E2 sean HD u HI
pero si es modulado por Hi. Los niveles de ARNm de myc son
inducidos por E2 en GM y en Ca HD, pero no en Ca Hl y el
mismo patrén de regulacion por E2 se obtuvo para el receptor a
Pg. Estos datos indican que el cambio en la regulacién de HDC y
en el contenido de Hi son fundamentales en la transformacién
neopldsica de la GM.

309. Ensayo clinico de Fase Ib en pacientes con
cancer de mama avanzado: Combinacién
de anticuerpo monoclonal (AMC) FC-2.15
y poliquimioterapia. Resultados preliminares.
J. Schiaffi®, L. Bover "2, C. Kairiyama "2, P.
Portela '2, A. Bravo.®, R. Yomha?, A. Urrutia.?

J. Mordoh'2.

! [IB-BA-Fundacién Campomar, * CIO-FUCA,’ Htal.
Nacional B. Rivadavia, * Htal. Interzonal Eva Peron,
Buenos Aires. ‘

FC-2.15 es un AMC reaclivo contra el antigeno Lewis X (LeX)
presente en cincer de mama, colon y granulocitos periféricos nor-
males. Un estudio previo de Fase I realizado sobre 11 pacientes (pac.)
oncolégicos evidencié escasa toxicidad y algunas respuestas parcia-
les objetivas. Estudios in vifrorealizados sobre una linca celular LeX+,
demostraron efecto aditivo de la combinacion FC-2.15 +Adriamicina.
El objetivo de este estudio es determinar la factibilidad y 1oxicidn.d
de Ia administracién sucesivainmediata del esquemade poliquimioterapia
FEC (fluoruracilo: 600 mg/sqm; epirubicina: 70mg/ squcic[ofosfhmid?:
600 mg / sqm. Administracién ev cada 21 dias) y del FC-2.15 admi-
nistrado ev durante 20hs en los 3 primeros cursos de FEC (dosis
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escalada 1,7 mg/kg/ curso =4 pac.; 2 mg/ kg / curso =4 pac.). Hasta
¢l momento se incluyeron 8 pac. con carcinoma de mama avanzado.
4 pac. completaron los 3 ciclos de AMC, 2 realizaron 2 ciclos, 1 pac.
1 ciclo y 1 pac. suspendid por toxicidad. La toxicidad mas importan-
te fue leucopenia (5/7) que revirtid en las 24 hs post-tratamiento; 1
pac. presentd rash cutdneo tardio; 1 pac. desarrollo reaccidn alérgica
que obligd a la suspension del tratamiento. Otros efectos fueron fie-
bre (4/8), escalofrios y temblores (3/8), hipotension (2/8) y flebitis
(1/8). La toxicidad por citostdticos fue la habitual. No se registro
toxicidad potenciada por la terapia simultinea ni postergacion del
esquema habitual de FEC. 5/5 pac. cuyos sueros fueron evaluados
desarrollaron anticuerpos antimurinos (IHAMA). En 3/6 pac. evaluables
se observaron respuestas parciales objetivas >50%.

310. EIl tratamiento con lovastatin disminuye la
capacidad invasiva del linfoma de rata L-TACB.
'M. Mercedes Binda, ?P. Matar, 2Viviana Rozados,

'R. D. Bonfil, ?0. Graciela Scharovsky.

Lab. Fundacién de Investigacién del Cdncer en
CEFYBO , Butenos Aires; *[nstituto de Genética Experi-
mental, Facultad de Ciencias Médicas, UNR., Rosario.

El lovastatin (LOV), droga utilizada en el tratamiento de la
hipercolesterolemia, ha mostrado inhibir la famnesilacién de la
oncoproteina p2lras, asociada con la capacidad invasiva y
metastdsica cn diferentes modelos tumorales. Anteriormente de-
mostramos la actividad antimetastdsica de LOV sobre un sarcoma
y un linfoma de rata. El objetivo del presente trabajo fue estudiar
cl efecto de LOV sobre la motilidad, invasividad y secrecién de
metaloproteasas por células L-TACB. Las células de linfoma se
incubaron con dosis no citotéxicas de LOV (5, 10 y 20 pM) du-
rante las 18 horas de los ensayos de motilidad o quimioinvasién,
llevados a cabo en cimaras transwells con membranas con poros
de 8 pum cubiertas con coligeno IV o Matrigel, respectivamente.
Los resultados se expresaron como nimero de células que atrave-
saban los filtros en respuesta al medio condicionado por células
NIH.3T3. Si bien la motilidad de L-TCAB no se vio significativa-
mente alterada por el tratamiento, si lo fue la invasividad
(MediatE.S.: Control= 34674353 vs. LOV 20uM= 1600+529;
p<0.05). El estudio zimografico de los medios condicionados de
las células L-TACB en las diferentes condiciones mostré una acti-
vidad MMP-9 inalterada en todos los casos. Se discute la posible
inhibicién de otras enzimas hidroliticas como explicacion del efecto
anti-invasivo observado.

311. Expresion del factor de transformacion B2 (TGF-
B2) y diferencias en la respuesta a los efectos
inhibitorios de TGF-B81, B2 y B3 en adenocarci-
nomas mamarios murinos. MH Viegas, C Lanar,
M. Goin, G. Peters, M. Salatino, EH Charreau, PV

Elizalde.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Buenos
Alires.

Se estudid la expresion del mRNA de TGF-82 por Northem
blots en lineas hormono-dependientes (Hd) e independientes (HI)
de adenocarcinomas mamarios inducidos por acetato de medroxi-
progesterona (MPA) en Balb/c. Se detectaron transcriptos de 5y 6
kb en lineas HD ductales. Los niveles de TGF-B2 fueron menores
en los tumores creciendo en ratones tratados con MPA (6kb dis-
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minuciéon de 6 veces; 5Kb de 4, p<0.05, scanning de
autoradiografias de 3 experimentos). Las lineas HI ductales mos-
traron una disminucién en la expresion de TGF B2 (p<0.05) res-
pecto de las HD. Lineas lobulillares HI presentaron niveles de
TGF-B2 mRNA comparables a los de los tumores HD tratados
con MPA. Cultivos primarios de células epiteliales de tumores
HD fueron inhibidos por TGF-81, 62 y B3 (Ing/ml, ensayo de
incorporacion de *H-timidina, ¢j: Control 52434422 MPA 10nM
8765£765,TGF-B81 31204401 cpm, p<0.001). Las células
epiteliales HI lobulillares mostraron una disminucion en su sensi-
bilidad a la inhibicion por TGF-Bs siendo necesanios 10 ng/ml
para inhibirlas (p<0.05). La resistencia a TGF-8s no se debe a
disminucion en la expresion del receptor de TGF-8 tipo II (ensa-
yos de estabilizacion covalente del complejo "**I-TGF-8- recep-
tor) o amplificacion (Southern blots) o sabreexpresion de ciclinas
D1y D3 (Westemn blots) TGF-B2 actuaria como inhibidor autocrino
de la proliferacion de tumores HD. El erecimiento auténomo de
las lienas HI estaria favorecido por una disminucién en su res-
puesta a la inhibicion por TGF-8s.

312. Supresion del fenotipo melastasico inducido por
v-Ras y v-Src por una mutante negativa de RalA.
Asociacién con la expresion de fibronectina (FN)
y CD44. J.A. Aguirre Ghiso, P. Frankel, Virginia.
Ladeda,, E.F Farias, Amanda Olsen, Elisa Bal de

Kier Joffé y D.F. Foster.

Dpio. de Biol. Celular, Area Investigacién, Instituto de
Oncologia “Angel H. Roffo” U.B.A., Argeniina. Dpt.
Biological Sc., The Hunter College, City University of
New York, USA.

La transformacién con los oncogenes v-Src y v-Ras confiere
capacidad tumorigénica y metastisica y modula la expresién de
moléculas de adhesiéon como la FN y el CD44. Por otro lado se
conoce que estos oncogenes activan la via de sefalizacién de la
GTPasa RalA y fosfolipasa D (PLD). Se estudio si la via RalA/
PLD estd implicada en la capacidad metastdsica experimental y
en la regulacién de la expresion de FN y CD44. Se utilizaron célu-
las NIH3T3 transfectadas con v-Ras, v-Src o estas ultimas
cotransfectadas con S28N-Ral o pldsmido control, siendo S28N-
RalA una mutante dominante negativa de RalA. Mediante Westem
blot se observé una reduccién significativa de la expresion de FN
yun aumento de CD44 en las células v-Ras o v-Sre. La coexpresién
de S28N-RalA con ambos oncogenes restablecio la expresion de
FN observada cn las células NIH3T3 control. Asimismo esta
mutante anulé completamente la sobreexpresién de CD44 induci-
da por los dos oncogences. Las células v-Ras o v-Ras-S28N-Ral
2x10°® cél/animal, n=10) y v-Src o v-Src-S28N-RalA (3 x10° cél/
animal, n=10) se inyectaron i.v. en ratones BALB/c y a los 21 dias
se contaron las colonias pulmonares. Resultados: mediana (ran-
go), (incidencia); NIH: 0 (0-0), (0%); v-Ras: 7 (0-31), (90%); v-
Ras-S28N-RalA: 0 (0-2), (14%); v-Src: 3 (0-15), (100%); v-Src-
S28N-RalA: 0 (0-0) (0%). Demostramos que ¢l bloqueo de la via
de RalA bloquea completamente la capacidad metastdsica experi-
mental inducida por v-Ras y v-Src. Ademds, dicha via mediaria la
seiial dependicnte de estos oncogenes, que Lleva a la disminucidn
de FN o al aumento de CD44.

Obtencién de una linea celular murina de adeno-
carcinomas de mama, eslimulablne por
progestagenos. C. Lanari, | Luthy, A.Molinolo,

313.
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Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Buenos
Aires.

Con el fin de desarrollar lineas celulares epiteliales estables,
cuyo crecimiento fuera dependiente o respondedor a
progestdgenos, se utilizé ¢l adenocarcinoma ductal murino
C4-HD, que ¢s mantenido por pasajes singeneicos. Este tumor
fue inducido por acetato de medroxiprogesterona, tiene un patrén
de crecimiento dependiente de progestdgenos in vivo y expresa
receptores de estrégeno (RE) y progesterona (RP). Entre las nu-
merosas estrategias que se utilizaron para generar la linea, la mis
exitosa fue ¢l uso del medio de cultivo DMEM F12, suplementa-
do con 10% de SFB, tiroxina 10 nM, glutamina 2 mM, cortisol
0,3 pM e insulina 2 pg/ml. Luego de 2 meses de un cultivo esta-
cionario en el repique 3, se observaron alteraciones de la
morfologia, como la formacién de numerosos sincicios asociados
a un incremento significativo de la proliferacion. Retrospectiva-
mente se puede considerar este momento como el de estableci-
miento de la linea. A partir del 5to. repique los cultivos se
tripsinizan una vez por semana. Actualmente, ya en el repique 25,
las células muestran un fenotipo estable y puro, con el tipico pa-
tron de crecimiento epitelial, una gran capacidad proliferativa,
expresan RE y RP (técnicas bioquimicas e inmunchistoquimica)
y son estimulables con MPA (*H-timidina) (Ej. control:
11770£1652, MPA 10nM: 49620%12150). En nuestro conocimien-
to esta es la primera linea celular de cdncer de mama murino RE
(1) y RP(1), que responde a progestigenos.

314. Accién agonista de la mifepristona (RU486) en
una linea celular de adenocarcinomas mamarios
murinos. C. Lanari, C. Lamb, E. Pagano , L.

Helguero , V. Fabris , M. Montecchia, A Molinolo.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Buenos
Aires.

Recientemente desarrollamos una linea celular derivada de
un adenocarcinoma mamario murino inducido por
medroxiprogesterona, que expresa receptores de estrogeno (RE)
y progesterona (RP) y es estimulable con progestigenos. El obje-
tivo de este trabajo fue comparar pardmetros de los cultivos pri-
marios con los de la linea celular, especialmente la evaluacién del
rol del RP en la proliferacidn. La linea se cultivo en presencia de
5% de SFB adsorbido con carbdn activado, y se evalud la capaci-
dad del antiprogestigeno mifepristona (MFP) para inhibir la pro-
liferacién de cultivos primario y de la linea en su pasaje 17, utili-
zando incorporacién de *H-timidina. Mientras que la MFP inhibi6
la proliferacién en todo el rango de concentraciones evaluadas
(10°-10") en los cultivos primarios, en la linea celular estimuld
significativamente la proliferacion celular (Ej. control:
117701652, MFP [0nM: 49960+2240cpm). Los datos bibliogrd-
ficos sugeririan que en este caso, la MFP podria estar ejerciendo
un efecto agonista por activacion del RP a través de la via del
AMPc.
315. Receptores de progesterona y crecimiento tu-
moral en cancer de mama murino. C. Lamb. M.
Montecchia, A.Molinolo, C. Lanari.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Buenos
Aires.

En trabajos previos demostramos que lineas tumorales in vivo
de adenocarcinomas mamarios murinos inducidos por acetato de
medroxiprogesterona (MPA) que expresan receptares de
estrégenos (RE) y progesterona (RP( retrogradan con tratamiento
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con antiprogestigenos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
rol del RP en el crecimiento de tumores progestigeno-dependicn-
tes (PD) ¢ indpendientes (PI). Se evalud la capacidad de
oligonucledtidos antisentido del RP (asRP) que incluyen el codén
de iniciacion de la isoforma A, de inhibir la proliferacion celular
de cultivos primarios del tumor 592-HI(PI) y de cultivos PD (C4-
HD) estimulados con 10nM MPA 6 bEGF (100ng/ml). Los asRP
(20-0.6 pg/ml), inhibieron la incorporacion de *H-timidina de cé-
lulas epiteliales 592-HI y C4-1HD estimuladas con MPA (Ej. 592-
HI control:1591£325, con 0.8pg/ml:1124£161 con 0.8ug/
ml:1585+147 cpm) y no alteraron la proliferacion de células
epiteliales C4-HD estimuladas con bFGF. Como control se usa-
ron oligonucledtidos sentido del RP, que sélo inhibieron en forma
inespecifica en la concentracién mas alta. Se concluye que el RP
estd involucrado en el crecmiento aparentemente auténomo de los
tumores PI y que la via de estimulacion del bFGF no estaria
interactuando con los RP.

316. Terapia Fotodinamica en un adenocarcinoma
murino con acido 5-aminolevilico tépico e
intratumoral Adriana Casas*, H. Fukuda®, R.

Meiss** & A. M. del C. Batlle®.

*Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias
(CIPYP), CONICET-UBA.; ** Departamento de Pato-
logia, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires.

Uulizando las porfirinas sintetizadas a partir de dcido 5-
aminoleviilico (ALA) aplicado localmente sobre el tejido tumo-
ral, evaluamos la efectividad del tratamiento fotodinimico (TFD).
Se administréo ALA por via intratumoral (i.t.) (30 mg/cm? tumor)
o topica (crema al 20%) a ratones portadores del adenocarcionoma
mamario M2. La acumulacién de porfirinas fue mis eficiente con
la viai.t. , alcanzando 2,3 + 0,7 pg/g tejido. Para ambas formas
de administracion el tiempo dptimo para la irradiacién se encon-
tré entre las 2 y las 4 hs post-ALA. Se estudio la respuesta tumo-
ral mediante el andlisis de las curvas de crecimiento, indices de
efectividad e histologia. La reduccion del volumen tumoral pro-
medio fue a las 24 hs post-tratamiento del 44% para la via tpica
y del 57% para la it, y del 66 y 63% respectivamente a las 48 hs.
Cuando se practicaron sucesivas aplicaciones de TFD, la respues-
1a se mantuvo constante, demostrando la ausencia de resistencia.
Se observo ademads la aparicién de zonas necrdticas, ulceracion y
formacion de escaras en los tumores tratados. El hallazgo mi-
croscopico mas llamativo fue la induccion del proceso apoptético
en un gran porcentaje de células tumorales y la ausencia de res-
puesta inflamatoria celular. Los resultados indican que la via i.t.
es la mas adecuada para el tratamiento de tumores de mayor volu-
men, y la tépica para los mds pequeiias.

Sensibilidad a antraciclinas en unalinea celular
de carcinoma de colon con alta expresién de la
glicoproteina gp170. G. A. Ldpez!, Laura Vargas
Roig?, R. Gude'?, D. R. Ciocca?, R. D. Bonlfil'.

317.

' ab. Fundacién de Investigacién del Cdncer en
CEFYBO, Buenos Aires ; *Lab. Reproduccién y Lactancia
del CRICYT, Mendoza ; *Cancer Research Institute,

Mumbai, India.

El aumento de la expresion de la glicoproteina gp'vl70: bomba
de cflujo ATP-dependiente que actia cxpulsando del interior de la
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célula a diferentes faimacos antineopldsicos, suele estar asociado
aun fenotipo resistente a multidrogas en diversos tumores malig-
nos. Nosolros gencramos in vitre la linea resistente a
cpidoxorubicina (Epi) HCT15-EDR a partir de la linea celular de
carcinoma de colon humana HCTI15. Al comparar la
quimiosensibilidad a Epi de HCT15-EDR con la de HCTI15, ob-
servamos que la primera era mas de 100 veces mas resistente a la
droga que la linea original, en funcién de su concentracién
inhibitoria 50 (IC,). Con cl objeto de analizar la expresién de
gpl70¢n las lincas sensible y resistente a Epi, con la intencién de
explicar la resistencia adquirida, ambos tipos de células fueron
analizadas por inmunohistoquimica utilizando anticuerpos
monoclonales contra gp170. La expresion de la glicoproteina se
hallé expresada en ambos casos en alto grado (Intensidad: 3 [alta],
proporcién: 4 [ >66 % células inmunoteiidas]), no mostrando di-
ferencias estadisticas significativas entre cllas. Estos resultados
sugieren que cl simple estudio de la expresion de gp170 no basta
para ascgurar la resistencia/sensibilidad de las células tumorales a
los agentes quimioteripicos.

318.  Efecto citotéxico de alcaloides purificados del
tunicado Aplidium meridianum. Lydia Puricelli, J
Palermo, Laura Hernandez Franco, Alicia Seldes,

Elisa Bal de Kier Joffé.

Instituto de Oncologia “A. H. Roffo” y Departamento
Quimica Biolégica FCEyN (UB/), Buenos Aires..

En oncologia es importante hallar nuevas drogas que com-
plementen ¢l efecto citotéxico de las tradicionales y/o que afiadan
nuevos efectos. Estudiamos la actividad citotdxica de 5 compo-
nentes purificados de una familia de alcaloides indélicos
sustituidos con un anillo de 2-amino-pirimidina, 4 de ellos
bromados, aislados del tunicado Aplidiunt meridianum (PM 215-
305 Da). Lineas celulares humanas y murinas fueron tratadas con
los compuestos (InM-100uM). A las 72h se cuantificé la activi-
dad metabdlica mitocondrial como medida de viabilidad. El ini-
co alcaloide no bromado no mostré actividad citotdxica. Los otros
alcaloide presentaron alta citotoxicidad sobre la linea Hep-2 (car-
cinoma de laringe humano), con una DC50 entre 1,15y 7,3 uM,
scglin la posicion del Br. Estos compuestos presentaron una DC50
basta 20 veces mayor (entre 22,3 y 37,2 uM) sobre la linea diploide
normal humana PTP. La linea LMM3 (tumor mamario murino)
resulté menos sensible que las células tumorales humanas (DC50
entre 33,9 y 9,3). El efecto fue dependiente de la dosis y del tiem-
po. Los compuestos inducen apoptosis (naranja de acridina) y la
células en fase S fueron las mds susceptibles (citometria de flujo).
Mediante un ensayo de desplazamiento del colorante verde de
metilo no se pudo detectar interaccion de los compuestos con el
ADN. Estos alcaloides indolicos bromados poseen alta actividad
citotoxica que los hace potencialmente utiles como drogas
antitumorales.

Induccién de alteraciones en el ciclo celular en
el tumor secundario LB inhibido por resistencia
concomitante. M Franco, PD di Gianni, OD
Bustuoabad, MI Piazzon, RA Ruggiero.

319.

Divisién Medicina Experimental., Instituto de
Investigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional de
Medicina de Buenos Aires.
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La resistencia concomitante (RC) es la inhibicién del creci-
miento de un segundo implante tumoral en un individuo portador
de un tumor primario. Con el fin de conocer los mecanismos a
nivel celular de la RC nos preguntamos si la RC estaba asociada
aalteraciones en la distribucién en el ciclo celular. Las células del
tumor secundario LB inhibido por RC ¢n ratones BALB/c fueron
extraidas y tenidas con ioduro de propidio y su distribucién en ¢l
ciclo celular fue estudiada mediante citofluorometria de flujo. El
tumor secundario LB inhibido por RC presenté alteraciones
citocinéticas con respecto al grupo control, con aumento de la frac-
cion S y disminucién de la poblacién en fase G2-M , siendo ésta su
distnbucion: Go-G,: 66.7 + 1.4, S: 29.7 + 0.6 (P<0.001), G:-M:
3.5+ 1.3 (P<0.001) ( control: Go-G,: 75.6 +3.9; S:10.9 +4.9 ,
G:-M: 9.8 + 1.1) (n:7). Alteraciones similares fueron halladas en
células LB incubadas in virro con sucro decomplementado de ra-
tones portadores de LB, cuya actividad inhibitoria habia sido de-
mostrada anteriormente cn asociacion con la RC. La RC estaria
ligada a cambios citocinéticos que podrian deberse a un retardo
enlafase S y una accién similar seria ejercida i vitro por factores
antitumorales derivados del suero.

320. Expresion de CD44 en tumores cerebrales.
Virgina Ladeda, Ana Morandi, Stella Ranuncolo,
Mirta Varela, J. M. Lastiri, Guadalupe Pallotta, Elisa

Bal de Kier Joffé, Elena Matos, Lydia Puricelli.

Instituta de Oncolagia “A.H.Roffo" y Hospital Italiano,
Buenos Aires.

Los tumores cerebrales, aunque raramente dan metdstasis, son
altamente invasivos. El dcido hialurénico (AH), principal compo-
nente de la matriz extracelular del parénquima cerebral, podria
modular la mvasion celular. El receptor de AH, CD44, participa
en procesos de migracion celular. CD44 existe en la forma estindar
(CD44s) y como variantes (CD44v) de mayor peso molecular, En
algunos tumores se correlaciond la expresion de dichas variantes
con la capacidad metastdsica. En este trabajo hemos analizado
por inmunohistoquimica, la expresion de CD44s, v3, v4/5 y v6 en
34 tumores cerebrales. En el tejido cerebral peritumoral, los
astrocitos mostraron positividad leve a nivel de membrana. En el
caso de los tumores cerebrales, se observd alta expresion de CD44s
(mas del 70% de las células) en ¢l 93% de los glioblastomas mul-
uformes (13/14), en el 60% (3/5) de los astrocitomas anaplisicos
y en el 50% (4/8) de los astrocitomas de bajo grado. Este incre-
mento de expresion de CD44S se asocio linealmente con el grado
de agresividad de Burger (Test MH para asociacion lineal, p<0.01).
Todos los ependimomas (4/4), de bajo grado de malignidad, mos-
traron alta expresion de CD44s, mientras que los medulo-
blastomas, tumores indifereciados y agresivos, mostraron nada o
muy escasa tincion (3/3). No se detectd expresion de las variantes
en ninguna de las muestras analizadas.

Expresion y funcion del recepetor CD44 en una
linea celular tumoral murina. Virginia Ladeda,
Aguirre Ghiso J., Elisa Bal de Kier Joffé.

321.

Instituto de Oncologia “A.H. Roffo ", Buenaos Aires.

Evidencias experimentales sugicren que CD44, receptor del
dcido hialurénico, estd involucrado en procesos de invasién y
metdstasis. Hemos estudiado la funcién, expresién y distribucién
de CD44, en una linea celular tumoral mamaria murina, F311,
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con alta capacidad invasiva y metastisica. Mediante western blot
(WB) demostramos que las células F311 expresan niveles mas
altos de CD44 que células mamarias normales murinas. Por
inmunocitoquimica, se abservo que en etapas tempranas de la
extension celular (spreading), CD44 se localiza en forma continua
en la membrana plasmdtica. En estadios mds avanzados del
spreading, la tincidn solo se localiza en zonas inter-lamelares y en
los polos de retraccion, siendo practicamente nula al completar el
spreading (confirmado por WB). Al incubar las células F311 con
un anticuerpo monoclonal anti-CD44, la adhesién a los 60 minu-
tos fue inhibida en un 74%, el spreading a los 180 min se redujo
enun 75% y la migracién en cimaras Transwell presentd una in-
hibicién del 64%. El tratamiento de células F311 con ésteres de
forbol o dcido fosfatidico, aumentd la expresién de CD44. Esto
sugiere que tanto PKC como PLD regularian la expresion de CD44.
Estos resultados demuestran que CD44 tiene un importante rol
durante la adhesion, spreading y migracidn de células tumorales.

322. Mortalidad por cancer de mama (CM) en 1977-
81y 1988-92 en Rosario. Asociacién con facto-
res socio-economicos. Maria S Dagatti, Stella M

Pezzotto, Leonor Poletto.
Inst. Inmunologia, Fac. Medicina, UNR. Rosario.

Objetivo: Estudiar la evolucién de la mortalidad por CM en
Rosarioy sus dreas censales. Métodos: Se revisaron los certificados
de defuncién de todas las mujeres fallecidas durante los quinquenios
1977-81 y 1988-92. Se calcularon las tasas de mortalidad (TM) es-
pecificas por edad y ajustadas por edad (TMA), para la ciudad y sus
dreas censales. Resultados: La TMA fue 35.6%. para el periodo
1977-81 y 38.2% para 1988-92. Las dreas de mas alto nivel de
vida presentaron TMA similares a las del periodo anterior. En las
dreas mas carenciadas se dieron imporantes incrementos. Ejem-
plo: Area 2% TMA 1977-81: 30%e0, TMA 1988-92: 31 %0, Tasa
de Fentilidad (TF): 35%, Poblacién con necesidades bdsicas insatis-
fechas (NBI): 6%. Desnutricién crdnica (% de nifios de 6 afios con
retardo en ¢l crecimiento: DC): 3%, Poblacién con estudios univer-
sitarios (UNI): 23%. Arca 21%: TMA 1977-81: 18%., TMA 1988-
92: 44% ., TF: 42%, NBI: 27%, DC: 7%, UNI: 2%. Conclusion:
La TM por CM para Rosario aument6 ligeramente. Los mayores
incrementos se encontraron en las dreas mds pobres.

Efecto del agonista o;-adrenérgico Clonidina en
células de cancer de mama humano MCF-7 en
cultivo. Stella Maris Vazquez, O. Pignataro, Isabela
Laty.

IBYME, Conicet, Buenos Aires.

323.

Habiamos descripto que células de ciancer mamario humano
MCF-7 en cultivo responden a catecolaminas aumentando la incor-
poracion de Timidina tritiada. El objeto de este trabajo fue corro-
borar si este efecto era o;-adrenérgico mediante un agonista espe-
cifico y el acoplamiento a una disminucién de cAMP. Las células
(5000/pozo) fueron tratadas durante 3 dias con concentraciones
crecientes de Clonidina (Clo). Ademis concentraciones crecien-
tes de Prazosin (Pra,antagonista ¢;-adrenérgico) o Yohimbina (Yo,
antagonista dt:-adrenérgico) fueron incubados en presencia de Clo
5 pM. Se midi6 incorporacién de Timidina tritiada, También 30.000
células fueron sembradas e incubadas en las mismas condiciones,
para medir los niveles de cAMP estimulados con Forskolina por
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RIA. El agonista especifico Clo provocé un aumento significati-
vo de la incorporacion de Timidina (Clo 30 pM : 4517 £ 118 cpm
vs C: 3524 + 87,7 p<0,001) con un EDsp de 0,138 pM. Pra revirtio
dicha estimulacion conun EDsdel 35,5 pM, mientras que Yo con
un EDsode 4,17 pM. Cuando se midieron los valores de cAMP
estimulados por forskolina, Clo | pM provocd una significativa
disminucion del contenido de cAMP (166 * 43,2 vs 449 + 57,6
pmol/ 10* células; p<0,001), revirtiéndose dicho efecto por Yo 5
MM (349 + 60,8, NS respecto del control), mas no por Pra. Por lo
tanto mediante ¢l agonista especifico y mveles de cAMP se con-
firmé que el efecto estimulatorio ¢s ax-adrenérgico.

324. Asociaciones teloméricas (TAS) en patlologlas
con predisposicion al desarrollo neoplasico.
Alejandra Cottliar, Ariela Fundia, JC Gémez, Alicia
Sambuelli, C. Moran, Irma Slavutsky.

IIHEMA Academia Nac. de Medicina, Hosp. Udaondo,
Buenos Aires.

Se¢ denomina TAS a la fusion de los extremos de dos o mas
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cromosomas, sin pérdida visible de material genético, siendo
consideradas como un fenémeno de instabilidad cromosdmica.
En este trabajo se analizé la presencia de TAS en 2 patologias con
predisposicion al desarrollo neopldsico: colitis ulcerosa (CU) (10)
y pancreatitis cronica (PC) (7) y en 8 controles (C). Se efectud
cultivo de linfocitos de sangre periférica en medio F-10
suplementado con 15% de sucro fetal bovino y fitohemaglutinina,
a 37°C durante 72 hs. Se analizaron 100 células por individuo,
evaluindose el nimero de TAS y el nimero de células con TAS.
El andlisis estadistico se efectud con el test de Kruskal-Wallis. El
nimero de TAS fue de 10,90£2,43 en CU y de 8,861+2,28 en PC,
ambos significativamente aumentados respecto de los C
(1,1240,44) (p<0,002). Se observé un incremento significativo en
cl niimero de células con TAS: 8,40*1,63 para CU y 7,71+1,93
para PC, respecto de los C: 0,87+0,87 (p<0,001). Fueron mds
frecuentes las TAS de simple cromatide: 96,44% en CU y 94,78%
en PC, siendo los cromosomas mds implicados: 5, 11 y 16 para
CUy 2,9y 20 para PC. Estos resultados indican la presencia de
inestabilidad cromosdmica en estos pacientes, que podria estar
relacionada con la incidencia aumentada de desarrollo neoplasico
asociada a estas patologias.
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325.  Efecto del péptido auricular natriurético (ANP)
sobre la actividad oxido nitrico (NO) sintetasa
en el intestino de rata. L. Gonz4lez Bosc’, F.
Capani!, J.J. Lépez-Costal, M. Ortiz*, N Vidal* y J.

Pecci Saavedral

(Biol. Cel. Histol., Medicina y *Biol. Cel. Histol., Farm.
y Biog., UBA, Buenos Aires.

El ANP aumenta la produccién de NO en cultivos primarios
de células de tibulo proximal humano. El azul de metileno inhibe
la accién del ANP sobre la absorcién intestinal de sodio y glucosa
in vitre y recientemente se ha considerado que el NO juega un
papel importante en el control del flujo sanguineo y el transporte
iénico en el tracto gastrointestinal. El objetivo de este estudio fue
verificar si el ANP modifica la actividad de la NO sintetasa en el
intestino delgado (ID). Se realizaron experimentos in vitro ¢ in
vivo. In vitro: Se extrajeron tres segmentos de ID. Se dividieron
en tres grupos que se incubaron en: Krebs solo, con 1pM ANP o
con ImM de L-NAME y 1uM ANP, a 37°C durante 10min.. /n
vivo: se infundié durante 30min ANP (0.2pg/Kg/min) o solucién
fisiolégica a ratas anestesiadas, y se les extrajo un segmento de
ID. Todos los segmentos se fijaron en paraformaldehido 4%, se
congelaron a -20°C y se cortaron con un cridstato. Los cortes fue-
ron procesados con el método histoquimico para la NADPH-
diaforasa. La visualizacién, medicién de DO y fotografia se reali-
zaron con un microscopio Zeiss Axiophot. /n vitro: (n=20)
DOcontrol = 0.291£0.005, ANP= 0.397+0.008 (p<0.001 vs con-
trol, NAME+ANP) y NAME+ANP (n=10)=0.296+0.008. In vivo:
(n=20)DOcontrol=0.49+0.02 y ANP= 0.95+0.05 (p<0.0001). Se
observa una mayor reactividad en los tejidos tratados con ANP
que en los controles. Estos resultados muestran que el ANP au-
menta la produccién de NO y sugieren que el mismo podria serun
segundo mensajero o intermediario de la accién del ANP sobre el
transporte iénico epitelial.

Buscando el sitio de accién del cAMP en
sinapsis neuromuscular de mamifero. Adriana
Losavio, S. Muchnik.

326.

Instituro de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari.
UBA, Buenos Aires.

En trabajos anteriores hemos demostrado que en sinapsis neu-
romuscular de mamifero, tanto la aminofilina (AMIN), inhibidora
dela fosfodiesterasa, como el 8-Br-cAMP, aumentan la frecuencia
de los potenciales de placa miniatura ((IMEPPs) mds del 100 %,
sugiriendo una accién presindptica, aunque el sitio preciso todavia
no estd aclarado. Una posibilidad es que esa facilitacién estuviese
vinculada a la activacién de una proteinkinasa A<AMP (PKA)
asociada alos canales de calcio voltaje-dependientes (CCVD) que
intervienen en la liberacién espontdnea de ACh. En preparaciones
frénico-diafragma de ratas se investigé el efecto de 1 mM AMIN
en condiciones donde el influjo de Ca** a través de los CCVD no
fuera posible: A) en 0Ca?"-EGTA 1 mM; B) en Cd** 100puM,
bloqueante universal de los CCVD. En A se observé una
disminucién (4 de fMEPPs del 68.0£7.7 % con respecto a los
valores en Ringer normal, mientras que el aumento (T de fMEPPs
por AMIN en 0Ca**-EGTA fue sélo del 14.9£11.0 %, n=4. Para
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determinar si este resultado se debia a una disminucién de la
[Ca2+]i como consecuencia del eflujo de Ca?* por inversién de su
gradiente, se comparé el % | de fMEPPs en 0Ca*-EGTA
(68.0£7.7, n=4) con el % 1 de IMEPPs en 0Ca**-EGTA luego que
los CCVD fueran bloqueados por Cd** (58.5+1.5, n=4, p<0.05).
Los resultados en B fueron: % lde fMEPPs en Cd?* 47.140.1, %
T de IMEPPs por AMIN en Cd** 187.3+19.3, n=3. Estos resultados
sugieren que la activacién presindptica de la PKA facilita el proceso
secretorio principalmente en un paso m4s alld de los CCVD, siendo
para ello necesario una [Ca®*]i adecuada.

327. Efiujo de K activado por cafeina en musculo

esquelético. R. A.Venosa, A.Hoya, M. C. Abel.

Centro de Investigaciones Cardiovasculares. Facultad de
C. Médicas, UNLP, La Plata.

Hemos encontrado que la aplicacién de cafeina (3-4 mM) al
musculo esquelético de rana genera un marcado incremento en el
cflujo de K (Aky). Se usaron sartorios apareados y K comotrazador.
El efecto tiene las siguientes caracteristicas: 1) es producido por el
aumento del Ca citosélico ([Ca];) liberado por el reticulo
sarcopldsmico; 2) El bloqueo de canales de K dependientes de Ca
de alta conductancia (BKc,) por caribdotoxina (23 nM), redujo Akx
en un 22 %; 3) tolbutamida (800 tM), un inhibidor de los canales
de K dependientes de ATP (Kare), disminuy6 Akx en un 23 %; Ba,
un bloqueador de la mayorfa de los canales de K, no impidi6 Akx;
4) La ausencia de Na en el medio extemo redujo Akx en un 40 %; 5)
amiloride (5 mM) inhibié mds del 50 % de Akx Conclusién: el
incremento de [Ca]; por liberacién de Ca del reticulo sarcopldsmico
inducido por cafeina, genera un Akx que representa la activacién de
dos canales de K (BKe, y Kare) y de un proceso dependiente de
[Na]. e inhibible por amiloride que podria ser parte del
intercambiador Na/Ca.

Permeabilidad al ion cloruro en fibras muscula-
res de anfibio en presencia de DIDS. C.F. Kusnier,
B.A.Kotsias.

328.

Instituto A. Lanari, UBA, Buenos Aires.

Se realizaron mediciones de potencial de membrana (Vm en
fasciculos de miisculo semitendinosoy de corriente de Cl- (IC1) en
fibras de msculo Jumbrical de sapo con voltage clamp. El propé-
sito fue conocer en mas detalle la permeabilidad al Cl° con la
ayuda de DIDS, un bloqueante utilizado en otras preparaciones.
Para las mediciones de Ve, las fibras fueron equilibradas en 136
mM de K* con SO4* como principal anién y luego expuestas por
2-4 min y sucesivamente a diferentes soluciones con Cs* en lugar
de K*. Se obtuvieron hiperpolarizaciones en las soluciones con
Cs* con el agregado de 40 mM de NaCH,SOs, 40 NaNO, y 40 de
NaCl, evidenciando cada hiperpalarizacién los valores relativos
de permeabilidad (p) delién reemplazante respecto a la del K*
(SD, n=24). En Cs-NaCH,SO;, V.=-42(16mV, pCs/pK=0.27;
Cs-NaNO;, Vm=-63+ 8 mV, pNOVpK=4.5; Cs-NaCl -80+9 mV,
PCUpK=12. Pudimos comprobar que DIDS (1 mM) afectaba la
PClya que Vm en Cs-NaCl sélo alcanzé los -66 +11 mV , pCV
PK=5.5, sin afectar los valores obtenidos con otros jones. En
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concordancia con este dato, 1 mM DIDS redujo las ICl en res-
puesta a pulsos de comando hiperpolarizantes de -18a-111mV
(holding potential =-5mV). Asi laICl inicial en respucsta aun
pulsode -111 mV fuec -60+6 y 42110 pA/em?® (SD, n=4) para la
solucién control y DIDS respectivamente.

Manifestacién eléctrica del intercambiador Na-
Ca INC) en fibras musculares esqueléticas de
anfibio. B. A. Kotsias, R.A.Venosa.

329.

Instituto A. Lanari. UBA y Cdtedra de Fisiologia, Fac.
Medicina, La Plata.

El objetivo de este trabajo ¢s ¢l de medirla corriente eléctrica
del INC que puede ser activado aumentando la [Ca]icon cafeina.
Estadroga (4 mM)despolariza 10mYV a las fibras en Ringer con-
trol y 30mV en 0 Cl- sicndo estos efectos bloqueados por 0 Na*
o Ni** (5 mM). Esto sugiere que la despolarizacién es generada
por ¢l INC en medo forward (Ca; x Na,) con un cociente Na/Ca
>2. Para las mediciones de corriente con voltaje clamp las fibras
fueron expuestas a 0 CI' y anuladas las conductancias de Ca®’,
Na*, K* y actividad de bomba Na-K con nifedipina, TTX , 3-4
DAP y ouabaina. Para disminuirla actividad mecdnica por cafeina,
sc agregd S mM de BDM, una droga que reduce enun 50 % la
respuesta muscular. El holding potential (HP) fue -60 mV,
asegurando cl modo forward del INC. La cafeina increment6 la
corriente basal (pA/em?) en 3.910.6 (SE, n=8), valor que fue dc
1.410.3 enONa* (n=8,p <0.0018)y 2.3%1.4 en 5 mM amiloride
(n=10, p <0.025). La corriente estimada en las despolarizaciones
por cafeina (1.7 pA/em?) es muy parecida a la fraccién sensible a
amiloride de la corriente generada por la cafeina medida con
voltage clamp. La dependencia con el Na' externo de la
despolarizacidn y del aumento en la corriente basal por la cafeina
indican que cstos fenémenos son la expresion del INC en fibras
cntcras.

330. Metabolismo celular del ejercicio y la fatiga mus-

cular. |.Gigli, A.Aguero, L.E. Bussmann.

Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA. Instituto de
Biologia y Medicina Experimental, Buenos Aires.

La fatiga muscular es una de las patologias mds frecuentes en
los cquinos deportivos. El objetivo del trabajo fue estudiar las
modificaciones de distintos pardmetros bioquimicos producidos
por el ejercicio. Se utilizaron ratas Sprague Dawley sometidas a
un protocolo de entrenamiento (treadmill). Los animales fueron
divididos al azar en grupo control, corridos durante 90 min. y has-
1a el agotamiento. Los musculos gastrocnemios fucron resecados
dentro de los 2 minutos del sacrificio, y las muestras para deter-
minacién de metabolitos, inmediatamente congeladas en N, liqui-
do. Se dosaron las enzimas séricas CPK y AST, consideradas in-
dicadores de lesién muscular. Se determinaron actividad ATPasa
Ca**- Mg** dependiente y caplacién y liberacion de Ca'™ por el
reticulo sarcoplismico en homogenato. Para la determinacién del
consumo de oxigeno se utilizé la fraccién mitocondrial. Se obser-
varon diferencias significativas (p<0.05) en la liberacién de Ca'*
(control: 3,12+0,11 pmol min. -1 g-1; agotados: 2,02 0,12 pmol
min.”! g?), mientras que en la respiracién mitocondrial luego de
90 min. de ejercicio, se encontraron diferencias en el estado 3
{control 0,41840,03 pat O min’mg*vs. 0,19410,03 pat O min-
1mg-1). Esto sugicre una alteracién en la funcién mitocondrial
previa a los cambios en el transporte de Ca** del reticulo
sarcopldsmico.
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331. Efecto de la Endotelina-3 (ET-3) sobre el trans-
porte intestinal de iones. M. Majowicz®, L.
Gonzéalez Bosc*, M. Costa®, M. Ortiz*, A.

Balaszczuk®, C. Arranz” y N. Vidal®.

Cidtedras de Bialo:r;fa Cel. e Histol * y de Fisiologfa". Fac.
de Fcia. y Bioq. UBA. PROSIVAD-CONICET, Buenos

Aires.

En estudios previos in vive se demostré que la infusidn de
ET-3 (50ng/Kg/min) en ratas expandidas al 10% de su peso cor-
poral revierte ¢l efecto provocado por la expansién de volumen
sobre la secrecién de cloruro; mientras que en ratas controles no
produce ningiin efecto. El objetivo de este trabajo fue: 1) estudiar
si la ET-3 posce algtin efecto sobre ¢l transporte idnico a través
del epitelio del intestino delgado de rata in vitro; y posteriormen-
te, 2) determinar sobre qué transporte/s idnico/s actia especifica-
mente la ET-3. Para ello se utilizé latécnica de clampeo de volta-
je en cdmara de Ussing. La adicién al lado seroso del tejido de ET-
3 12pM disminuy6un 33.5414.3% la diferencia de potencial (DP)
(p<.05) y un 20.9+5.8% la corriente de cortocircuito (Isc) (p<0.05)
sin modificar la conductancia (G). Para comprobar si este cfecto
sc debia a una disminucién de la absorcién de sodio mediada por
la inhibicién del cotransporte sodio-glucosa (SGLT), se utilizé
Floridzina (Phlz), un inhibidor especifico del SGLT. Al agregar
ET-3 al tejido pretratado con Phlz, se observé que disminuyé un
23.7+2.4% la DP (p<0.05), sin cambios en la Isc ni en la G (n=6).
Estos resultados sugicren que la ET-3 in vitro inhibiria, al menos
cn parte, al SGLT, y que afectaria ademds algin otro mecanismo
de transporte i6nico del epitelio intestinal; posiblemente la
permeabilidad de la via paracelular.

332. Analisis cinético del intercambiador Na/Li en
eritrocitos de adolescentes normales con o sin
antecesores hipertensos. Raquel E. Serrani,
Susana Lioi, Beatriz Tamagno, Teresa Fraix, D.

Taborda y J.L.Corchs.

Fisiologfa Humana, Fac. Cs. Médicas y Bioq. Clinica,
Fac. Cs. Biog.y Farm., UNR, Rosario.

Ha sido refcrido que alteraciones del mecanismo de
intercambio Na/Li se hallarfan relacionadas a patologias como
hiperiension arterial y diabetes mellitus insulino-dependiente con
resgo de desarrollar hipertension. A efecto de determinar si es
posible detcctar algiin parimetro cinético de este mecanismo de
transporte que estuviese precozmente modificado, se determiné
en entrocitos de adolescentes normotensos no hiperreactivos eflujo
de Li en funcién de la concentracién de sodio extracelular. La
cinética de aclivacién se ajusté por funciones hiperbdlicas,
detemindndose valores de Km (mM) y Vméx (mmoles/l cél. h).
Se discriminaron 2 grupos segtin la ausencia (a) o la presencia (p)
de antccedentes de hipertensién cn antecesores inmediatos y
mediatos. Los valores de Km (6.9410.79 (a) y de 3.8510.97 (b)
difiricron significativamente, p<0.001). No difirieron
significativamente (p <0.05) los valores de Vmix (0.42 £0.11 (a)
y 0.67 + 0.04 (b)). El pardmetro intensivo Km se encucntra
modificado en normotensos no hiperreactivos con antecedentes
de hipertensién arterial (progenitores inmediatos y mediatos).
Debido al hecho de que este parimetro depende de factores
hereditarios, se sugiere que podria ser considerado como indice
de riesgo de desarrollo de hipertensién esencial.  El pardmetro
extensivo Vm4x, sensible a factores medioambientales (celulares)
se encontraria alterado (en pacientes con esta patologfa ya
desarrollada) como producto del proceso patolégico “‘per se’ yno
de factores hereditarios.



333. Efectos de la exposicién crénica a elevados ni-
veles de hormona de crecimiento (GH) sobre el
numero y la autofosforilacion del receptor de
insulina (IR) : rol de la hiperinsulinemia. Fernan-

do Dominici, A. Balbis, D Turyn.

IQUIFIB, Departamento de Quimica Biolégica, Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, UBA, Buenos Aires.

Se investigd el mecanismo por el cual la exposicién crénica a
clevados niveles de GH onigina resistencia a la accién de la insulina
(Ins), usando ratones transgénicos para GH. Los mismos eviden-
cian resistencia a la accién de la insulina indicada por glucemia
normal junto con hiperinsulinemia. Se detecté una disminucién
del 35y 40% en el nimero de receptores de insulina (IR) hepiti-
cos (IR expresados en membrana y totales respectivamente). Por
el contrario, en higado se detecté un aumento del 54% en la acti-
vidad de autofosforilacién de los IR. Pam determinar si dichas
alieraciones son consecuencia de un efecto directo de la exposi-
cién cronica a elevados niveles de GH o son secundarias a la
hiperinsulinemia inducida por GH, se disminuyeron los niveles
circulantes de Ins mediante tratamiento con streptozotocina (STZ),
o exposicion a un ayuno de 48 hs. Luego de dichos tratamientos.
los niveles de GH permanecieron elevados; mientras que el nime-
ro de IR hepiticos aumento hasta valores similares (ayuno), o in-
cluso superiores a los nomales (tratamiento con STZ). De similar
modo, la actividad de autofosforilacién de los IR se normalizé
luego del tratamiento con STZ, y se redujo a valores menores a
los normales luego del ayuno. Los resultados indican que las alte-
raciones observadas son secundarias a la hiperinsulinemia.

Diferencias sexuales en la acumulacién de masa
osea por unidad de masa muscular en huma-
nos. Interpretacion biomecanica J.L.Ferretti,
R.F.Capozza, G.R.Cointry, S.L.Garcia, H.Plotkin,
Maria L.Alvarez Filgueira, J.R.Zanchetta.

334.

IDIMIFIM, Bs.As.; CEMFoC, UNR, Rosario; Fac.de
Odontologia, UBA, y CEME, Santa Fe.

El contenido mineral (TBMC, x) y la masa magra (LBM, co-
rrelativa con la masa muscular), y densitométricos del cuerpo en-
tero (DXA) se correlacionaron (p<.001) a pendiente constante de
52 g/kg en 446 varones y 645 mujeres de 2 a 83 afios. Las curvas
coincidieron para nifios y nifas, separdndose tras la pubertad a
una distancia constante de +130 g de BMC para los hombres y de
+650 g para las mujeres menstruantes respecto de los niios y ni-
fias (p<.001). En las mujeres postmenopiusicas el TBMC fue in-
termedio entre el de las premenopdusicas y el de los hombres de
igual LBM. El cociente TBMC/LBM, similar en nifios y nifias,
creci6 en las mujeres respecto de los hombres de igual edad hasta
la menopausia (p<.001); luego ambos sexos se igualaron. Esto
sugiere que la masa Gsea estd determinada por la masa muscular
durante toda la vida, en forma similar en nifios y nifias; pero que
durante la vida sexual se acumula mds hueso por unidad de masa
muscular, con diferencia a favor de las mujeres hasta la menopau-
sia. Esta ventaja (conveniente a los fines reproductivos), se expli-
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caria por accién de las hormonas sexuales sobre los umbrales
mecanostiticos de disparo alternativo de la remodelacién en modo
«conservacién» (bajo tumover, balance neutro de los pozos) o
«desuso» (alto tumover, balance negativo).

335. La administracién de monofluorofostato (MFP)
estd asociada con la aparicién extracelular de
fluor (F) ligado a proteinas y péptidos. M.
Morosano, Ana Masoni, A. Rigalli, Laura Pera, L. Es-

teban, R. C. Puche.

Laboratorio de Biologia Osea, Facultad de Medicina, Ro-
sario.

La BMD de las vértebras lumbares de los pacientes tratados
con MFP (15 mg F/dia/18 meses) aumenta en 6015 mg/cm2
(P<0.001). En ayunas, las fluoremias son 5.0£0.7 mM (n=16) (con-
troles 1.430.6 M, n=30, P<0.001). La fraccién difusible fué 0.6£0.3
pM, compuesta por partes iguales de fluoruro y F ligado a péptido/
s de peso molecular 2800700 Da. La fraccién difusible de los con-
troles (0.4+0.2 uM) contiene solamente fluoruro. Aumentos seme-
jantes de masa dsea lumbar se observan con NaF (30 mg F/dia)
pero asociados con fluoremias difusibles de 3 a 6 uM. Estos resul-
tados obligan a replantearel significado biol6gico del Fligado a las
proteinas que aparece cuando el MFP se combina irreversiblemen-
te con a2-macroglobulina y C3. Estas proteinas se inactivan e
hidrolizan progresivamente por proteasas (higado, hueso), originan-
do péptidos con F de aprox. 2800 Da. La matriz 6sea de ratas trata-
das con MFP contiene F ligado a péptido/s de 2800 Da (3 a 4 mmoles
de F por fémur), muy probablemente semejantes a los del plasma.
La fraccién extracelular de F no iénico, ligado a proteinas o péptidos
actia como reservorio del ani6n que prolonga la exposicién de los
osteoblastos al fluoruro y contribuye a explicar la mayor
biodisponibilidad del flior del MFP respecto del NaF

Estudio histomorfométrico, tomogratico y
biomecanico de los efeclos de la hPTH(1-38) y
el risedronato sobre el hueso cortical de rata
inmovilizado. R F.Capozza, Rosa M.Alippi, Yan Fei
Ma, W.S S.Jee, J.L.Ferretti.

336.

CEMFoC, UNR. Rosario; Fac.de Odontologfa, UBA;
IDIMIFIM, Bs As.; Radiobiol Div., Univ.of Utah, USA.

Ratas con una pata trasera inmovilizada (IM) recibieron 0
(IMc) 6 200 ug/kg/d sc de hPTH(1-38) por 75 dias (P), seguidos
de 0 (PW) 6 5 ug/kg sc 2/sem de risedronato (PR) por otros 60
dias, o sdlo el risedronato (R). Las metifisis tibiales IM se estu-
diaron histomorfométricamente. Las didfisis femorales IM se
escanearon por pQCT y se ensayaron en flexién. La hPTH mejord
el drea, el ancho medio, los perimetros peridstico y endéstico, el
cociente entre éstos (indice de robusticidad dsea), el momento de
inercia, la densidad volumétrica y el médulo eldstico (E) del hue-
so contical (p<0.05-p<0.01). Estos efectos, correlativos con la ca-
lidad mecdinica diafisaria, se mantuvieron en PW y persisticron o
aumentaron en PR. Las curvas de «distribucién/calidad» - corre-
laciones entre indicadores arquitecténicos (y) y de calidad mate-
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rial (x) - fueron siempre «catabélicas» para IMc respecto del con-
trol intacto (falta de respuesta modelatoria por desuso) y
«anabdlicas» para P, PW y PR, mostrando propiedades arquitec-
ténicas supemormales pese a la falta de estimulo mecdnico de las
patas. El nisedronato sélo no produjo efectos. La hPTH(1-38) evi-
16 el deterioro cortical por IM, y el risedronato mantuvo o mejoré
ese efecto, pese a la falta de estimulo mecdnico; sin embargo, cl
impacto sobre la calidad mecdnica §sea fue menor que el observa-
do antes en las patas contralaterales sobrecargadas.

337. | Regulacion de la expresion del ARNm de gala-
nina (GAL) en el hipotdlamo de ratas con induc-
cion del apetito salino por desoxicorticostero-
na (DOCA). Claudia Grillo, G. Piroli, Ménica Ferrini,

Flavia Saravia, Paulina Roig, A.F.De Nicola.

[BYME-CONICET. Depto. Bioquimica Humana. Facul-
tad de Medicina. UBA, Buenos Aires.

GAL se colocaliza con arginina-vasopresina (AVP) en las
neuronas magnocelulares de los nicleos paraventricular (PVN) y
supradptico. El objetivo de este trabajo fue estudiar si DOCA
modula la expresion de GAL como lo hace con AVP. Para ello
utilizamos tres grupos ratas macho intactas: (a) controles que re-
cibieron vehiculo (CONT), (b) tratadas con 4 inyecciones de 10mg
DOCA/animal/dia, en dias altemados (DOCA 4i), estc tratamien-
1o induce el apetito salino sin provocar hiperiension, y (c) tratadas
con 9 inyecciones de DOCA (DOCA 9i), lo que produce
hipertensién. El ARNm de GAL se determiné por hibridizacién
in situ. En los grupos DOCA 4iy DOCA 9i se observé incremen-
to en el nimero de granos/célula del PVN (ANOVA, p<0.001,
CONT: 33.0+2.6; DOCA 4i: 82.5+6.0; DOCA 9i: 77.248.0). En
una segunda seric de experimentos, controles y DOCA 4i bebie-
ron solamente agua o NaCl al 3%. La ingesta de solucidn salina
incrementé el ARNm de GAL en CONT y en DOCA 4i, con res-
pecto a los que s6lo bebieron agua (ANOVA, p<0.001; CONT-
agua: 45.5+3.3, CONT-sal: 75.8+3.6, DOCA-agua: 55.4%£3.4,
DOCA-sal: 87.2+7). Conclusién: los aumentos del ARNm de GAL
se deben al consumo de sal estimulado por DOCA oala ofertade
solucién salina como tinica bebida. Esto concuerda con datos pre-
vios del ARNm de AVP. Debido a que el tratamiento combinado
de DOCA vy sal produce hiperexpresion de ambos mensajeros,
sugerimos que AVP y GAL podrian ser blanco de los cfectos cen-
trales de los mineralocorticoides.

338. Tratamiento con RU 38846 (RU) en ratas
diabeticas sobre la potenciacién por el estrés
oxidativo de las alteraciones mitocondriales. J.A
Brignone, C.M.C. de Brignone, R.C. Ricci, |.R.R.de

Mignone, M.C. Susemihl, E. Ashkar, R.R. Rodriguez.

Dto. de Bioquimica y Dto. de Fisiologla. Facultad de
Medicina. UBA, Buenos Aires.

El esirés oxidativo es causa de lesiones celulares irreversi-
bles, por ello se estudi6 la accién “in vivo'de la hiperbaria a 2
ATA de oxigeno. Se consideraron grupos de ratas: nomal(N),
diabético(D), diabético adrenalectomizado(D+ADX) y tres gru-
pos fueron tratados con dosis crecientes de .RU(D+_RU). Una parte
de cada grupo fue inmerso(i) en cimara hiperbérica y otro fuera
de la misma(f). Se midieron los siguicnlgs parfimetros: a)consumo
de oxfgcno(cons.O) con succinato como sustrato
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(polarogrificamente) b)actividades de las enzimas: 3-
hidroxibutirato deshidrogenasa(HBD) y citocromo ¢ oxidasa (cito.
c oxid)( espectrofotométricamente). Se demostré que el grupo D(i)
disminuyé significativamente ¢l cons.O vs () (p < 0,01) micn-
tras que ¢l D+ADX(i) vs D+ADX(f) fue NS. Las variaciones de
las actividades HBD y cito. ¢ oxid, producidas por la diabetes,
fucron potenciadas por el estrés oxidativo. Asi la HBD y cito ¢
oxid. de D(i) vs D(f) fucron p < 0,01. En cambio D+ADX(i) vs
D+ADX(f) fue NS. Dosis crecientes de RU demostraron en D+RU
asociacién dosis-cfecto protector sobre la potenciacién por
hiperbaria de alteraciones del cons.O (con indice r=0.82) y acti-
vidades HBD (r=0,97) y cito. c oxid (r=0,99). S¢ concluye quela
falta o disminucién de glucocorticoides en tejidos impide la
potenciacién, por hiperbaria, de dichas alteraciones.

339. Relacion entre hiperglucemia y alteraciones
cristalinianas en ratas diabéticas eSMT y eSS.
Fernanda Toniolo, Silvana Montenegro, Marfa C

Tarrés, Stella Martinez, A Naves.

Catedra de Biologia, Facultad de Cs Médicas, UNR,
CIUNR e Inst de IHistopatologia, Rosario.

Las ratas diabéticas eSS muestran disminucion de células en
el epitelio subcapsular anterior cristaliniano en relacién con la edad
y la duracion e intensidad de la hiperglucemia, Se estudiaron 9
machos ¢SS, 10 de la linea eSMT derivada de la anterior y 10
controles o. A los 6 y 12 meses se midié glucemia basal (G0) y
tras sobrecarga (G120). La glucemia (mg/dl) fue superior en eSMT
seguida de eSS registrandose los menores valoresen o (6.m: GO:
139438, 104420, 71£8, p<0.001. G120: 279491, 213:£44,143£28,
p<0.01. 12 m: G0:279+134, 9218, 72123, p<0.001. G120: 418£92,
304+88,168::38, p<0.001). El niimero de células del epitelio sub-
capsular anterior del cristalino por 200y lincales de cdpsula
(necropsia al aio de edad) fue menoren eSMT (11.1£1.5, 18.610.5,
20.5%0.8, p< 0.001). Scis animales eSMT mostraron cataratas
corticales completas y ¢l resto tuvo lesiones poco extensas seme-
jantes a las de eSS. La perdida de células descripta en el endotelio
corneano donde los elementos remanentes aumentan su superfi-
cie para cubrir los espacios, se ha relacionado con envejecimiento
y se aceleraria por la diabetes. De forma similar, la morfologia del
epitelio subcapsular anterior cristaliniano de eSMT con reduccion
de niicleos y citoplasmas aplanados, podria interpretarse como
un envejecimiento acelerado respecto de ¢SS, debido a una expo-
sicion mids temprana a hiperglucemias intensas.

340. Modificaciones de la filtracion glomerular por la
insulina.Verénica Di Loreto, R. C. Puche, Martha

E. Locatto.

Laboratorio de Biologfa Osea, Facultad de Medicina,
Rosario.

Este trabajo analiza la relacién entre la insulinemiay clear-
ance de inulina,(estimador de GFR), en ratas controles (C) y dia-
béticas (D) por aloxano . Tres semanas post inycccién de
aloxano,(ip, 20 mg/100 g), la GFR presenté amplio rango de
valores: un tercio de los cuales fué mayor que el de los controles.
(D:0,7940.14 ml/min, n=8; C:0.49+0.07, n=17; p<0,01). Aunque
la GFR se correlaciona con el tamaiio renal (r=0.72, P< 0.01),la
GFR se redujo quince minutos después de inyectar insulina (2U/
100 g de peso). El efecto de la insulina end6gena se comprobd
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perfundiendo ratas D (que conservan restos de pancreas funcional)
y C con solucion 0,28 M de glucosa. Las modificaciones (respecto
de los niveles basales) en la insulinemia (RIA) y enla GFR fueron
mayores en C (17.243.25 mUI/ y -0.78+0.07 ml/min,n=12) que
en D,(6.0 £1.8 mUI/, 0.41£0.09 ml/min, n=22; p<0.01). La sen-
sibilidad a la insulina endégena fué mayor en la D(I/GFR: D=0.069
ml/min!/mUI ml? C=0.046). Conclusiones: La insulina reduce la
GFR en ratas C y D. Las ratas D son mas sensibles que las contro-
les.

341. Secrecién de insulina, insulitis y produccién de
éxido nitrico en diabetes autoinmune experimen-
tal. Claudia Pastorale, L. Karabatas, E. Dascal, F.

Pagliero, H. Chemes, J.C. Basabe.
Hral. de Nirios R. Gutiérrez, CEDIE, Bucnos Aires

En ¢l ratén, la inyeccién de miiltiples dosis bajas de
estreptozotocina (SZ) causa insulitis, destruccién de células By
deficiencia insulinica, precedidas por inflamacién no especifica
de los islotes. Se analizé aparicién de insulitis y de alteraciones
en: glucemia, secreci6n de insulina (SI) ante estimulo de glucosa
y produccién de é6xido nitrico (NO) por islotes y células
mononucleares de bazo (CMN) en ratones C57BL/KsJ machos
que recibieron 5 inyecciones de 40 mg/Kg de SZ. Los ratones se
sacrificaros a los 6,9, 12 y 16 dias post-lera inyeccion. Los resul-
tados muestran un aumento significativo de la glucemia (18618
vs 455+52 mg/dl) y disminuciones significativas en ambas fases
de SI (lera fase: SZ: 4,90+0,59 vs citrato: 8,08+0,26 pU/5 min/
islote; 2da fase: SZ: 111,45+5,23 vs citrato: 137,94+4,56 pU/32
minfislote) a partir del dia 9 post-SZ. Con respecto a la produc-
cién de NO sc observé: a) en los islotes: un aumento significativo
al dia 9 (p<0.01): b) en CMN: aumentos significativos a partir del
dia 6 (p<0.01 en todos los casos). El estudio histolégico mostré
insulitis progresiva a pantir del dia 9. Los resultados mostrados
sugieren un deterioro temporal en el mecanismo de S1 que se hace
manificsto a partir del 9° dia después del inicio del tralamiento y
se correlaciona con produccién aumentada de NO en los islotes y
aparicién de insulitis de severidad creciente.

342. Comportamiento de la calicreinas activas(Ca) en
retina de ratas diabéticas(DBT).Sandra.Hope, M
G Marina Prendes, H Benltez, Ch Astudilla, O

Catanzaro.

Cdredra de Fisiologfa. FFyB. UBA. PROSIVAD-
CONICET. Buenos Aires.

Las calicreinas contribuyen a la regulacién del flujo sangui-
neo, y la complicacién vascular mas comiin de la Diabetes Mellitus
es la retinopatfa, que se vé influenciada por trastomos endécrinos,
metabélicos, por el tiempo de evolucién.Nuestro objetivo fuc eva-
luar el comportamicnto de éstas serinoproteasas en retinas de ra-
tas DBT. Para cllo se inyectaron ratas Wistar hembras de 8 meses
de edad, con estreptozotocina (60 mg/ Kg pesos), con lo que desa-
rrollaron DBT cetogénicas. Se las caracterizé con glucemias
basales (Gb). A un grupo (DBT+]) se le instaurd tratamiento de
insulina de depésito (1.5 U/ 100gr de pesos) y a otro no(DBT).Al
7° dia se enuclearon los ojos de todos los grupos y s¢ separd la
parte posterior (retina, epitelio pigmentario y cc?roidcs). Se
homogencizé el tejido con buffer Tris, luego se ocmnl'_ugé a4t C.
El sobrenadante se pasé por Sephadex. En el homogeinato resul-
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tante se determindé la Ca. Las determinaciones realizadas fueron:
1 Pesos retinianos y corporales. 2 Glucemias. 3 Actividad de
Calicreinas con substrato (§2266), en el homogeinato.Algunos de
los resultados fueron: (DBT-DBT+1-C) 2-Gb(mg/dl): 320.5+7.9 -
141426 - 9315. 3-Ca(umoles PNA/100mg de tejidos): 0.2097%
0.0032 - 01.982+0.00824 -0.533610.1019. Se concluyé: 1 Existe
actividad de calicreinas en el tejido retiniano. 2 La actividad de
calicreinas en retinas diabéticas es reducida respecto a la de ani-
males controles.

343. Estudio histomorfométrico del fémur de ratones
con diferente masa 6sea maxima. E. Roggero,
Daniela Mana, Evelyn van Brussel, R. Di Masso,

Maria T. Font, Lucila Hinrichsen.

Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias
Médicas, UN R, Rosario.

En roedores, la seleccién por peso corporal produce carioios
concomitantes en caracteres relacionados, como tamafio y masa
del esqueleto. El efecto de la seleccién divergente por conforma-
cién corporal del adulto se evalu6 en la histomorfometria femoral
a los 21 y 42 dias de cdad en lineas de ratones seleccionadas a
favor (CBi+, CBi-) o en contra (CB1/C, CBi/L) de la correlacién
fenotipica entre peso corporal y longitud caudal. Se utilizaron 6
machos y 6 hembras de cada linea y de la testigo no seleccionada
CBi. Se extirpé el fémur, se determiné su longitud (LF, mm) y se
midieron la altura del cartilago de crecimiento y las dreas (mm2
total y medular de la didfisis con un analizador de imagenes. Se
calculd la altura relativa de la placa epifisaria (ARPE) (longitud
de la placa por unidad de longitud del fémur) y el indice de espe-
sor cortical (IEC) (drea cortical por unidad de drea de [a didfisis),
que estiman el crecimiento y la densidad Gsea femoral, respecti-
vamente. Los datos se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis.
En ambas edades hubo diferencias significativas (p<0.01),
atribuibles al genotipo. CBi+ mostrd los mayores LE (mediatES)
(21:11.240.3; 42:14.3+0.1) y ARPE (21:49.813.8; 42:47.824.1),
y CBi- los menores (LF 21:9.8£0.2, 42:13.110.1; ARPE
21:34.943.0, 42:23.742.2). IEC fue mas pequeiio en CBi/L
(21:31.642.5,42:37.7£1.7) que en /C (21:42.843.1, 42:52.9+2 8).
Los ratones arménicamente grandes (CBi+) o pequefios (CBi-) se
diferenciaron en su capacidad de crecimiento. Por el contrario,
los seleccionados antagénicamente (CBi/L y CBi/C) modificaron
su densidad ésea, probablemente a causa de una demanda
biomecinica distinta, ya que /L, de peso corporal bajo y esqueleto
largo, sustenta una biomasa comparativamente pequena.

Efecto de dos bisfosfonatos sobre la unién de
VDR proveniente de cullivos celulares a los
VDRE de los genes de osteocalcina y
parathormona. Irina Mathov!, Lilian Plotkin', Cecilia
Sgarlata’, H. Otero', C. Bogado ?, E. Roldan® y
Juliana Leoni'.

344.

'IDEHU-Cdtedra de Inmunologia, Facultad de Farmacia
y Bioquimica (UBA), *lustituta de [nvestigaciones
Metabdlicas, y *Laboratorios Gador, Buenos Aires.

Los bisfosfonatos son andlogos del pirofosfato que continen
un grupo P-C-P en su estructura. Actian como inhibidores de la
resorcion dsea, a diferencia de la vitamina D que la estimula. Su
mecanismo de.accion no ha sido completamente dilucidado. Se
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ha estudiado exhaustivamente su efecto sobre los osteoclastos, pero
no esti claro como actian sobre células de lineaje osteobldstico.
Con el fin de estudiar el mecanismo de accidn sobre osteoblastos,
se analizd el efecto de dos bisfosfonatos: (1-hidroxictiliden)-bis-
fosfonato (Etidronato) y (3-amino-1-hidroxipropiliden)- bis-
fosfonato (Pamidronato) sobre una linca celular osteoblasto-si-
mil, ROS 17/2.8. Las células fueron cultivadas en presencia de
cada uno de los bisfosfonatos en una concentracién 10° M y en
presencia de vitamina 1,25 (OH)2 D3 (10* M). A partir de las
células cultivadas en presencia de los diferentes agentes, se obtu-
vieron extractos nucleares. La presencia del receptor de vitamina
D (VDR) en los extractos nucleares fue puesta en evidencia me-
diante Western Blot. Se determin la interaccion del VDR con dos
oligonucledtidos sintéticos marcados con [*P]dATP, correspon-
dientes a los elementos respondedores a Vitamina D (VDREs)
presentes en los genes de parathormena y osteocalcina, mediante
ensayos de EMSA. Se determin que la presencia de bisfosfonatos
cn ¢l medio de cultivo aumenta la unién del VDR al oligonucledtido
correspondiente al VDRE presente en el gen de parathormona y
disminuye la unién al de la osteocalcina.

Las mujeres menstruantes acumulan mineral
6seo por unidad de masa muscular en regiones
esquelélicas mecanicamente poco relevantes.
J.L.Ferretti, R.F.Capozza, G.R.Cointry, M.D.Meta,
PSchneider, C.Reiners.

345.

CEMFoC, UNR, Rosario; Fac.de Odontologia, UBA,
Buenos Aires, Univ. Wiirzburg, Alemania.

Para verificar esta hipdtesis, detcrminamos el contenido y In
densidad mineral volumétricos de la regién trabecular (vIbBMC,
vTbBMD), y el drea y cl momento de inercia (MI, indicador de la
eficiencia mecdnica del disefio que crece con la perfericidad del
malterial) de la regidn cortical, en scans obtenidos por QCT
periférica (pQCT) del radio distal en 155 hombres y 265 mujeres
adultos nommales apareados por edad. Las curvas de comrelacién
entre vVIBBMD (y) y ToBMC (x: p<.001 ambas) mostraron ma-
yor altura y pendiente en las mujeres. Las correlaciones entre Ml
(y) y drea de la regién cortical (x) mostraron mayor altura y pen-
diente en los hombres (ANCOVA, siempre p<.001). Esto indica
que, en las mujeres, a) masas equivalentes de hueso trabecular
(poco relevante para el MI) se distribuyen en dreas mds pequeiias
(tienden a condensarse mis), y b) pari una misma eficiencia ar-
quitecténica cortical, se acumula mds material que cn los hom-
bres. Eso s6lo puede ocurrir si el material se acumula del lado
endéstico, donde menos aporta al MI. Los resultados confinnan
la hipdtesis. Los estrégenos tomarian mids «conservativax la
remodelacién (bajo tumover, balance neutro de pozos) por modu-
Jacién del setpoint mecanostélico en regiones yuxtamedulares,
mecdnicamente poco relevantes. Esto mantendria la independen-
cia sexual de la determinacién de la calidad 6sca por la fuerza
muscular regional, pese al incremento relativo de masa en muje-
res.

346.  Elalendronato (AHBP) mejoralaestructuray la

calidad mecanica vertebral en ratas
ovariectomizadas jévenes sélo a dosis altas.
Maria A.Chiappe, G.lorio, E.Alvarez, Margarita
D.Meta, G.R.Cointry, R.F.Capozza, J.R.Zanchetta,
Lis Mosekilde, J.L.Ferretti.

Volumen 57 - Suplemento IV, 1997

Facs.de Veterinaria y de Odontologia, UBA; CEMFoC,
UNR, Rosario, y Univ.of Aarhus, Dinamarca.

Tras ovaricctomia peripuberal (OX), grupos de 13-15 ratas
recibieron 0 (0Xc), 5 6 25 pg/kg de AHBP sc 2/sem por 6 meses,
dejindose un grupo sham. Sus cuerpos vertebrales fueron
scanciados al SEM (L1L.2), calcinados (I.3), o ensayados a la com-
presion (L4). Notablemente, ni la OX ni la dosis de 5 pig/kg modi-
ficaron la estructura, composicién o calidad mecdnica vertebral.
La dosis de 25 pg/kg, en cambio, mcjoré el contenido y la con-
centrmcién de cenizas, la robustez de la estructura trabecular y
cortical al SEM, la rigidez estructural, la resistencia a la fractura
(en valores crudos, no ajustados a contenido en cenizas), y la
absorcién de energia por unidad de deformacion, por sobre ambos
controles (p<0.01-p<0.001). Las mejoras de calidad mecdnica
vertebral correlacionaron con Ja concentracion de cenizas (p<0.01).
Las curvas de «distribucién/calidad» - correlaciones entre calidad
arquitecténica (y) y material (x) - mostraron la naturaleza anti-
catabdlica de esos efectos. Este disefio, pese a haber mostrado
antes cfectos sobre la didfisis femoral a ambas dosis, sélo 1o hizo
ahora para la dosis mayor, en congruencia con las recomendacio-
nes (FDA, USA) de utilizar dosis altas de bisfosfonatos (y anima-
les mds vicjos) para estudios vertiebrales. El resultado apoya la
cficacia del AHBP para mejorar la calidad vertebral en estados
estrégenoprivos a dosis adecuadas.

347. La glicosilacion no enzimatica (glicacién) de la
Fosfatasa Alcalina modifica su bioactividad.
'McCarthy AD, 'Cortizo AM, 2Bruzzone L, 'Giménez

Segura G, y 'Etcheverry SB.

!Catedra de Bioquimica Patolégica, y *Divisién Quimica
Analitica, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata. La Plata.

En pacientes diabéticos mal compensados, la hiperglucemia
induce un aumento en la glicacion de diferentes proteinas. La
fosfatasa alcalina (FAlc) es una exoenzima anclada a la membra-
na plasmdtica, expuesta al compartimicento extracelular. En este
trabajo, se determing el efecto de 1a glicacién in vitro de la FAlc
sobre algunas de sus caracteristicas estructurales y funcionales,
Scincubd la enzima con diferentes concentraciones de varios azi-
cares por distintos periodos de tiempo. Una disminucion en la ac-
tividad especifica de la FAlc, dependicnte del tiempo de incubacién
y de la concentracién y potencia glicosilante del azicar emplea-
do, se correlaciond con un aumento en los niveles de los produc-
tos de glicacién temprana o de Amadori, y con la aparicién de la
fluorescencia camcleristica de los productos de glicacién avanza-
dos (PGA). No se observaron cambios ¢n los pesos moleculares
de las muestras al ser separadas por SDS-PAGE. Sin embargo, la
movilidad clectroforética de la banda de FAlc sobre acetato de
celulosa en medio alcalino, aumentd en funcién del tiempo de
incubacién y de la potencia glicosilante del azicar utilizado. Es-
tos resultados sugicren que: a) bajo condiciones in vitro, la
glicacién de la FAlc provoca alleraciones en su estructura y acli-
vidad; b) algunos de los residuos dc aminodcidos glicados in vitro
podrian ser importantes en cl sitio activo de la FAlc.

Productos de glicacion avanzada de proteinas:
Efectos sobre el crecimiento de osteoblastos en
cultivo. 'McCarthy AD, 'Etcheverry SB, 2Bruzzone

348.
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L,y 'Cortizo AM.

Cdtedra de Bioquimica Patolégica, y*Divisidn Quimica
Analitica, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata. La Plata.

La hiperglucemia crénica observada en pacientes con Diabe-
tes mellitus mal compensada, provoca un aumento en los niveles
tisulares de productos de glicosilacién no enzimadtica avanzada
(PGA). En varios tipos celulares se han encontrado receptores es-
pecificos para los PGA, que han sido implicados en ¢l desarrollo
de las complicaciones crénicas de la Diabetes. En este trabajo,
estudiamos las alteraciones que producen los PGA de albiimina
sérica bovina (ASB), obtenidos in vitre, sobre el crecimiento de
MC3T3E1, una linea de osteoblastos de ratén, y UMRI106, célu-
las derivadas de un osteosarcoma de rata. La incubacion con PGA-
ASB produjo. a tiempos cortos, un aumento en la proliferacién y
diferenciacién celular, respecto del control (células incubadas con
ASB). Luego de una incubacién prolongada con PGA-ASB, se
observé una depresion significativa en ambos parimetros del cre-
cimicnto celular. La bisqueda de receptores celulares para los PGA,
por medio de estudios de desplazamiento competitivo, permitid el
hallazgo de un sélo tipo de sitios, saturables, y con una afinidad y
densidad celular similar a los de otros tipos celulares. Nuestros
resultados muestran que los PGA ejercen efectos directos sobre el
crecimiento de osteoblastos en cultivo. Estos efectos podrian ocu-
mrir por mecanismos desencadenados por la ocupacién del recep-
tor para PGA encontrado en estas células.

La determinacion de la calidad ésea radial hu-
mana por la fuerza muscular regional es inde-
pendiente del sexo y del estado estrogénico.
J.L.Ferretti, R.F.Capozza, G.R.Cointry, G.T-
Niemeyer, J.Willnecker, H.Schiessl.

349,

CEMFoC, UNR, Rosario; Stratec Medizintechnik,

Pforzheim, Alemania.

Las mujeres premenopdusicas acumulan mds mineral éseo
por unidad de masa muscular que los hombres, presumiblemente
en regiones mecanicamente poco relevantes, sin interferir la
interrelacién musculo/hueso. Pam verificarlo, correlacionamos el
momento dinamométrico miaximo de flexién del antebrazo (x) con
un fndice de resistencia ésea (SSI = momento de incrcia x densi-
dad mineral volumétrica cortical, calculados en scans radiales
melafisarios y diafisarios por pQCT, y) en 42 varones, 8 mujeres
premenopidusicas y 9 postmenopdusicas, normales, de 17 a 75 afios.
Ni las pendientes ni las ordenadas al origen de las correlaciones
(siempre lineales) variaron estadisticamente (ANCOVA), sea ana-
lizando varoncs sélos, varones mids mujeres pmmcnop:iusic:ls, o
todos los grupos juntos, tanto en metdfisis (y=23.516.7x;
y=23.346.7x; y=24.7+6.8x) como en didfisis (y=90.243.5x;
y=108.4%3.3x; y=93.1+3.4x). El ajuste lincal para los 3 grupos
juntos fue alto (R?*=0.81/0.88, p<.001) a lo largo de un rango de
fuerza de 2.5/12 Kgm. Esto confirma la determinacién de la cali-
dad 6sca por la fuerza muscular regional, y su independencia del
sexo y del estado estrogénico. La acumulacion de hueso (supues-
tamente normal) en mujeres menstruantes no mejoria su calidad
mecanica radial respecto de la de postmenopdusicas u hombres
con igual fuerza muscular, porque no afectaria la interaccién
mecanostitica musculoesquelética propia de la especie.
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350. Modulacién de la actividad de Ia
11BHidroxiesteroide Deshidrogenasa-2 renal en
condiciones de estrés. Marfa del Pilar Igarreta®,

C.PLantos*, J.C.Calvo* y M.C.Damasco”.

*PRHOM, CONICET, Departamento Qca. Bioldgica,
FCEyN, UBA, Pab2, *IBYME. Buenos Aires.

La 11BHSD2, que cataliza el pasaje de corticosterona (acti-
va) a 1 1-dehidroconticosterona (inactiva), permite una mejor unién
de aldosterona a los receptores tipo I renales. Estudiamos el efec-
to del estrés provocado por: a) colocacién de una sonda (G2), b)
gravage de NaCl 0,45% (G3) y ¢) gravage de HCI 200 mM (G4)
sobre la cinética de la enzima microsomal renal en ratas intactas.
Animales no tratados (G1) se usaron como controles. Método:
Los microsomas sc incubaron con [*H]corticosterona y
corticosterona fria en varias concentraciones, NAD 400 uM, a pH
7.4 durante 5 min. Las muestras fucron extraidas con acetato de
ctilo y analizadas por TLC. Resultados: Vmax para G2* (10,04 +
0,16), G3* (9,16 + 0,74), G4* (10,19 £ 0.79) y G1 (4.82 + 0.67)
pmoles/min/mg prot. Km para G2* (50,72 + 7.05), G3* (5525 +
8.37),G4(27,40+3.20)y G1 (22.37 + 2 42), *p<0,05 respecto de
G1. Conclusion: El estrés experimental modifica la Vmax y el
Km de la enzima. Se discutird si estos cambios se deben a los
glucocorticoides circulantes.

351. Interacciéon entre epitelio mamario y
preadipocitos 3T3-L1. Marcela Sandoval, C.Zizola,

C.Molinari, J.C.Calvo.
IBYME, Buenos Aires.

Es bien conocida la interrelacién existente entre el epitelio
mamario y ¢l estroma fibroblastico/adiposo en la glindula
mamaria, especialmente durante la embriogénesis. En el animal
adulto, el ciclo ovirico, la preficz y la lactacion van acompaiiados
de profundos cambios en la relacién parénquima/estroma. Noso-
tros disenamos sistemas de co-cullivo entre células cpiteliales
mamarias y preadipocitos de ralén ya sea por combinacién de
ambos tipos celulares en la misma capsula o mediante el uso de
“inserts”, donde ambos tipos celulares se encuentran separados
por una membrana permeable cubierta por Matngel. Al microsco-
pio hemos podido obscrvar cambios en la proliferacion de las cé-
lulas epiteliales debidos a la presencia de los fibroblastos, con
formacién de estructuras tipo *domos™ o “islas™ segregadas de los
fibroblastos. En la direccidn epitelio a fibroblastos, el efecto ob-
servado consistié en la inhibicién de la acumulacién de triglicéridos
por los preadipocitos, evidenciada por una menor coloracién con
Oil Red O que, especificamente, se une a lipidos. Pudo observarse
que esta inhibicién era proporcional al nimero de “inserts™, con-
teniendo células epiteliales, que se colocaba sobre los adipocitos
creciendo sobre plistico. Estos resultados indican que ambos ti-
pos celulares se comunican regulando su proliferacién y/o dife-
renciacion.

352. Expresion del sistema calicreina-cinina en ra-
las diabélicas prefiadas. Maria Gabriela Marina
Prendes, S. Hope, C. Astudilla, A. Loria, C.

Catanzaro.

Cdtedra de Fisiologia. Facultad de Farmacia y



MEDICINA

Bioquimica. Universidad de Buenos Aires. PROSIVAD-
CONICET, Buenos Aires.

El cuadro diabético puede cursar con nefropatia y retinopatia.
En el caso particular de la prefiez, debemos considerar un nuevo
sistema : el placentario. El objetivo de nuestro trabajo fué relacio-
nar la actividad renal y placentaria del sistema calicreina-cinina
(CA), en rtas diabéticas. Se emplearon ratas Wistar hembras, las
cuales fueron inyectadas con streptozotocina (100 mg/kg de peso
corporal) a los dos dias de nacidas, presentando de adultas una
disminucién del mimero de células B pancreiticas de alrededor
del 25%, y un defecto crénico en ¢l mecanismo glucosa-sensible
de liberacion de insulina, sin necesidad de la administracién de la
misma (diabetes tipo II). A los 85 dias de cdad se carctenizaron
por medio del test de tolerancia oral a la glucosa, Los resultados
para las ratas diabéticas (DBT) y pam las controles (C) fueron
(glucemias mg/dl), determinados a tiempo 0, 60, 120 minutos : C-
86.9+/-1.7, 106.8+/-3.4,79.7+/-1.7. DBT- 123.0+/-8.6%, 229.5+/-
10.0%, 134.3+/-7.9%. Ambos grupos dc animales se aparcaron con
machos de la misma cepa y edad. En latercer semana de prenez se
recolectS orina de 24 hs, luego se sacrificaron los animales y se
procedi6 a la diseccion de las placentas. Los valores de CA obte-
nidos fueron : CA unnanas (imoles PNA/min/g de peso corpo-
rl) C- 60.9+/-3.4, DBT- 48.8+/-2.4*%, CA placentarias (ftmoles
PNA/100 mg placenta) C- 0.78+/-0.05, DBT- 1.28+/-0.07*. * C
vs DBT p < 0.05 significativo.

353. Modificaciones en la glucemia e insulinemia
causada por el ayuno y dietas aproteinas antes
y despues de su realimentacion. O Ponzo, MA
Cresta, D Rondina, B Szwarcfarb, S Carbone, JA

Moguilevsky, JC Basabe, P Scacchi.

Depto de Fisiologia, Fac Medicina, UBA. CEDIE, Hosp
de Ninos, Bucnos Aires.

Es sabido que el ayuno (Ay) y la dieta aproteica (Apr) produ-
cen descenso de la actividad del eje gonadal y la insulina eleva la
secrecion de LH-RH. La realimentacion eleva los niveles de
gonadotrofinas por encima de los controles. Con el fin de conocer
la posible relacién entre parimetros metabélicos y el descenso de
gonadotrofinas, estudiamos los niveles de glucosa (G) y de Insulina
(Ins) en sangre de ratas macho adultas cn los siguientes grupos: a)
Control (n=6), b) Ayuno de 7 dias (n=16), ¢) Diela aproteica du-
rante 21 dias (n=12). La mitad de los animales de cada grupo fue-
ron sacrificados y el resto realimentados (Re) con dieta nomal
por 24 hs. Las glucemias (m¢t. enzimdtico, mg/%) en los Ay des-
ciende y la realimentacién los nomaliza (P<0.01) (C:107,045,0;
Ay: 86,05,1; Ay+Re: 122,1+ 8,6), no modificindose en los Ap.
Los valores de Ins (dosados por RIA, pU/ml) mostraron un des-
censo marcado (P<0.01) en los Ay y Ap (C: 31,233 .4; Ay: 8,7+1 4
y Ap: 5,7+0,67) y tras la Re los valores en los dos grupos se clevo
porencima de los controles (Ay+Re:50,616,6; Ap+Re: 43,516.8).
La realimentacién con una dieta control en animales Ay o Ap,
produce en las primeras 24 hs una recuperacién de los niveles de
Ins. En este mismo esquema dietario, no sc produce increnento
atn de los bajos niveles de gonadotrofinas (tarda dos semanas).
Se sugiere que la Ins podria ser una sefial metabdlica periférica
para la restauracién de la funcién gonadal.

Decondensacién de nucleos e§perméiicos de
pacientes infértiles en presencia de SDS/DTT.
E.Gaubeca-Klix, C.Marin-Briggiler, M.Cameo,

L.Calcagno y L.Calvo.

354.

Volumen 57 - Suplemento IV, 1997

Biologfa de la Reproduccién y Facultad de Farmacia y
Bioquimica, U.B.A, Buenos Aires.

La decondensacidn nuclear es el primer cambio que sufre
el espermatozoide dentro del ooplasma. In vitro, puede serinduci-
da por agentes tiorreductores y polianiones; se discute atn si es
itil para predecir capacidad fenilizante. El objetivo de este traba-
jo fue evaluar la decondensacién in vitro, inducida por SDS/DTT,
en un grupo de pacientes inféntiles. Una alicuota de semen de cada
paciente (n=59) se incubd con SDS 1%, DTT 1mM en buffer
borato, pH 9 y se determiné el % de formas S (sin cambio), M
(moderadamente decondensadas) y G (totalmente decondensadas)
alos 5°, 157, 30"y 60, al microscopio de contraste de fase. El
9%M+G aument6 significativamente con el tiempo; a los 60’ todos
los pacientes presentaron 100% G. E1 %M+G alos 15" o a los 30°
no correlaciond significativamente con concentracion, % motilidad,
% viabilidad y % formas normales en semen. Se evalud la cinética
de aparicion de M para cada paciente: el 45% alcanzé un méaximo
alos 15" que disminuyd a los 30" para dar origen a G; el 55%
restante alcanzé un miximo recién a los 30°. No se encontraron
diferencias significativas en los parimetros seminales entre los 2
subgrupos de pacientes. Proponemos que la cinética de aparicién
de formas M y ¢l %M+G en respuesta a SDS/DTT , al no ser
predecibles por pardmetros seminales clisicos, podrian ser ttiles
para evaluar la funcionalidad del espermatozoide.

355. Mensajeros intracelulares en células de luteo-
mas experimentales. A Chamson-Reig, O.

Pignataro, C. Libertun y V Lux-Lantos.

IBYME-CONICET, UBA, Buenos Aires.

El ovario autoimplantado en el bazo de una rata
ovaricctomizada desarrolla un lutcoma estimulado por la
hipergonadotrofinemia. Demostramos que un andlogo del GnRI1I
(GnRH-a) suprime el desarrollo tumoeral y altera su secrecion por
cfectos a nivel hipofisario y directos sobre el tumor. Se observéd
ademds que estos tumores tienen receptores de GnRH, no
descnsibilizables por ¢l decapéptido. Aqui estudiamos el efecto
del andlogo de GnRH buserelina (BUS), la prostaglandina Fiq
(PGF:a) y ¢l Fluoruro de sodio (IFNa; activador de la fosfolipasa
C) sobre la induccién de mensajeros intracelulares como la
movilizacién de Ca?* y la produccién de inositoles fosfato en cé-
lulas ldteas provenientes de luteomas y de ovarios controles de
hembras prepiiberes superovuladas con PMSG y hCG. Las célu-
las controles mostraron el aumento cldsico de movilizacién Ca?*
inducido por Bus (100ng/ml) ademds de un aumento cn el Ca?*
inducido por hCG (1.10°M) de menor intensidad que el inducido
por el anilogo. En las células tumorales el Ca?* no se modifico
ante ningun estimulo. Con respecto al metabolismo de los inositoles
fosfato sc observé una mayor cantidad de radiactividad asociadaa
inositoles fosfato (1Ps) respecto de [*H]inositol (I) en las células
tumorales que en los controles (IPs/I: Tumor: 0.04610.005 vs con-
trol: 0.016£0.003, p<0.05). Ademds, la buserelina estimulé la li-
beracién de los IPs en ambos tejidos pero esta estimulacién fue
significativamente mayor cn los controles que en las células
tumorales (% de estimulacién: Tumor: 259% vs Control: 544%,
p<0.05), no encontrindose diferencias en las estimulaciones in-
ducidos por PGF2, (1.10°M) y FNa (1.10*M) entre ambos tipos
celulares. Concluimos que la falta de movilizacién de Cai* indu-
cida por buserelina cn las células tumorales podria deberse a una
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menor estimulacién de los inositoles fosfato sobre los depdsitos
de calcio intracelulares.

356. Desarrollo de un tumor expermental de ovario
en funcion del tiempo. V. Lux-Lantos, A. Chamson-

Reig, E. Rey-Roldan, M. Bianchi y C. Libertun,
IBYME-CONICET, UBA, Buenos Aires

El ovario autoimplantado en el bazo de una rata castrada de-
sarrolla un luteoma estimulado por la hipergonadotrofinemia.
Demostramos que un andlogo de GnRH suprime el desarrollo tu-
moral y altera su secrecién por efectos a nivel hipofisario y tumo-
ral. Se estudié el desarrollo tumoral a lo largo de un afio para
evaluar la sobrevida de los animales con tumor, la posibilidad de
malignizacion y los cambios hormonales. Autoinjertamos un ova-
rio en el bazo de hembras castradas (Tumor) y estudiamos su evo-
lucién durante un afo. Grupo Sham: hembras castradas injertadas
con un trozo de misculo en el bazo. A ambos grupos se les tom6
muestras de sangre yugular una vez por mes, por la mafana. Se
determiné: F'SH, LH, Progesterona (P) y Estradiol (E,) s¢ricas. Se
cuantificé el volumen del tumor y la posible propagacién
metastasica. Al cabo del afio no se observaron diferencias signifi-
cativas en ¢l porcentaje de monalidad entre ambos grupos [Sham
14% (n:14) vs Tumor 20%(n:20). El volumen de los tumores fue
entre 0.5 y 9.0 cm®. No se observaron focos de propagacion
metastdsica. En el grupo Sham, FSH aumenta y se mantiene ele-
vada hasta finalizado el afio. A partir del 5 mes en ¢l grupo Tumor
dismiuye FSH, manteniéndose luego los niveles bajos [FSH (ng/
ml): mes 6: Tumor: 19.76£2.66 (n:17) vs Sham: 38.3846.56 (n:13)
p<0.05]. La sccrecién de LH estd elevada en ambos grupos, con
una tendencia a disminuir en el grupo Tumor a partir del mes 4.
No se observan diferencias en ¢l E, entre ambos grupos. LaPenel
grupo Tumor no varia a lo largo del aio de estudio. En el grupo
Sham P aumenta entre los meses 2 y 6. Concluimos que estos
lutcomas no tienden a malignizarse, ni comprometen la sobrevida.
El grupo tumor muestra una marcada caida de FSH a partir del
mes 6 que se deberia a cambios en el control neuroendéenno en
estos animales.

Aumento de la absorcion intestinal de monofiuor
fosfato de sodio (MFP) en la rata, por su
asociacion con calcio (Ca). A. Rigalli, Beinlich, A;
Puche R.C.

Laboratorio de Biologia Osea, Factliad de Medicina, Ro-
sario

357.

El objetivo de este trabajo fue investigar si la absorcién de
MIP es modificada por su asociacion con Ca. Se midieron las
tasas de absorcién e hidrélisis intestinal de MIP, en duodeno de
rata aislado in situ. Ademds sc determind cl efecto de la presencia
de calcio en el intestino sobre la cinética de transferencia de MEFP
al plasma. En duodeno aislado in situ, la tasa de absorcién de MFP
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en ausencia de Ca no difiere de cero, 0,006 £0,015 min‘, n=5. En
presencia de Ca (aprox. 80 pM) Ia tasa de absorcién fue signifi-
cativamente mayor que cero, 0,042 + 0,016, n=5, p<0,025. Este
fenémeno se explica por la reduccién de la tasa de hidrélisis
(0,040+0,009 min"* n=5 vs. 0,01240,011 n=5, p<0,05). Como la
L-fenilalanina (L-F) es un inhibidor estéreo especifico de la
fosfatasa alcalina intestinal, se investigé su efecto sobre los efec-
tos mencionados. El agregado de L-F (14 mM) al contenido intes-
tinal reprodujo cualitativamente los efectos del Ca: absorcidn
0.023£0.011 min™'; hidrélisis 0.015£0.012 min™*, n=5.. Experi-
mentos adicionales definieron que el Ca es un inhibidor
anticompetitivo de la enzima. La concentracién mdxima de la
fluoremia total en ratas intactas que recibieron por sonda gastrica

80 pmoles de MFP con Ca, se anticipd respecto de los controles

(Con Ca: 90 minutos, controles: 180 minutos). Se concluye que la

asociacion con calcio aumenta la tasa de absorcién del MFP al

inhibir la fosfatasa alcalina intestinal y mantener elevada la con-

centracion de MFP en la luz intestinal.

358. Evaluacién neurofisiolégica en el Prolapso Geni-
tal Recidivado. O. Contreras Ortiz,  R.Gutnisky,
A C. Bertotti, F. Coya Nufez.

Unidad de Uroginecologia, Cirugia Vaginal y
Neunrofistologia. Hospital de Clinicas “José de San
Mariin" , Buenos Aires. UBA, Buenos Aires.

E1 objetivo del presente estudio fue evaluarel dafio neurolégico
en ¢l Prolapso Genital Recidivado (PGR). Se efectué el registro
de los Reflejos Pelvianos, Bulbocavermnoso (RBC), Pudendo
Profundo (RPP) y Uretopudendo (RUP), como asi también
Potenciales Evocados (PEC). Pudendos (PEP) y de la unién
Uretrovesical (PEUUV) a 21 pacientes con Prolapso Genital
Recidivado (PGR). Todas ellas fucron tratadas previamente de una
a tres veces con cirugia. A todas las pacientes se les realizé una
historia clinica uroginecol6gica, examen fisico (pélvico, rectal,
vaginal y neuroldgico) cultivo de orina, pruebas de incontinencia
de orina y determinacién de orina residual. Se encontré RBC
anommal en 14/20 (70%) con una latencia media de 44,65 mseg.
DS=10,46 RPP anormal en 14/19 (74%) con una latencia media
de 44,73 mseg DS=9,82 RUP anommal en 2 1/2 (17%) con una
latencia media de 51,41 mseg. DS PEUUYV anommal fue encontrado
en 6/18 (33% ) media P_=80,44 mseg. DS=16,75 y PEP anormales
cn 6/18 media P,=44,27 mseg. DS=7,71. La anomalidad en los
RBC yRPP del ;;iso pelviano fueron los test més frecuentes (85%)
en el PGR puntualizando un dafio en el nervio pudendo en el PGR.
El 33% de las pacientes mostraron una anormalidad funcional en
la via aferente. En dos casos con PE anormales asociados con
reflejos pelvianos normales, se presume una alteracién subclinica
supraconal. Los resultados encontrados confirman la presencia de
deterioro de la funcién neuromuscular del piso pelviano en el PGR
y abre nuevas perspectivas en el diagndstico de las disfunciones
del piso pelviano.
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Otras Actividades Desarrolladas
Durante la XLIl Reunion Anual de la SAIC

CONFERENCIAS

CONFERENCIA LANARI:
“Sobrevida prolongada libre de sintomas en la infeccién por HIV. Convivircon el enemigo”.
Dra. Maria Marta de Elizalde de Bracco. Subdirectora de Investigacion Bésica. Instituto
de Investigaciones Hematoldégicas . Academia Nacional de Medicina. Buenos Aires.

CONFERENCIA EN HOMENAJE AL 50° ANIVERSARIO DEL PREMIO NOBEL DEL DR. A.
HOUSSAY:
“Plan futuro de Ciencia y Técnica. Rol del CONICET en el futuro cientifico Argentino”.
Dr. Luis Alfredo Beauge. Investigador Superior y Vicepresidente de Asuntos Cientificos
del CONICET. Buenos Aires

- CONFERENCIA DE GASTROENTEROLOGIA:
“Hepatic transport of organic Anions: New and old concepts revisited with bilirubin™.
Dr. Claudio Tiribelli. Profesor de Biogquimica y Medicina. Centro Studi Fegato. Dipartimento
di Biochimica, Biofisica e Chimica delle Macromolecole, Universita di Trieste, Italia.

SIMPOSIOS

SIMPOSIO DE HEMATOLOGIA:
TITULQ: Usos terapéuticos de la Eritropoyetina (EPO) recoimbinante.

COORDINADOR: DR.CARLOS BOZZINI (Profesor Titular de Fisiologia, Facultad de Odontologia,
U.B.A., Investigador Superior del CONICET)

PANELES:
DR. CARLOS BOZZIN|. Bases fisidlogicas para el uso terapéutico de la EPO.
DR. PABLO RENDO (Médico Asesor de Biosidus). Utilizaciones clinicas de la EPO.
DR. RODOLFO MARTIN (Laboratorio de Rifién, Instituto Lanari) . EPO: tratamiento de la

anemia en la insuficiencia renal crénica.
DRA.LEONOR STERIN-BORDA (Profesora de Farmacologia, Fac. de Medicina, U.B.A., Jefa

del Laboratorio de Cardiovascular, CEFYBO, Investigador Principal del CONICET). Efecto
de la EPO sobre érganos no hematopoyéticos. Posible aplicacion terapéutica en enfermedades

cardiacas.

SIMPOSIO DE AUTOINMUNIDAD:

TITULQ: Diabetes Mellitus y autoinmunidad. Prediccién y prevencidn.
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COORDINADOR: DR. EDGARDO POSKUS (Profesor Regular Titular de Inmunologia, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, U.B.A., Investigador Principal del CONICET).

PANELES:
DR. FELIX E. PUCHULU (Médico Consultor del Hospital de Clinicas “José de San Martin”,

U.B.A.). La diabetes mellitus hoy.

DR. JUAN C. BASABE (Profesional a cargo del Laboratorio de Diabetes Experimental del
CEDIE, Hospital de Nifos “Dr. Ricardo Gutierrez”, Bs.As.). Diabetes mellitus y autoinmunidad.
DR. EDGARDO POSKUS. Los marcadores inmunoldgicos y la deteccion precoz de la diabe-
tes mellitus insulinodependiente.

SIMPOSIO DE NEUROLOGIA:
TITULO: Aspectos experimentales y clinicos en la Esclerosis Lateral Amiotrdfica.

INADOR: DR.ROBERTO SICA (Profesor Titular de Neurobiologia, Fac. Medicina, U.B.A.)

PANELES:
DR. ALEJANDRO DE NICOLA (Profesor Titular de Quimica Biolégica, Fac. Medicina, U.B.A.,

Investigador Superior del CONICET). Efectos hormonales en un modelo murino de Esclerosis
Lateral Amiotrofica (ELA).

DR. OSVALDO UCHITEL (Investigador Principal del CONICET, Prof. Adjunto de Fisiologfa,
U.B.A.). Los canales de calcio en el terminal motor en la fisiopatologia de la ELA.

DRA. MONICA FISZMAN (Investigador Independiente del CONICET). Coaccién oxidativa:
estudios ‘“in vivo”e "in vitro” y su relacién con la ELA.

DR. ROBERTO SICA. Participacion de estructuras nerviosas no motoras en la ELA.

SIMPOSIO DE ONCOLOGIA:

TITULO: Angiogénesis, aspectos bdsicos y clinicos de nuevas terapias bioldgicas en
oncologia.

COORDINADOR: DRA. LILIA DAVEL (Jefa de Inmunologia Celular, Area de Investigaciones,
Instituo “Angel H. Roffo”).

PANELES:
DRA. LILIA DAVEL. Angiogénesis en el tratamiento y diagndstico del cancer.

DRA. SLOBODANKA KLEIN (Jefa del Departamento de Bioterio y Cancer Experimental,
Area de Investigaciones, Instituto “Angel H. Roffo"). Nuevas vacunas en céncer.

DR. JOSE MARIA LASTIRI (Médico Oncdlogo del Hospital Italiano, Investigador Clinico de
Biosidus, Sub-director de la Carrera de Especialistas en Oncologia de la U.B.A.). Aplicaciones

clinicas de la biologia molecular en oncologia.

SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA:
TITULQ: Transferencla de Ia investigacion basica al sector tecnoldgico-industrial.

COORDINADOR: DR.JORGE YANOVSKY (Vicepresidente del Foro Argentino de Biotecnologia)
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PANELES:
DR. ENRI S. BORDA (Profesor Titular de Farmacologia, Fac. Odontologia, U.B.A., Investigador

Principal del CONICET). Biologia molecular y diagndstico en enfermedad de Chagas.

DR. ALUIZIO PRATA (Profesor Medicina Tropical, Facultade de Medicina do Tridngulo Mineiro,
Minas Gerais, Brasil). Biologia molecular y prevencién en enfermedades tropicales.

LIC. MARCELO DAELLI (Vicepresidente de Asuntos Tecnoldgicos del CONICET). Biologia
molecular y terapeutica.

SIMPOSIO DEL COMITE DE ETICA:
TITULO: Aspectos éticos de la terapia génica.
COORDINADOR: DRA. ELBA GIORGIUTTI (Médica genetista. Ex Presidente de la Sociedad

Argentina de Genética. Directora del Instituto de Genética y Medicina Prenatal de Buenos Aires.
Docente del Instituto de Etica Biomédica de la Universidad Catdlica Argentina.)

PANELES:
DR. OSVALDO PODHAJCER (Investigador de la Fundacion Campomar). Aspectos Eticos del

uso de vectores virales.

DR. ADOLFO IRIBARREN (Investigador del INGEBI. Docente de la Universidad de Quilmes).
Aspectos éticos de la terapia génica con oligonucledtidos.

DR. MARTIN ROUBICEK (Médico genetista. Ex presidente de la Sociedad

Argentina de Genética. Profesor Titular de Genética, Univ. Nac. de Mar del Plata). Terapia
génica y terapedtica convencional: ; Existen diferencias?

DR. PEDRO HOOFT (Juez en lo Penal de Mar del Plata. Presidente de la Asociacion Argen-
tina de Bioética. Profesor Titular de Filosofia del Derecho, Univ. Nac. de Mar del Plata). Bioética
de la terapia génica.

PREMIOS

“ PREMIO SAIC ”, al mejor Proyecto de Investigacion Biomédica presentado por médicos
residentes de hospitales nacionales, provinciales, universitarios y privados.

“ PREMIOS FUNDACION LUCIO CHERNY ”, correspondientes a los dos mejores trabajos
de investigacién presentados en la Mesa Interdisciplinaria, por investigadores jovenes
(edad no superior a los 45 afios) y por becarios.

“ PREMIO DR. PATRICIO COSSIO ”, al mejor trabajo de investigacién correspondiente al
4rea de Cardiologia.
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MAESTRIA EN INVESTIGACION CLINICA
FACULTAD DE MEDICINA - UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES Y
SOCIEDAD ARGENTINA DE INVESTIGACION CLIINICA

(Presentada el 8 de octubre en la Facultad de Medicina de la UBA, N° de
Expediente 15976)

El presente proyecto se refiere a la creacion de una Maestria en Investigacion
Clinica que persigue como fin el elevar el nivel de aquellos graduados
universitarios en el area de la salud, a través del aumento del conocimiento y las
habilidades en algun dado tema de investigacion biomédica. Asimismo se trata
de uno de los estudios de postgrado mas calificados y se continda,
frecuentemente, en una Tesis de Doctorado.

La Universidad de Buenos Aires (UBA) prevee el desarrollo de maestrias en su
Reglamento expte N° 33.711/85. Asimismo, la Sociedad Argentina de
Investigacion Clinica (SAIC), posee una experiencia de mas de 30 afios en la
estimulacion, ensefianza y convocatoria de investigadores jovenes y en la
discusién y presentacion de trabajos cientificos. Se puede decir con orgullo que
sus miembros son investigadores cientificos en ciencias de la salud y en toda la
acepcion del término; muchos de ellos son Profesores de la Facultad de Medicina
o de otras Facultades de la UBA.

OBJETIVOS DE LA MAESTRIA

El objetivo de la maestria es la promocién del acceso a la investigacién clinica
de médicos y de otros profesionales del area de la salud, que hayan completado
su formacion basica en el campo respectivo (por ejemplo, residencia completa o
formacioén basica en investigacion).

CARACTERISTICAS PEDAGOGICAS

La maestria se desarrollara en forma tedrico-practica, con una duracion total de
26 meses. Los aspectos tedricos se integraran en asignaturas y la practica se
llevara a cabo en los laboratorios de los miembros de la SAIC que acepten la
tarea y tengan facilidades para aceptar un educando al menos durante un ano,

incorporandolo a su plan de trabajo.

Las asignaturas propuestas incluiran contenidos de formacién biolégica gen-
eral, de las lineas actuales de investigacién médica y de conceptos generales
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vinculados al desarrollo de cualquier investigacion, asi como también aspectos
metodoldgicos y éticos atinentes a la problematica de la investigacion. Esta
propuesta se cumplira en los primeros 12 meses de la maestria.

Los aspectos practicos incluiran, como trabajo personal, la elaboracion de la
hipotesis, el aprendizaje de técnicas o metodologias necesarias y posibles dentro
de los plazos de tiempo estipulados y |la discusion y presentacion de los resultados
alcanzados en la forma de una TESINA. Esta segunda etapa de la maestria se
cumplimentara en los 14 meses siguientes, correspondientes al segundo ano y
se realizarg, en los distintos laboratorios y bajo la direccion de los investigadores
propuestos, a eleccion del candidato.

ORGANIZACION
PLAN DE ESTUDIO

Se desarrollara durante los primeros 12 meses, a razon de 2 clases semanales
de 3 horas de duraciéon cada una. Se dictara en el ambito de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Buenos Aires y, cuando exija el desarrollo de parte
practica, la misma se realizara en los laboratorios de la SAIC especificados mas
adelante, en los que se cuenta con el instrumental y equipamiento necesarios.
Este plan de estudios tendra CARACTER OBLIGATORIO vy es el que se presenta
a continuacion.

Modulo 1. Fundamentos de la Investigacion Cientifica
1.1 - Epistemologia.
1.2 - Bioestadistica y metodologia de la investigacion.
1.3 - Disefio experimental.

Modulo 2. Biologia Celular
2.1 - Transporte de membranas y canales ionicos.
2.2 - Receptores.
2.3 - Mecanismos de transduccion de senales.
2.4 - Radicales libres en biologia y medicina.
2.5 - Proteinas de la matriz extracelular y moléculas de adhesion.

Modulo 3. Genética y Biologia Molecular
3.1 - Conceptos de Biologia molecular.
3.2 - Conceptos de Genética molecular.
3.3 - Bases moleculares de las enfermedades.
3.4 - Aspectos moleculares de |a terapeditica.
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Mdédulo 4. Inmunofarmacologia
4.1 - Regulacion de la respuesta inmunoldgica.
4.2 - Control neuroenddcrino de la respuesta inmune.
4.3 - Mecanismos inmunofarmacolégicos involucrados en distintos pro-

cesos patoldgicos.

Modulo 5. Funciones integradas neurovegetativas y neuroenddcri-

nas
5.1 - Homeostasis y principios generales de los sistemas fisioldgicos

de control. Evaluacion fisioldgica y clinica del Sistema Nervioso
Auténomo.

5.2 - Cronobiologia.
5.3 - Neuroendocrinologia.

Modulo 6. Bases moleculares de la transformacion celular
6.1 - Epidemiologia y patologia del cancer.

6.2 - Etiologia del cancer.
6.3 - Biologia celular y molecular del cancer.

6.4 - Relacion huésped-tumor.
6.5 - Aportes de la biologia al diagndstico y tratamiento del cancer.

TESINA

Enlos 12 meses restantes los educandos deberan concurrir a los distintos
laboratorios de la Sociedad de Investigacién Clinica propuestos, de
acuerdo a los temas elegidos por ellos, en los que desarrollara su trabajo
cientifico que culminara con la elaboracion de una TESINA, dirigida por

el investigador a cargo.
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SOBREVIDA PROLONGADA LIBRE DE SINTOMAS EN LA INFECION POR VIH. CONVIVIR

CON EL ENEMIGO.
MARIA MARTA DE ELIZALDE DE BRACCO

Instituto de Investigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires

Es mucho mas dificil poder explicar lo que sent/ cuando la Dra Borda me invité a hacerme cargo de
la tradicional Conferencia Lanari en la Reunién Anual de SAIC que dictar la conferencia en sf. Més
alla de mi vinculo afectivo y de parentesco, el Dr Lanari -Pjpo- fue una figura rectora, modelo, en mi
vida. Mis recuerdos son mezcla agridulce de nostalgia, emocién, carifio y por encima de todo admi-
racion. Fue un maestro, no sélo por sus ensenanzas especificas en cuanto a contenido, método y
disciplina de trabajo, sino por su ejemplo. Ensené con el vigor de su presencia, actitud y coherencia
a todo nivel y por lo menos en mi caso, cada ensenanza estuvo mechada de ternura y de humor. Sélo

deseo que se cumpla en ml 'y en todos sus discipulos esa aspiracién suya de transmitir a los demds,

mas que una pila grande o pequena de datos experimentales, una actitud que signifique una puerta

abierta al crecimiento humano.

Resumen Lainfeccién por VIH provoca una profunda depresién en el sistema inmune que lleva finalmente al

desarrollo del SIDA en la mayoria de los individuos infectados. Sin embargo, un pequeno grupo
permanece asintomatico, con recuentos elevados y estables de CD4 y carga viral baja a lo largo de mas de 10
anos de infeccién, aldn en ausencia de tratamiento anti retroviral (sobrevivientes a largo plazo, LTS-LTNP). Tanto
factores propios de la cepa viral infectante como de la respuesta del individuo infectado, pueden estar involucra-
dos en esta manera particular de responder al desafio de VIH. Es importante estudiar que mecanismos estdn en
juego en la resistencia natural de estos individuos a la infeccién y en su resistencia a la progresién de la misma

para poder estimularlos o imitarlos en los demas pacientes VIH+.

Al comienzo de la epidemia de SIDA, se pensa-
ba que la infeccién por el virus de la inmunodeficien-
cia adquirida (VIH) provocaba la inexorable destruc-
cién del sistema inmune, lo cual finalmente llevaba
aldesarrollo del SIDA y la muerte. La mayor parte de
los estudios se concentraba en el anélisis de los me-
canismos inmunopatogénicos involucrados en el de-
terioro del sistema inmune y los esfuerzos para mo-
dificar el curso de la enfermedad se basaban en tra-
tar de impedir la replicacién viral y mejorar el manejo
terapéutico de las infecciones oportunistas o enfer-
medades asociadas al SIDA. Gracias a esto se logré
incrementar la expectativa de sobrevida de los pa-
cientes infectados en general. Dentro del conjunto
de los pacientes VIH+ muchos superan los 10 anos
de sobrevida, y de éstos sobrevivientes, hay algunos
(5-10 %) que han permanecido asintomaticos luego
de muchos afos de infeccién por VIH. El estudio de
estos individuos es crucial para poder comprender
cuales son los factores que pueden estar asociados
a una retardo en la progresién de la enfermedad cau-
sada por VIH, pues estos son los que deseariamos
potenciar o estimular para poder mejorar el sistema

inmune de todos los pacientes infectados con VIH.

Una pregunta que ain queda sin responder es si
estos individuos "no progresores”son un grupo parti-
cular de pacientes VIH+ que nunca llegaran al dete-
rioro final del sistema inmune o si se trata de un gru-
po heterogéneo en el cual el perfil de progresion len-
ta responde a diferentes causas que sdlo podran ser
dilucidadas luego de muchos anos de analisis de la
evolucién de la enfermedad.

Distintos criterios han sido utilizados para incluir
a los pacientes VIH+ dentro del grupo de sobrevi-
vientes o no progresores a largo plazo (long term sur-
vivors, LTS; long term non progressors, LTNP). Den-
tro del grupo de adultos LTS-LTNP se diferencian dos
grupos basados en aspectos clinicos y en la estabili-
dad del recuento de linfocitos CD4 (1): 1) individuos
asintomaticos con niveles altos y estables de CD4 y
2) individuos clinicamente estables con bajos recuen-
tos de CD4 y sin condiciones definitorias para SIDA
(Tabla 1). A esta definicién podria actualmente agre-
garse la valoracién directa de la carga viral, estable-
cida por el nimero de copias de RNA viral detectado
en plasma, sangre o ganglios linfaticos, la cual es
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Tabla 1: Definicion de individuos adultos VIH+ sobrevivientes a largo termino (lts-Itnp).

LTS-LTNP ASINTOMATICOS, CON RECUENTOS ALTOS Y ESTABLES DE LINFOCITOS CD4+:

Categorfa de CDC (1993): A1

* Recuentos de CD4+ determinados repetidas veces a lo largo de > 8 afos
* Pendiente de CD4+ con pérdida de < 5 células x 106/ | por ano; la primera determinacion de |a pen-

diente realizada despues de 1 afio de infeccion.
* Recuento de CD4 > 500 células x 106/1.
* Sin tratamiento antiviral.

LTS-LTNP CLINICAMENTE ESTABLES, CON BAJO RECUENTO DE CD4+.

Categorias de CDC (1993): A3, B3.

* Recuento de CD4+ < 200 células x 106/ | por mas de 5 anos.
* Sin diagnéstico de condiciones definitorias para SIDA.

habitualmente baja en los individuos LTS-LTNP (2).

Los factores que determinan esta evolucién be-
nigna de la infeccién por HIV+ pueden estar relacio-
nados al virus infectante y/o a la respuesta inmune
del individuo infectado.

Caracteristicas del virus asociadas a progresion
de la enfermedad.

Utilizando técnicas sensibles como la PCR, es po-
sible detectar VIH-RNA practicamente en todos los
individuos infectados con VIH, aunque haya sido im-
posible aislar virus infectivo o antigeno p24 a partir
de plasma o células de ese individuo (3). La carga
viral tiende a ser menor en LTS-LTNP que en los pa-
cientes rapidamente progresores (2). En cuanto a la
recuperacion de virus infectante por cultivo, hay me-
nor probabilidad de lograr aislamientos a partir de
material obtenido de LTS-LTNP que de pacientes pro-
gresores (2). En este caso, es necesario tener en
cuenta el tipo de técnica utilizada para el aislamien-
to. En algunos ensayos, como las células “blanco” de
la infeccién son lineas celulares de estirpe linfocita-
ria, los aislados primarios con tropismo hacia células
de la serie monocito/macrofagica (M/M) pueden ser
pobremente infectantes. En cambio, utilizando meto-
dologia que privilegie las interacciones celulares es-
pontaneas y permita revelar la infeccién de M/M, es
posible recuperar VIH a partir de material de pacien-
tes LTS-LNTP con baja o nula carga viral (4). En la
Figura 1 se muestra un ejemplo de aislamiento de
VIH logrado por cultivo prolongado que favorece la
multiplicacién de virus macréfago-trépicos (5). La re-
plicacién de VIH en este paciente LTS-LTNP, con ba-
ja carga viral plasmatica (<300 copias/ml) y con mas
de 10 anos de sobrevida libre de enfermedad en au-
sencia de tratamiento, se produjo a los 15-20 dias de
cultivo, luego de la activacién de M/M por ingestién
de células apoptéticas. Las células infectadas, de-
mostradas por tincién con anticuerpo anti-p24, eran

de estirpe M/M.

Algunos estudios sobre fenotipo de VIH y su rela-
cién con la progresion de la enfermedad indican que
las cepas que no inducen sincicios celulares (NSI)
son mas frecuentemente halladas en los pacientes
LTS-LTNP (1), lo que no excluye la presencia de ce-
pas NSl en los individuos progresores. La aparicién
de cepas inductoras de sincicios celulares (Sl) ha si-
do correlacionada con un aumento de la carga viral,
mayor efecto citopatico e infectividad y por ende con
mayor riesgo de progresion clinica (1, 4). Sin embar-
go no es posible establecer si la mayor frecuencia de
cepas Sl en los individuos progresores es consecuen-
cia de la falla primaria de alguno de los mecanismos
inmunes de control en esos individuos, que permite
el desarrollo de VIH-SI. También se buscé estable-
cer una correlacién entre la evolucién clinica de pa-
cientes infectados con VIH y deleciones en el geno-
ma viral. En este sentido hubo una observaciéon muy
interesante realizada en receptores de una transfu-
sién de sangre de un donante cuyo VIH tenia dele-
ciones en el gen nef en la regién de LTR. Ni el donan-
te ni los receptores de la transfusién contaminada
mostraron signos de progresion de la enfermedad 12
anos después del contagio (6).

Caracter(sticas de los individuos infectados con
VIH involucradas en la sobrevivencia prolongada
a la infeccién.

a) Co-receptores

Hace mas de 10 afos se demostré que la molé-
cula CD4 ubicada en la membrana de linfocitos y ma-
créfagos era el receptor primario para el VIH (7). La
gp120 de la envoltura viral se unia directamente a
CD4 expresado en linfocitos, macréfagos y células
transfectadas con CD4, pero se reconocié que la so-
la unién de CD4 con VIH no aseguraba la infeccién
de las células CD4+. Durante 10 afos se buscé afa-
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Figura 1.- Produccién de p24 en cultivo prolongado de
leucocitos mononucleares periféricos en un paciente LTS-
TNP. Las celulas mononucleares periféricas aisladas por
centrifugacién en gradiente de Ficoll-Hypaque se colocaron
en cultivo en ausencia de estimulo (Ruibal-Ares et. al.,
referencia 5) y secoseché sobrenadante a distintos tiempos
valorando la replicacién viral midiendo la protelna del core
p24 con un ensayo de ELISA comercial.

nosamente identificar moléculas que actuaran como
co-receptores de VIH. Asi fue que en 1996, se de-
mostré la existencia de un co-receptor para cepas de
VIH aisladas de lineas de linfocitos transformados
(VIH linfo-trépico). Resulté ser una molécula perte-
neciente a la familia de receptores con 7 dominios
transmembrana asociados a las proteinas G regula-
doras (7DT) llamada inicialmente fusina (7). Al reco-
nocer que dentro de la familia de receptores 7DT, la
fusina pertenecia al grupo de receptores para a-qui-
mioquinas, se cambié su nombre por el de CXCR-4.
La quimioquina SDF-1 (stromal cell-derived factor 1)
actda como ligando de CXCR-4 y bloquea el ingreso
de VIH linfo-trépico a los linfocitos T transformados
(8). De la misma manera que para CXCR-4, en for-
ma casi simultanea se demostré que las cepas ma-
créfago-tropicas utilizaban otro co-receptor rpie_mbrp
de la familia 7DT: el receptor para las B-quimioqui-
nas CCR-5 (9, 10) cuyos ligandos fisiolégicos (RAN-
. TES, MIP1-a.y MIP1-B) también interferfan la fusién
de VIH en macréfagos y en células T de cultivos pri-
marios (9). Posteriormente se identificaron otras mo-
léculas pertenecientes a la familia de receptores de
quimioguinas que pueden actuar como co-recepto-
res para el VIH: los receptores para B-quimioquinas
CCR-2by CCR-3 (11) y mas recientemente la molé-
cula STRL33 que puede actuar como co-receptor de
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VIH tanto de cepas linfo-trépicas como macréfago-
trépicas con igual eficacia (12).

Inmediatamente se buscé explicar si la resisten-
ciade los LTS-LTNP a los efectos de la infeccién por
VIH estaba relacionada a mutaciones en las molécu-
las co-receptoras. Combinando los hallazgos de la-
boratorio sobre co-receptores para VIH macréfago-
trépicos con observaciones clinicas acerca de per-
sonas repetidamente expuestas a la infeccién, que
habfan permanecido seronegativas, se demostré que
una mutacion en CCR-5 podria aportar proteccién
frente a VIH (13). Asi se demostré que en casi todos
los individuos homocigotas para una delecién de 32
pares de bases del gen que codifica para CCR-5,
repetidamente expuestos a VIH, la infeccién por VIH
no prospera (14, 15). La presencia del gen defectuo-
so otorga proteccion contra la infeccion y confiere ven-
tajas en la resistencia a VIH y al desarrollo de la en-
fermedad, pues ain en individuos heterocigotas pa-
ra la delecién, la progresion de la enfermedad es mas
lenta (14). Pese a |la importancia de CCR-5 para el
logro de una infeccidn exitosa, especialmente por via
sexual, CCR-5 no es el Gnico co-receptor. Dependien-
do de la cepa de virus empleada, es posible infectar
células homocigotas para el gen CCR-5 defectuoso
(A -32 CCR-5) (18). En este caso, los co-receptores
utilizados podrian ser CCR-2, CCR-3 0 STRL33. Es-
te Gltimo es interesante pues se expresa en linfocitos
T activados y podria contribuir a la diseminacién de
las cepas de VIH linfo-trépicas. En general, la expre-
sion de CCR-5 y CXCR-4 en linfocitos T es recipro-
ca: los linfocitos T en reposo tienen maxima expre-
sion de CXCR-4 mientras que los activados expre-
san mas CCR-5 (17). A esta alturade los conocimien-
tos sobre co-receptores queda claro que la presen-
cia de la mutante A -32 CCR-5 no garantiza resisten-
cia a la infeccién por HIV ni es la explicacién univer-
sal para el fenémeno de resistencia a la progresién
de la enfermedad asociada a |a infeccién por VIH.

b) Inmunidad humoral

Los estudios serolégicos sugieren que los titulos
elevados de anticuerpos contra protefnas del core vi-
ral (p24, p17) se asocian con sobrevivencia prolon-
gada a la infeccién por VIH. Esto es evidente al com-
parar LTS-LTNP con individuos VIH+ cuya curva de
deplecién de linfocitos CD4 es acelerada (1), pero un
titulo elevado de anti- p24 no garantiza que la pérdi-
da de CD4 no va a ocurrir. Con respecto a anticuer-
pos anti-ViH de otras especificidades, los LTS-LTNP
tienen en general titulos mayores contra productos
de los genes gag (p55), pol (p31/66) y env (gp41 y
sectores NH2- terminales y CCOH-terminales de
gp120) que los progresores. Dentro de los anticuer-
pos con especificidad para productos del gen env,
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los titulos de anticuerpos contra el dominio V3 (impli-
cado en la neutralizacion viral) no fueron significati-
vamente diferentes entre individuos progresores y no
progresores (1), pero no se sabe si estos resultados
obtenidos con ensayos de neutralizacion de cepas
adaptadas al cultivo son representativos de lo que
sucede in vivo o con aislados primarios.

Con ensayos de citotoxicidad dependiente de an-
ticuerpo (ADCC) utilizando como "blanco” células in-
fectadas que expresaban antigenos de envoltura de
VIH, se demostré que los pacientes que progresa-
ban mas lentamente tenian titulos mayores de anti-
cuerpos que los rapidamente progresores (18).

En conjunto estos resultados sugieren que los in-
dividuos LTS-LTNP tienen mejor respuesta humoral
contra VIH que los progresores, pero no se sabe si
esta respuesta humoral es la causa o la consecuen-
cia de la menor progresion.

¢) Inmunidad celular

Una caracteristica de los individuos LTS-LTNP es
tener un alto recuento de linfocitos T CD8+. Como el
numero de linfocitos T CD4+ es menor que el de los
controles seronegativos en esos mismos pacientes,
la relacion CD4/CD8 es baja. Esta relacion es mas
baja enlos LTS-LTNP que en los pacientes VIH+ pro-
gresores, pues en estos el recuento de linfocitos CD8+
es menor que en LTS-LNTP. En base a estas obser-
vaciones y al conocimiento general acerca del papel
que desempenan los linfocitos citotéxicos CD8+ (CTL-
CD8) en el control de la diseminacién de los virus se
puso particular énfasis en determinar su papel en la
progresién de la infeccién por VIH. La respuesta cito-
téxica CTL-CD8, restringida por antigenos de clase |
del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA-cla-
se |) es vigorosa en las etapas iniciales de la infec-
cién y coincide temporalmente con el descenso de la
viremia. En individuos resistentes a la infeccién por
VIH pese a repetidas exposiciones (19) y en los ni-
nos infectados perinatalmente que tienen evolucién
mas benigna (20), se pueden demostrar CTL-CD8
especificas para VIH aun en presencia de bajas car-
gas virales. Es una respuesta policlonal, con CTL que
reconocen distintos antigenos virales presentados
dentro del contexto de varios antigenos HLA-clase |
(21). La presién ocasionada sobre el virus por la res-
puesta CTL podrfa inducir mayor variabilidad antigé-
nica llevando a fenémenos de escape pero esto es
poco frecuente en los LTS-LTNP con eficiente y am-
plio repertorio de CTL. En estos individuos pese a |a
gran variabilidad de las cepas aisladas, la eficiencia
de las CTL contribuye a mantener bajo control la di-
seminacioén viral. Mas atn, no se requiere variacion
antigénica para generar |a respuestas citotéxicas CTL
contra diferentes epitopes dominantes del VIH. En el
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caso de que aparezcan variables antigénicas induci-
das por el tratamiento anti-retroviral, aparecen nue-
vas CTL-CD8 con especificidad para epitopes en la
transcriptasa reversa (RT) mutada (21).

No toda la actividad protectora de las CTL se ba-
sa en la eliminacion citolitica de las células infecta-
das. Muchos estudios, fundamentalmente del grupo
de Levy y col., han destacado la actividad supresora
de la replicacion viral que desempenan los linfocitos
CD8+ en ausencia de fenémenos citotéxicos y aun
de reconocimiento restringido por los antigenos HLA-
clase | o Il. Las caracteristicas de la respuesta no
citotoxica protectora contra VIH desarrollada por lin-
focitos CD8+ se presentan en la Tabla 2. Aparente-
mente esta actividad depende de la liberacion de fac-
tores solubles ("CD8+ T cell antiviral factor”, CAF) al
medio y aparentemente es independiente del efecto
de otras citoquinas y quimioquinas con actividad an-
tiviral. En los individuos asintomaticos la actividad de
CAF es mayor que en los pacientes rapidamente pro-
gresores (22). En conjunto, estas observaciones su-
gieren que la prevalencia de una vigorosa respuesta
CTL-CD8 anti-VIH de amplio espectro y los elevados
numeros de linfocitos T CD8 funcionalmente activos
capaces de liberar factores supresores del VIH son
caracterfsticas de los individuos VIH+ con sobrevi-
vencia prolongada y serian prototipo de respuestas
a promover en los demas pacientes infectados para
mejorar su performance.

d) Citoquinas

Como la progresion de la infeccién con VIH trae
aparejada una pérdida de la respuesta inmunitaria
mediada por células (CMI), la CMI se asocia a cito-
quinas del tipo Th1 (IL-2, IFN, IL-12) y la inmunidad
humoral a citoquinas de tipo Th2 (IL-4, IL-10, IL-5),
se busco establecer una relacién entre el perfil de
citoquinas detectado y la evolucién de la infeccién.
En los inicios de la década del 90, la teoria del viraje
del perfil de citoquinas de Th1 a Th2 ("switch Th1-
Th2") como caracteristica de la progresién a SIDA
era ampliamente aceptada (23). En la actualidad, si
bien se admite la predominacia del perfil Th2 en las
etapas sintomaticas y en el SIDA, no se acepta de
manera absoluta el dogma del “switch Th1-Th2" co-
mo causa fundamental del deterioro progresivo del
sistema inmune. En los individuos con carga viral ba-
ja, asintométicos y con recuentos altos de CD4 los
valores de citoquinas Th1 eran mayores que los de
citoquinas Th2 en ensayos realizados con células mo-
nonucleares periféricas totales (24). Pero es necesa-
rio tener en cuenta que la produccion de citoquinas
Th1-Th2 no depende sélo de su sintesis por subsets
de linfocitos T CD4+, sino que otros linfocitos (CD8+,
NK) también pueden contribuir al balance final de ci-
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Tabla 2: Caracteristicas de |la respuesta no-citotéxica anti-HIV de las células CD8+.

Dependiente de la dosis.
No provoca la muerte de la célula infectada.

Inhibe |a replicacion a nivel de transcripcion.

Sélo observada con linfocitos T CD8+ (no CD4+, B, NK o macréfagos).
Observada tambien tanto con linfocitos CD8+ de los ganglios linfaticos como de sangre periférica.

No restringida por antigenos de histocompatibilidad.

Las células activas son fundamentalmente CD8+ HLA-DR+, CD8+ CD28+.
Bloquea replicacion en células CD4+ natural o agudamente infectadas.
Suprime replicacion de VIH a bajas relaciones de CD8+/CD4+.
Correlacionada con el estado clinico y el nimero de CD4+ en sangre.

Mediada -por lo menos en parte- por factores solubles.

No interfiere con la activacion o pproliferacion de 4+.

Activa contra cepas de citopaticas y no citopaticas.

Observada en CD8+ de primates no humanos infectados con VIH o VIS.

toquinas Th1-Th2. En estudios realizados con linfoci-
tos CD8+ de pacientes LTS-LTNP, estas células man-
tienen su capacidad de producir IL-2, IFN, y -en me-
nor medida- IL-10 (perfil ThO) al igual que las CD8+
de pacientes seronegativos. En cambio en los pro-
gresores, las células CD8 son incapaces de producir
IL-2 e IL-10 (25). Las caracteristicas favorables se
dan especialmente en linfocitos CD8 que ademas ex-
presan el antigeno CD28 involucrado en la activa-
cién de la sintesis de IL-2, y la molécula CD395 (Fas)
asociada a la muerte celular programada (25).

Como algunas quimioquinas actian in vitro inhi-
biendo la fusion de VIH luego de su unién a la molé-
cula CD4 (9), en pacientes LTS-LTNP se buscé co-
rrelacionar el nivel de B- y «- quimioquinas en linfoci-
tos totales o deplecionados de CD8 con la posibili-
dad de aislar VIH en esos individuos. Los resultados
no fueron definitorios en este pequeno numero pa-
cientes (26).

e) Genética

La susceptibilidad genética a VIH podria operar
teéricamente a tres niveles: 1) susceptibilidad a la
infeccidn en el encuentro inicial; 2) progresion de la
infeccién una vez establecida; 3) susceptibilidad ge-

nética a las condiciones que definen el SIDA unavez
que la deplecidon de los linfocitos CD4 ya se ha pro-
ducido. Hasta el momento las asociaciones entre pro-
gresion de la enfermedad y el sistema mayor de his-
tocompatibilidad no son concluyentes (27). En parti-
cular, llama la atencién que los chimpancés, con gran
homologia en su sistema mayor de histocompatibili-
dad con respecto a Homo sapiens sean resistentes
a la enfermedad causada por la infeccién con VIH.
Sin embargo hay combinaciones de haplotipos des-
critas en el hombre que se asocian con mayor fre-
cuencia a progresion o no progresion de la enferme-
dad por VIH. Estas se resumen en la Tabla 3.

f) Activacion generalizada del sistema inmune y
apoptosis

La activacion de las células que componen el sis-
tema inmune puede llevar a su diferenciacion, o en
ausencia de senales de sobrevida (28) a la muerte
celular programada por apoptosis (29). La apoptosis
linfocitaria puede ser un elemento importante en el
desarrollo de la inmunodeficiencia que lleva al SIDA
luego de la infeccion por VIH. Si bien la propuesta
original de Ameisen y Capron, quienes vinculaban
directamente al fenémeno de apoptosis con la deple-

Tabla 3: Asociacién de antigenos HLA con progresion de la enfermedad causada por VIH

Progresores rapidos

A1, A9, Al1, A23, A24, A28+TAP2.3, A29+TAP2.1, B8+DR3, B35+Cw4, DR2, DRS.

LTS-LTNP

A9, A25,+TAP2.3, A26, A32, B5, B14, B18, B27, B51,B57, Bw4, DRS, DR6, DR7, DRB1°0702+DQA1*0201,

DR13.

Individuos seronegativos frecuentemente expuestos a ViH

A2, A28, DR13

Datos tomados de Westby, Mancay Dagleish, Immunol Today 1996:17; 120-126.
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cion de linfocitos CD4 en el SIDA (30), no fue valida-
da por otros trabajos de investigacion, los resultados
de estudios en pacientes asintomaticos, LTS-LTNP
O progresores sugieren que en pacientes en las fa-
ses sintomaticas o terminales de la infeccion por VIH
(31) la acumulacion de células apoptdticas tanto
CD4+ como CD8+ es mayor que en pacientes asin-
tomaticos o LTS-LTNP. Es probable que, en pacien-
tes LTS-LTNP y VIH+ asintomaticos, como la carga
viral de VIH, la frecuencia de infeccién con cepas de
VIH citopaticas (Sl) y la frecuencia de infecciones
oportunistas concomitantes son menores, el nivel ge-
neral de activacion del sistema inmune sea mas ba-
jo que en los pacientes VIH+ progresores, lo cual a
su vez determina un indice apoptotico menor. La pér-
dida progresiva de clones de células T puede llevar
a una reduccion en !a variedad del repertorio T, de la
misma manera que sucede luego de la activacion
masiva por superantigenos bacterianos. No hay es-
tudios que determinen si la riqueza del repertorio T
en individuos LTS-LTNP es comparable a la de los
controles normales. Por el contrario, se han comuni-
cado distintas perturbaciones en el repertorio T de
pacientes progresores que llevaron a la hipotesis de
la existencia de un superantigeno asociado a VIH
(27).

Conclusién

Del estudio de los pacientes VIH+ no progreso-
res se pueden sacar varias ensenanzas Utiles para
tratar de imitar en el resto de los individuos infecta-
dos la respuesta de los LTS-LTNP al desafio de la
infeccién por VIH. En primer lugar resulta claro que
los LTS-LTNP aprovechan distintos mecanismos pa-
ra convivir saludablemente con el enemigo y que hay
varias maneras de llegar a un equilibrio con este pa-
tégeno letal. Obviamente uno no puede cambiar el
azar del encuentro con una cepa mas o menos viru-
lenta, con o sin deleciones del gen nef, ni la constitu-
cién genética de quien ha sido infectado ( A 32-CCR-
5, haplotipo HLLA). El balance entre la carga viral y la
capacidad de manejo del sistema inmune es algo
que puede ser atacado, por ejemplo con combina-
ciones anti-retrovirales que reduzcan la multiplica-
cion en células permisivas. Pero en este caso cabe
destacar que se debe considerar el conjunto de las
células capaces de albergar y replicar el VIH, no s6-
lo los linfocitos T CD4+. También es recomendable
evitar la activacién incontrolada del sistema inmune
para no agotarlo y desencadenar la muerte celular
programada de los linfocitos que llevaré a la inmuno
deficiencia y al empobrecimiento del repertorio T. En
la actualidad los mecanismos inmunes favoritos pa-
ra la potenciacion y estimulo en los pacientes infec-
tados parecen ser los relacionados a |a actividad de
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CTL-CD8 y la actividad supresora no litica de los lin-
focitos CD8+. Pese a esto, no es posible descartar
que la respuesta citotéxica CTL-CD8 en algunos ca-
sos contribuya a la patogenia autoinmune de esta
enfermedad (32). Tambien es atrayente desarrollar
sistemas de interferencia que imiten la situacién na-
tural presente en los individuos homocigotas para la
delecion A -32 CCR-5, o sea disenar tratamientos con
analogos de las quimioquinas que bloqueen la fusion
de VIH a sus co-receptores.

A pesar a todo, sigue vigente aun ahora en la era
de la terapia combinada y de innovadores tratamien-
tos reconstitutivos, la nocion de que la mejor estrate-
gia para evitar la accién de VIH es impedir su ingreso
al organismo con métodos preventivos, es decir: evi-
tar tener que convivir con el enemigo.

Summary

HIV infection leads to the severe impairment of
the immune system that characterizes AIDS in most
infected individuals. However, a small group of infected
individuals remains asymptomatic, with low viral bur-
den and stable undeclining CD4 counts after the first
year of infection in the absence of anti retroviral treat-
ment (long term survivors -long term non progressors,
LTS-LTNP). Both viral and host factors may determine
this benign evolution of an otherwise fatal disease. In
order to stimulate the host responses that may favour
resistance against HIV infection or determine slow
progression, it is important to study the mechanisms
involved in LTS-LTNP.
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