TESIS DE DOCTORADO DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA – UBA
Año 2004 

“SINTESIS Y ESTUDIO DE HETEROCICLOS NITROGENADOS: TETRAHIDROPIRIMIDINAS Y DERIVADOS”
Autor: María Beatriz GARCIA
Area: QUIMICA ORGANICA
Director: Dra. Isabel PERILLO

Codirector: Dra. Liliana ORELLI

Lugar de trabajo: Dpto. de Química Orgánica – FFyB - UBA
Resumen:

El trabajo presentado contempla la síntesis y estudio de tetrahidropirimidinas 1 (amidinas cíclicas de seis eslabones) y heterociclos relacionados: sales de tetrahidropirimidinio (2) y tetrahidropirimidoquinoxalinas (3). 

Se abordó el estudio de la estereoquímica dinámica de tetrahidropirimidinas 1 con restos arilo disimétricos (orto sustituidos) sobre N1 y/o C2 que presentan el fenómeno de atropisomería (quiralidad conformacional). Dichos compuestos se sintetizaron por ciclación de N-aril-N´-aciltrimetilendiaminas. El estudio estereoquímico se realizó mediante espectroscopía RMN de 1H y 13C a temperatura variable y simulación computacional de los espectros.  Esta metodología permitió calcular las barreras energéticas de los procesos dinámicos que tienen lugar en estos heterociclos. Adicionalmente, se empleó difracción de rayos X y modelado molecular.

Se síntetizaron una serie de sales de tetrahidropirimidinio (2) no sustituidas en el C2 empleando dos rutas: cuaternización de tetrahidropirimidinas 1 y oxidación de hexahidropirimidinas N,N´-disustituidas.

Se estudiaron propiedades químicas de las sales 2: hidrólisis y reducción nucleofílica, y se propusieron mecanismos de reacción para explicar la regioselectividad de las reacciones. 

Se sintetizaron N-óxidos de tetrahidropirimido[1,2-a]quinoxalinas  5-aril y 5-alquil sustituidas (3) por ciclodeshidratación de N-(o-nitrofenil)-N’-benciltrimetiléndiaminas, seguido de reordenamiento espontáneo con pérdida de agua. La metodología descripta se extendió a la obtención de N-óxidos de 6-aril-1,2,3,4-tetrahidro-1,3-diazepino-[1,2-a]-quinoxalina.

Se estudiaron propiedades químicas de los N-óxidos 3: N-alquilación, hidrólisis y reducción. Se presentan también resultados de ensayos biológicos de las pirimidoquinoxalinas 3.
“UN INHIBIDOR DE TRIPSINA DE SEMILLAS DE PELTOPHORUM DUBIUM CON ACTIVIDAD DE LECTINA. PURIFICACION, CARACTERIZACION BIOQUIMICA E INDUCCION DE APOPTOSIS EN LINEAS TUMORALES DE CELULAS T”

Autor: María Fernanda TRONCOSO
Area: QUIMICA BIOLOGICA

Director: Dra. Carlota WOLFENSTEIN

Lugar de trabajo: Dpto. de Química Biológica – FFyB - UBA
Resumen:

Se describe el aislamiento de un nuevo tipo de inhibidor de tripsina a partir de semillas de Peltophorum dubium (PDTI) que posee además propiedades de tipo lectina. Mediante  cromatografía de afinidad en tripsina-agarosa se aislaron dos variantes del PDTI, de 20 y 22 kDa (SDS-PAGE) que, por espectrometría de masa, corresponden a 17,65 y 20,31 kDa. Estas variantes poseen idéntica secuencia N-terminal, similar al inhibidor de tripsina de la soja (SBTI). El PDTI posee actividad inhibitoria sobre tripsina y quimotripsina. La actividad hemaglutinante del PDTI sobre eritrocitos de conejo es inhibida por derivados del ácido siálico y heparina. 

Ambos inhibidores disminuyen significativamente la viabilidad de las células Nb2 (linfoma pre-T de rata) y Jurkat (leucemia de tipo T humana). Distintas técnicas, como análisis electroforético de la fragmentación del ADN, análisis de hipodiploidía del ADN, ensayo de anexina-FITC y detección de actividad de caspasa-3, permiten concluir que el PDTI y el SBTI inducen apoptosis de ambas líneas tumorales. Además, inducen apoptosis en linfocitos de bazo de ratón activados con concanavalina A mientras que no causan efecto sobre linfocitos sin estimular. La viabilidad de linfocitos periféricos humanos estimulados con fitohemaglutinina o quiescentes, diminuye también en presencia del PDTI o del SBTI. 

“ESTUDIOS MOLECULARES DE DOS NEUROPATOLOGIAS HEREDITARIAS LIGADAS AL CROMOSOMA X: DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER FRAGILIDAD DEL CROMOSOMA X”
Autor: Florencia GILIBERTO
Area: BIOLOGIA MOLECULAR
Director: Dra. Irena SZIJAN
Lugar de trabajo: Cátedra de Genética y Biología Moléculas – FFyB - UBA
Resumen:
Se estudiaron dos enfermedades neurológicas hereditarias ligadas al cromosoma X. La Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/DMB) y el Síndrome de X Frágil (SXF), producidas por mutaciones en los genes de la distrofina y FMR-1 respectivamente. 

La DMD es la distrofia muscular más grave y frecuente (1:3.500). El SXF es la causa más común de retardo mental hereditario (1:2.500-4.000 varones y 1: 6.000 mujeres).

El objetivo de este trabajo fue  incrementar el conocimiento básico sobre el tema e implementar una herramienta molecular útil para el diagnóstico y asesoramiento genético de estas enfermedades en nuestra población. 

· Se detectaron y caracterizaron 84 deleciones en 174 pacientes con DMD, se confirmó el diagnóstico clínico y se predijo la evolución de la enfermedad. Se estudió la relación entre la localización de exones delecionados y el retraso mental en 47 pacientes. 

· Se analizó la segregación del cromosoma X ligado a la mutación para predecir el estado de portador en 41 familias. Se encontraron recombinaciones, mosaicismo, deleciones heredadas y de novo. Se analizaron vellosidades coriónicas para un diagnóstico prenatal.

· Se detectaron y caracterizaron los microsatélites del gen FMR-1 por la técnica de PCR y Southern blot en 78 y 285 individuos respectivamente. Se determinó el número de repeticiones de (CGG)n y el estado de metilación de los cromosomas X.

En conclusión, se demostró la importancia de la utilización conjunta de métodos directos e indirectos, como herramienta molecular para el diagnóstico de estas enfermedades.
“CARACTERIZACION DE UN ANTIGENO PURIFICADO DE T. CRUZI. IMPORTANCIA EN LA INFECCION Y EN LA RESPUESTA INMUNE DESENCADENADA POR EL HUESPED”
Autor: Fernanda María FRANK
Area: INMUNOLOGIA
Director: Dr. Emilio MALCHIODI
Lugar de trabajo: Cátedra de Inmunología - FFyB - IDEHU-CONICET - UBA - Dpto. de Microbiología - Fac. de Medicina - UBA
Resumen:

En este trabajo de tesis se pudo confirmar por PCR la existencia de infección mixta por T. cruzi y Leishmania spp en humanos, demostrando así mismo la utilidad del Ag163B6/cruzipaína para el diagnóstico específico de la enfermedad de Chagas, aún en pacientes infectados por Leishmania, parásito perteneciente a la misma familia y antigénicamente muy relacionado. Con las herramientas desarrolladas se caracterizó un brote de leishmaniasis en la provincia de Salta describiendo la respuesta inmune desencadenada, reactividad cruzada, infección mixta y especies de Leishmania involucradas, poniendo de manifiesto la necesidad de técnicas seguras para el diagnóstico específico de ambas parasitosis.  Teniendo en cuenta que la mayoría de los pacientes chagásicos presentan anticuerpos reactivos contra el Ag163B6 y conociendo la importancia de esta enzima en la vida parasitaria, analizamos también su capacidad inmunprotectora en el modelo murino.  Inmunizaciones realizadas junto a oligodeoxinucleótidos conteniendo secuencias CpG (adyuvante inmunomodulador), confirieron una respuesta Th1 capaz de reducir la parasitemia y aumentar la sobrevida frente a dosis letales de tripomastigotes.  La inmunización no generó daño tisular, ni signos detectables de autoinmunidad.  Estos ensayos promisorios alientan la continuación de la búsqueda de una vacuna preventiva y/o paliativa de la enfermedad de Chagas.

“MICROGRAFIA COMPARATIVA Y ETNOFARMACOBOTANICA DE ESPECIES CONOCIDAS COMO “POLEO”, “CEDRON” Y “OREGANO” PERTENECIENTES A LA FAMILIA VERBENACEAE”
Autor: Graciela Beatriz BASSOLS
Area: FARMACOBOTANICA Y FARMACOGNOSIA
Director: Dr. Alberto GURNI
Lugar de trabajo: Cátedra de Farmacobotánica – FFyB - UBA
Resumen:
La familia Verbenaceae está constituida por 100 géneros y 2.000 especies. Se distribuye en las zonas tropicales, subtropicales y templadas de ambos hemisferios. 


Este trabajo comprende el estudio de 12 especies de uso medicinal pertenecientes a los géneros Lippia y Aloysia.


El género Lippia comprende 252 especies, variedades y formas. Se distribuye desde México hasta la Argentina. El género Aloysia posee 30 especies y presenta en América la misma zona de distribución que Lippia.


De todas las especies se emplean las hojas solas o acompañadas por tallos o sumidades floridas. En algunos casos se usan las sumidades floridas y en otros, la planta entera. 


Las metodologías analíticas empleadas fueron disociación leve y corte con doble coloración diferencial.

Los caracteres encontrados, principalmente el tipo de pelos tectores y glandulares y el parénquima clorofílico, fueron los más relevantes para diferenciar las especies entre si, de manera de establecer parámetros para su control de calidad.  

En la revisión bibliográfica realizada se observó que se repiten, principalmente, cuatro nombres vulgares “cedrón”, “poleo”, “salvia” y “orégano”.  Los usos que más se mencionan, compartidos por las especies estudiadas, son estomacal, digestivo y antiespasmódico. Las formas farmacéuticas más empleadas son la infusión y el cocimiento.
El componente principal de todas las especies estudiadas es el aceite esencial.

“FUNCION ANTIOXIDANTE DEL ZINC: MECANISMOS RELACINADOS, ACTIVACION DE SEÑALES INTRACELULARES SENSIBLES A ESPECIES OXIDANTES (AP-1) Y APOPTOSIS”
Autor: María Paola ZAGO
Area: BIOLOGIA CELULAR
Director: Dra. Patricia OTEIZA
Lugar de trabajo: Dpto. de Química Biológica – FFyB - UBA
Resumen:
Este trabajo de tésis investigó posibles mecanismos involucrados en la teratogenia observada en la deficiencia de zinc (DZ) en el sistema nervioso en desarrollo.  Se estudió si uno de los mecanismos involucrados es la acción antioxidante del zinc, y si el daño oxidativo secundario a  la  DZ induce apoptosis  por activación de una señal intracelular sensible a oxidantes (AP-1),  o si ambos procesos ocurren en forma independiente.  

Se demuestra que el zinc actúa como un antioxidante per se al ocupar en la membrana  potenciales sitios de unión a metales con capacidad de oxido-reducción y  que formaría parte de la red fisiológica de antioxidantes que protege a las membranas de la oxidación. En células de neuroblastoma humano IMR-32, la DZ se asoció a una condición de estrés oxidativo caracterizada por la producción de H2O2 y por alteraciones en sustancias y  enzimas de defensa antioxidante. Esto condujo a  la activación del AP-1 y de las cascadas asociadas, JNK y p38.  La inhibición de ERK se asoció a un menor número de células en fase S del ciclo celular.  La DZ indujo apoptosis mediada por la disminución de zinc intracelular y la  liberación de citocromo c, pero no por el estrés oxidativo. 

Tesista: Claudia Verónica FILOMATORI
Area: QUIMICA BIOLOGICA
Tema: “EFECTO DE LOS FOSFOLIPIDOS Y EL ATP SOBRE EL MECANISMO CATALITICO DE LA Ca2+-ATPasa DE MEMBRANA PLASMATICA”
Director: Dr. Alcides REGA
Lugar de trabajo: Dpto. de Química Biológica – FFyB - UBA
Resumen:
Estudiamos la activación de la Ca2+-ATPasa de membrana plasmática por los fosfolípidos y el ATP. La actividad enzimática aumentó con la [ATP] a lo largo de la suma de dos ecuaciones de Michaelis-Menten. Los fosfolípidos ácidos fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilserina (PS) aumentaron la Vmax sin modificar las Km para el ATP. La fosforilación de CaE1 fue muy rápida y la vo aumentó con la [ATP] a lo largo de curvas de Michaelis-Menten independientemente de los fosfolipidos. La vo de la mezcla de confórmeros E1 y E2 fue menor, independiente de los fosfolípidos y aumentó con la [ATP] a lo largo de curvas bifásicas. El componente de alta afinidad reflejó la fosforilación de CaE1 y el de baja afinidad la transición E2 ( E1, que fue acelerada por el ATP desde el sitio regulatorio. En ausencia de ATP, la defosforilación de EP fue nula y el ATP la estimuló a lo largo de una curva bifásica independente de los fosfolípidos. El PI aceleró la defosforilación aún en la ausencia de ATP. [EP] x kapp de la defosforilación mostró una buena correlación con la actividad Ca2+- ATPásica medida en iguales condiciones, mostrando que la desfosforilación es la limitante de la velocidad del ciclo catalítico. 

“ANATOMIA FOLIAR Y CAULINAR COMPARATIVA DE LOS MUERDAGOS ARGENTINOS. IMPORTANCIA FARMACOBOTANICA. RELACION CON EL MUERDAGO EUROPEO”
Autor: Beatriz Graciela VARELA
Area: FARMACOBOTANICA Y FARMACOGNOSIA
Director: Dr. Alberto GURNI
Lugar de trabajo: Cátedra de Farmacobotánica – FFyB - UBA
Resumen:
Los muérdagos son plantas hemiparásitas que crecen generalmente, sobre partes aéreas de otros vegetales – hospedantes – de los cuales toman agua y sales minerales.

Se considera que existen alrededor de 1400 especies agrupadas en tres familias: LORANTHACEAE, EREMOLEPIDACEAE y VISCACEAE.




La especie más conocida es el “muérdago europeo” (Viscum album L. –Viscaceae-), venerada desde la antigüedad y utilizada por sus propiedades antihipertensivas y actualmente, objeto de estudios inmunológicos, citotóxicos y antitumorales.

Los muérdagos argentinos comprenden unas 25 especies de las tres familias, conocidos con diversos nombres vulgares. Habitan de N a S, desde Jujuy  hasta Río Negro y de O a E, desde la cordillera hasta el río Uruguay.



Las hojas y los tallos son utilizados en medicina, por sus semejanzas morfológicas,  como sustitutos del muérdago europeo.




Este análisis comparativo se realizó con el fin de encontrar caracteres anatómicos diagnósticos aplicables en el control de calidad de las muestras comerciales, expendidas en herboristerías y mercados regionales.


Se analizaron hojas y tallos de 19 especies de diferentes áreas de la Argentina y sobre diversos hospedantes.


La metodología consistió en disociaciones; obtención de transcortes; coloraciones diferenciales; reacciones histoquímicas; observación de cristales a la luz polarizada; diafanizaciones foliares; obtención del índice de estomas; micrometría de los elementos; observación al microscopio de barrido; esquemas y fotomicrografías de las estructuras.


De acuerdo con los datos obtenidos, se pueden establecer parámetros diferenciales para la mayoría de las especies analizadas que resultan adecuados para determinar sustituciones de una especie por otra en muestras enteras, fragmentadas o bien en mezclas.

“CARACTERIZACION DE β-LACTAMASAS ASOCIADAS A INTEGRON DE CLASE 1 Y EVALUACION DE FACTORES DE VIRULENCIA EN PLASMIDOS DE SALMONELAS”
Autor: José Alejandro DI CONZA
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Gabriel GUTKIND
Codirector: Dra. Marta MOLLERACH
Lugar de trabajo: Cátedra de Microbiología – FFyB - UBA
Resumen:
Se estudiaron 25 aislamientos pediátricos de Salmonella, de los cuales 13  pertenecieron a la serovariedad  Infantis y mostraron resistencia a (-lactámicos asociada a una o más (-lactamasas. Seis de ellos (patrón A) presentaron las enzimas CTX-M-2, OXA-2 y TEM-1 codificadas en un plásmido conjugativo de 73 kb; otros seis (patrón B) tuvieron las enzimas OXA-2 y TEM-1, y el restante mostró sólo TEM-1. 

Se describieron dos promotores para blaCTX-M-2 implicados en la producción de transcriptos monocistrónicos. Además se detectó la presencia de transcriptos policistrónicos.

Los patrones A y B mostraron un integrón de clase 1, con idéntica región variable caracterizada por los casetes aac(6’)-Ib, oxa-2 y orfD. Adicionalmente, en los primeros blaCTX-M-2 está localizada entre dos regiones 3´CS.

Ninguno de los aislamientos de S. Infantis mostró el locus spv, que caracteriza a los plásmidos de virulencia más conocidos del género. Sin embargo, los ensayos de infección sobre células eucariotas no fagocíticas, exhibieron una disminución en la capacidad de invasión, con un aumento en el índice de proliferación intracelular, cualidades que parecen estar reguladas por el plásmido de multirresistencia.

“EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR CHLAMYDIA TRACHOMATIS. ESTABLECIMIENTO DE UN SISTEMA DE INFECCION PERSISTENTE IN VITRO”
Autor: Marcelo RODRIGUEZ FERMEPIN
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Ramón A. DE TORRES
Codirector: Dr. Roberto CAVENINI
Lugar de trabajo: Cátedra de Microbiología – FFyB - UBA
Resumen:
El presente trabajo de tesis abarca aspectos básicos, aplicados y epidemiológicos del estudio de la infección por Chlamydia trachomatis.


En primer lugar, ofrece una aproximación a la frecuencia de la infeccione genitales por Chlamydia trachomatis en pacientes de la Ciudad de Buenos Aires y su Conurbano.
Se incluyen también, datos obtenidos sobre las infecciones oculares neonatales causadas por C. trachomatis.


En segundo lugar, se obtuvieron los primeros datos nacionales acerca de los genotipos de Chlamydia trachomatis presentes en el área estudiada. El análisis de esta información permitió establecer la relación entre el genotipo E y la localización ocular en la infección neonatal.


Por otra parte, se optimizó un sistema para la determinación de la sensibilidad de C. trachomatis a drogas antimicrobianas, y se analizaron los perfiles de sensibilidad de cepas autóctonas, los cuales resultaron similares a la cepa empleada como control.


Finalmente, se logró desarrollar un modelo in vitro de infección persistente de Chlamydia trachomatis por adición de penicilina en bajas concentraciones en el medio de cultivo celular. El modelo descripto será de utilidad en la profundización del conocimiento respecto de los complejos mecanismos que tienen lugar in vivo durante el desarrollo de este tipo de infección.
“ESTUDIO FUNCIONAL Y MOLECULAR DE LAS ACUAGLICEROPORINAS EN PLACENTAS NORMALES Y PATOLOGICAS”
Autor: Alicia Ermelinda DAMIANO
Area: BIOLOGIA MOLECULAR
Director: Dra. Cristina IBARRA
Consejero de Estudios y Supervisor: Dr. Belisario FERNANDEZ
Lugar de trabajo: Cátedra de Química General e Inorgánica - FFyB - UBA y Dpto. de Fisiología - Fac. de Medicina - UBA
Resumen:
El sinciciotrofoblasto (STh) de placenta humana a término es un estructura continua y multinuleada con escasas uniones estrechas. Entonces, el transporte de metabolitos, iones y agua entre la madre al feto tendría lugar principalmente a través de una ruta transcelular.

Nosotros caracterizamos la expresión molecular y funcional de AQP3, AQP7 y AQP9 en membranas basales y apicales de STh y especulamos que estas acuagliceroporinas que actúan como canales de agua, permitirían el rápido pasaje de glicerol y urea. AQP9 también permite el pasaje de carbamidas, polioles, purinas y pirimidinas.

En placenta preeclámptica, observamos un aumento en la expresión de AQP9, un disminución de AQP3 y AQP7 permaneció constante. El aumento de AQP9 no se puede correlacionar con la incorporación de agua y manitol medida en explantos de placentas preeclámpticas sugiriendo que habría una desregulación de AQP9 en preeclampsia.


Además, informamos la expresión y localización del transportador de urea tipo UT-A2 y/o UT-A4 en la membrana apical de STh. Obsevamos un aumento de UT-A en STh de placentas preeclámpticas, sugiriendo también una desregulación de UT-A relacionada con esta patología.

En resumen, este es el primer estudio de la expresión molecular y funcional de acuagliceroporinas y transportadores de urea en placentas normales y preclámpticas.

“MORFOANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE PORTAINJERTOS DEL GENERO PRUNUS SP”
Autor: Patricia Eleonora PERELMAN
Area: BIOQUIMICA VEGETAL
Director: Dra. Graciela FERRARO
Codirector: Dra. María A. DEL PERO
Lugar de trabajo: CEFIBO - CONICET - FFyB - UBA
Resumen:
El enraizamiento adventicio es el factor limitante para la propagación clonal en las plantas leñosas, (entre ellas Prunus sp).

    
El primer paso fue encontrar un medio óptimo para la propagación y el enraizamiento in vitro.

    
Se demostró que:

    
El tiempo mínimo para inducir los brotes del clon GF 655/2  fue de 3 días y a mayor tiempo en medio de inducción mayor número de raíces expresadas.

    
Los compuestos fenólicos totales, el ácido clorogénico, las peroxidasas y las poliaminas son marcadores de alguna de las fases de la rizogénesis.

Existió correlación entre las fases de la inducción analizada por los eventos histológicos y los marcadores bioquímicos.

    
Las primeras divisiones celulares, se originaron de las células del parénquima floemático y del cambium. Al 3er día el primordio de raíz se encontraba formado, creció y atravesó la corteza a partir del día 7 de la inducción.

    
Las fases del enraizamiento quedaron delimitadas: de 0 a 24 horas: inducción; de 1 a 7 días iniciación y de 7 días en adelante expresión.

    
Los brotes con  varios subcultivos en el medio de multiplicación fueron más juveniles que aquellos con un número bajo de subcultivos.

    
Se realizó el análisis histológico e histoquímico de las raíces. Las raíces de in vitro presentaron una estructura “primaria”, mientras que las aclimatadas  una estructura “secundaria”.

“ACCION DE LAS ESENCIAS COMO ANTIMICROBIANOS. FACTORES QUE PARTICIPAN”

Autor: Lidia NUÑEZ
DOCTORADO EN FARMACIA Y BIOQUIMICA
Director: Dr. Miguel A. D´AQUINO
Lugar de trabajo: Cátedra de Higiene y Sanidad – FFyB - UBA
Resumen:
A fin de minimizar el empleo de compuestos químicos sintéticos con acción antimicrobiana, hoy día se intensificó la demanda de productos ecológicos; esto llevó a  intensificar la búsqueda de productos vegetales con esta actividad. 

El objetivo principal de este trabajo de tesis lo constituye el estudio de la acción antimicrobiana ejercida por  las esencias como ser.

·  Clavo

·  Tomillo

·  Canela

Se analizó el comportamiento antimicrobiano de las esencias

· como   conservadores

se determinó la concentración inhibitoria mínima frente a microorganismos patógenos y de deterioro.

se estudió la influencia del pH y de los lípidos en actividad antibacteriana. 

·  sobre factores de virulencia de Staphylococcus aureus  en concentraciones subinhibitorias.  

· como un antimicrobiano de uso externo, se estudió la actividad bactericida y fungicida de la esencia de clavo de olor.
Las tres esencias presentan actividad sobre un amplio espectro de microorganismos vehiculizados por alimentos.

Tanto la esencia de clavo como la de tomillo disminuyen su acción frente a lípidos.

Los tres aceites producen una completa inhibición de la producción de la coagulasa, de la termonucleasa y de la enterotoxina de Staphylococcus aureus. 

Se comprobó la actividad bactericida y fungicida del clavo de olor. Además se observó actividad bacteriostática y bactericida frente a Staphylococcus aureus meticilina resistente. 

“RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS β-LACTAMICOS EN MORGANELLA MORGANII: ESTUDIO DE LAS β-LACTAMASAS NATURALES Y ADQUIRIDAS”
Autor: Pablo POWER
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Gabriel GUTKIND
Lugar de trabajo: Cátedra de Microbiología – FFyB - UBA
Resumen:
La frecuencia de aislamientos de Morganella morganii resistentes a (-lactámicos ha aumentado notoriamente, siendo el mecanismo de resistencia más frecuente la producción de (-lactamasas.


La resistencia adquirida a oximino-cefalosporinas se debe a la (-lactamasa de espectro extendido CTX-M-2, asociada al menos en algunos casos un integrón de clase 1: In116. 

In116 posee una estructura inusual, que incluye el gen blaCTX-M-2 (99% identidad con kluA-1 de Kluyvera ascorbata) en un fragmento de ADN que aparentemente proviene de K. ascorbata, soportando la hipótesis del origen de las CTX-M a partir de esta especie.


Se describen al menos tres variantes enzimáticas de la (-lactamasa AmpC, responsable de la resistencia natural de M. morganii. Los parámetros cinéticos muestran buena correlación entre sí y son compatibles con otras (-lactamasas de clase C.

Es posible restaurar por trans-complementación génica el fenotipo salvaje de mutantes de E. coli en distintas funciones relacionadas a la regulación de ampC, y además producir AmpC de M. morganii de modo inducible bajo un entorno génico heterólogo. Se demuestra que son necesarios unos pocos genes para la correcta regulación de ampC, y se sugiere una buena compatibilidad entre genes de diferentes especies, probablemente con un origen común entre las enterobacterias

“MODULACION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION NF-KB Y NFAT POR EL ZINC Y EL ESTRÉS OXIDATIVO”
Autor: Gerardo Guillermo MACKENZIE
Area: BIOLOGIA CELULAR
Director: Dra. Patricia OTEIZA
Lugar de trabajo: Dpto de Química Biológica – FFyB - UBA
Resumen:
En el presente trabajo de tesis se investigó la modulación de los factores de transcripción NF-B y NFAT por el zinc en células de neuroblastoma IMR-32.  Las células se incubaron en medio control o en medio quelado (para remover el zinc) que contenía 1,5, 5 o 15 M zinc.  En las células deficientes en zinc se observó un aumento en la concentración intracelular de oxidantes y una disminución en los niveles de glutatión total.  Esto condujo a la activación de los eventos citosólicos de las cascadas de activación del NF-B y del NFAT.  Sin embargo, las formas activas de ambos factores de transcripción no se translocaron efectivamente al núcleo, lo cual determinó una disminución en la transactivación de genes dependientes tanto del NF-B como del NFAT.  En las células deficientes en zinc se observaron alteraciones en la polimerización in vitro de la tubulina y en la estructura de la red microtubular.  La disrupción del citoesqueleto afectó la translocación nuclear tanto del NF-B como del NFAT.

Por lo tanto, la alteración en la translocación y posterior expresión de genes regulados por NF-B y NFAT son un posible mecanismo involucrado en la patología cerebral asociada a la deficiencia de zinc. 

“PURIFICACION DE LA POLI (ADP-ribosa) POLIMERASA (PARP) DE CLITHIDIA FASCICULATA. CARACTERIZACION, REGULACION Y FUNCION. EFECTO DE QUIMIOTERAPICOS POTENCIALES”
Autor: Dolores PODESTA
Area: BIOLOGIA MOLECULAR
Director: Dra. Silvia FERNANDEZ VILLAMIL
Consejero de Estudios y Supervisor: Dra. Susana PUNTARULO
Lugar de trabajo: Centro de Investigaciones Bioenergéticas (CIBIERG) - Fac. de Medicina - UBA

Resumen:
La poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP) es una enzima nuclear que cataliza la transferencia de unidades de ADP-ribosa desde el NAD+ a una proteína sustrato (topoisomerasas I y II, ADN polimerasa, histonas, PARP), sintetizando polímeros ramificados.

En este trabajo de tesis se purificó hasta homogeneidad (>160000 veces) y caracterizó a la PARP de Crithidia fasciculata. Esta es la primera PARP aislada de tripanosomátidos. La enzima requirió ADN, histonas y reactivos de sulfhidrilos para su máxima actividad, y presentó un Km para el NAD+ de 226 M. Al igual que las PARPs de otros orígenes, mostró una localización nuclear y fue sensible a histamina, 3-aminobenzamida, teofilina, nicotinamida, timidina e hipoxantina.

Se demostró que en C. fasciculata al igual que en mamíferos, la PARP es regulada por automodificación. La topoisomerasa I de C. fasciculata es otra de las proteínas sustrato de la PARP. La poli(ADP-ribosilación) de la topoisomerasa I inhibió su actividad, efecto que fue revertido por hidrólisis alcalina de los polímeros. 

Las o-naftoquinonas, -lapachona y CG 8-935, fueron efectivos inhibidores de la PARP. La inhibición fue de tipo competitiva con respecto al NAD+, e independiente del ciclo redox que estas quinonas generan en presencia de reductores. El sistema Fenton Fe(II)/H2O2 inhibió (94%) a la PARP, demostrando su sensibilidad al radical OH(.

“ECOLOGIA Y EMERGENCIA DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS NO FERMENTADORES EN PATOLOGIA CLINICA EN EL AREA METROPOLITANA DE BUENOS AIRES”
Autor: Carlos Alberto VAY
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Ramón A. DE TORRES
Lugar de trabajo: Servicio de Bacteriología Clínica - Dpto. de Bioquímica Clínica - FFyB - UBA

Resumen:

Se identificaron 529 aislamientos sucesivos de bacilos no fermentadores de pacientes del Hospital de Clínicas (1994-2002) siguiendo los esquemas de  Weyant ,  Gilardi , Holmes y Scherenckenberger (método de referencia). Se  comparó éste con un esquema simplificado. Se evaluó  la utilidad de: API 20 NE, PYR, perfil proteico ( SDS-PAGE) y  sensibilidad a los antibacterianos por dilución en agar. 


Se analizaron 45 historias clínicas de pacientes con  aislamientos de Stenotrophomonas maltophilia (SM) y 20 de Achromobacter xylosoxidans (AX). 


El esquema propuesto identificó 99,05%, API 20 NE 93,09% de las cepas.     


El PYR resultó útil en la diferenciación de algunas especies.
  
El patrón  proteico fue heterogéneo en Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri y Chryseobacterium gleum-indologenes.  


Achromobacter, Chryseobacterium, SM y Myroides  mostraron multirresistencia.  


La tasa de incidencia anual de SM aumentó significativamente  entre 1996-1997 y 1995-1997. Cuarenta infecciones fueron nosocomiales. 


Hemodiálisis y bacteriemia fue una asociación estadísticamente significativa.  


De 13  infecciones por AX,  8 fueron nosocomiales. 


El esquema propuesto,  API NE, PYR y el perfil proteico resultaron útiles  en la identificación.


La multirresistencia  y la actividad bacteriostática de algunos antimicrobianos, hacen  necesaria la  búsqueda de combinaciones sinérgicas.


SM  es un patógeno emergente en la infección nosocomial.


AX ocasionó infecciones nosocomiales y adquiridas en la comunidad.

“DIAZIRINA: UNA SONDA FOTORREACTIVA PARA EL ESTUDIO CONFORMACIONAL DE PROTEINAS”
Autor: Patricio Oliver CRAIG
Area: QUIMICA BIOLOGICA
Director: Dr. José DELFINO
Lugar de trabajo: Dpto. de Química Biológica – FFyB - UBA
Resumen:
3H-diazirina (3H-DZN) es un gas fotorreactivo de tamaño comparable al del agua. Por irradiación UV este reactivo genera 3H-metileno. Este carbeno reacciona en forma no selectiva con su entorno molecular inmediato, insertándose inclusive en enlaces C-H. En este trabajo se presenta el desarrollo de un método de marcación de proteínas con 3H-metileno basado en la fotólisis de 3H-DZN en solución. El análisis secuencial del nivel de marcación con 3H-metileno de -lactalbúmina bovina en sus estados nativo, glóbulo fundido y desplegado, indica que el método es sensible a los cambios conformacionales de la cadena polipeptídica. El fenómeno de marcación es inespecífico y depende de la accesibilidad al solvente de la cadena polipeptídica y la partición preferencial de 3H-DZN en regiones hidrofóbicas organizadas y accesibles de la estructura proteica. De esta manera, el método desarrollado promete ser una herramienta útil en la caracterización estructural de estados nativos y no nativos, y en la identificación de áreas de unión de ligandos e interfaces de contacto entre proteínas.

“BASES MOLECULARES DEL HIPOTIROIDISMO CONGENITO: IDENTIFICACION DE NUEVAS MUTACIONES EN EL GEN DE LA TIROGLOBULINA. DESARROLLO DE SISTEMAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR Y DE EXPRESION”
Autor: Christian Martín MOYA
Area: BIOLOGIA MOLECULAR
Director: Dr. Héctor TARGOVNIK
Lugar de trabajo: 
Resumen:

En el presente trabajo se identificó y caracterizó un polimorfismo de inserción–deleción de 1.464 pb, a 83 nucleótidos del inicio de intrón 18 del gen de tiroglobulina. Se estudió la distribución de las frecuencias alélicas y genotípicas en cinco poblaciones (argentina, francesa, mapuche, tehuelche y wichi) evidenciando una elevada frecuencia de ambos alelos en las poblaciones estudiadas.

Se identificó un compuesto heterocigoto en dos hermanos con hipotiroidismo y bocio congénito, una de las mutaciones corresponde a una deleción de la citosina 1.143 del exón 9 (1143delC) que produce un corrimiento del marco de lectura y genera un stop prematuro (Fs362X382) 58 nucleótidos río abajo de la deleción. La segunda mutación consistió en una transición de guanina a adenina en la posición 6.725 del exón 38, que reemplaza la arginina 2.223 por histidina (R2223H) en el dominio ACHE de la tiroglobulina. 

Se evaluaron alteraciones en la estructura secundaria de la tiroglobulina en los quince SNPs descriptos y validados en la región codificante del gen. Diez modifican el aminoácido y seis de ellos alteran la estructura secundaria. Un polimorfismo en el exón 38 (6695C(T, P2213L) produce una marcada modificación de la estructura proteica.

Se amplificó el ADNc completo de la tiroglobulina de rata de 8.307 pb en un solo fragmento, y se clonó en un vector de expresión eucariótico, confirmándose la presencia de la proteína en los cultivos celulares por inmunoprecipitación con anticuerpos específicos.
“ESTUDIO DEL EFECTO DE LAS MOLECULAS COESTIMULADORAS EN LA RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL”
Autor: Paula RUYBAL
Area: INMUNOLOGIA
Director: Dra. Claudia MONGINI
Lugar de trabajo:
Resumen:

La activación de los LT requiere de dos señales provenientes de la APC. La primera, resulta de la interacción del TcR con el péptido antigénico-CMH. La segunda, de moléculas costimuladoras del RcT expresadas en la APC con sus correceptores en LT. La ausencia de coestimulación lleva al LT a un estado de anergia.


El objetivo de este proyecto fue investigar la capacidad de las células tumorales LBC transfectadas con las moléculas costimuladoras CD80, CD40, CD40L para revertir la tolerancia inmunológica que llevaría al rechazo tumoral.


La neo-expresión del CD40, CD80 o CD40L en las células LBC disminuyó significativamente la tumorigenicidad de las mismas, alcanzando un 100% de rechazo tumoral al co-administrar células LBC.CD80 y LBC.CD40L con o sin LBC.CD40. Este efecto estaría mediado por LTc en LBC.CD40, por LTc y la células NK en LBC.CD80 y principalmente por la activación de NK en LBC.CD40L. Sin embargo, la inmunización con células transfectadas irradiadas no mostró un aumento en el efecto protector con respecto a las células LBC parentales irradiadas.

El fundamento propuesto podría ser útil para diseñar mejores estrategias para la inmunoterapia tendientes a prevenir o revertir la tolerancia inmunológica tumoral con el fin de trasladar estos resultados al área clínica.
“DESBALANCE DEL SISTEMA PROTEASA-ANTIPROTEASA EN ENFERMEDADES INFLAMATORIAS SISTEMICAS”
Autor: María Beatriz DI CARLO
Area: BIOQUIMICA CLINICA
Director: Dr. Gustavo NEGRI
Lugar de trabajo: Laboratorio de Gastroenterología y Enzimología Clínica – Cátedra de Análisis Clínicos II – Dpto. de Bioquímica Clínica – FFy B - UBA
Resumen:

Las proteasas están involucradas en una amplia variedad de procesos biológicos que incluyen la inflamación y la injuria tisular. En condiciones de normalidad existe un balance entre estas y sus inhibidores (las antiproteasas).

 La respuesta genuina del neutrófilo para eliminar a la noxa agresora, puede desregularse y liberar su contenido proteolítico y oxidativo, llegando a ser el propio defensor responsable de la perpetuación del daño.
En estas condiciones las proteasas (principalmente: Elastasa) no pueden ser totalmente neutralizadas por las antiproteasas, por ser insuficientes y susceptibles a la oxidación.

Se realizaron experiencias in vitro e in vivo (animales de experimentación y humanos).

La pancreatitis aguda experimental (Método Pfeffer modificado) demuestra a través de los parámetros bioquímicos séricos, de Mieloperoxidasa y Elastasa-PMN en homogenato de tejido pancreático y la histopatología, que existe un efecto protector hormonal en la hembra.

En los pacientes sépticos se demostró que la Actividad Proteolítica seria un factor etiopatológico más, responsable de la respuesta inflamatoria, que correlaciona con el grado de severidad.


El conocimiento del desbalance proteasa-antiproteasa es aplicable al estudio de otras enfermedades inflamatorias y tendrá importancia futura en el desarrollo de conductas terapéuticas.
“ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD GENETICA Y FENOTIPICA DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE”
Autor: Flavio Adriana ZANETTI
Area: VIROLOGIA
Director: Dra. Elisa CARRILLO
Consejero de Estudios y Supervisor: Dr. Rodolfo CAMPOS
Lugar de trabajo:
Resumen:
El virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), patógeno aviar de la familia Paramixoviridae, comprende una variedad de cepas que difieren en su virulencia para pollos. El grado de patogenicidad está directamente relacionado a la secuencia aminoacídica del sitio de clivaje de la glicoproteína F (scF) y al tamaño de la glicoproteína HN madura, entre otros factores. Argentina está declarada libre de cepas patógenas de NDV en granjas comerciales, sin embargo las aves silvestres constituyen un resorvorio natural del virus y representan una posible fuente de reintroducción. 

Nuestro objetivo fue evaluar la potencial capacidad de cepas aisladas de aves silvestres de revertir a genotipos/fenotipos virulentos frente un cambio de hospedador. 

El experimento básico consistió en realizar pasajes consecutivos de aislamientos de NDV en embrión de pollo y evaluar la patogenicidad de los virus producidos mediante una caracterización biológica y molecular. 

El Tiempo Medio de Muerte (TMM) del pasaje 20 fue 83 horas, mientras que el pasaje 0 no mató a los embriones inoculados (TMM= infinito). El virus original no replicó en cerebro de pollitos pero sí el pasaje 20 con inducción de signos clínicos. La secuencia aminoacídica del scF del virus inicial fue 112G-K-Q-G-R-L117, y la secuencias del virus rescatado después de 5 y 20 pases resultó 112G-R-Q-K-R-F117. La glicoproteína HN redujo su tamaño de 616 a 571 aminoácidos después de 20 pasajes. Los resultados obtenidos son indicativos del incremento en la virulencia de aislamientos de NDV producidos en aves silvestres luego de su replicación en un nuevo hospedador.
“RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS β-LACTAMICOS EN ENTEROCOCCUS HIRAE”
Autor: Rosana Beatriz MASSA
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Gabriel GUTKIND
Lugar de trabajo: Cátedra de Microbiología – Dpto. de Microbiología, Inmunología y Biotecnología – FFyB - UBA
Resumen:
La susceptibilidad disminuida a los (-lactámicos en un aislamiento clínico de Enterococcus hirae obtenido post-tratamiento con ampicilina, fue asociada a un mecanismo totalmente diferente al descripto por mutantes seleccionadas in vitro. En este caso estaría relacionada a modificaciones en el peptidoglicano (posiblemente sintetizado por enzimas resistentes a los (-lactámicos), proteólisis aumentada de PBP 4 y el aparente aumento en la cantidad de PBP 1 como un aumento de enzima inhibible que puede contribuir en el aumento de la CIM.


En esta cepa son extraíbles dos proteínas mayoritarías diferentes a las detectables en la sensible por tratamiento con dodecilsulfato de sodio y calor, cuya localización no parece estar asociada a una única fracción celular; la secuenciación parcial de estas proteínas no permitió relacionarlas a alguna actividad enzimática o estructural de la célula.


La comparación del perfil de proteínas totales permitió analizar y agrupar  a nivel de especie 160 aislamientos que habían sido identificados por el esquema fenotípico convencional. En algunos casos esta metodología sencilla y rápida permitió reubicar aislamientos que habían sido incorrectamente ubicados por pruebas bioquímicas convencionales.

“CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE CEPAS DE BORDETELLA BRONCHISEPTICA. UNA APROXIMACION EPIDEMIOLOGICA”
Autor: Laura Esther FRIEDMAN
Area: MICROBILOGIA
Director: Dra. Mirta FRANCO
Lugar de trabajo: Cátedra de Microbiología – FFyB - UBA
Resumen:
Se evaluaron marcadores para diferenciar fenotipos virulentos de B. bronchiseptica (Bvg+) de los intermedios (Bvgi) y modulados (Bvg+mod). Los perfiles de OMPs, pero no la actividad hemaglutinante, permitieron diferenciar los fenotipos Bvgi. En los perfiles de OMPs se distinguieron cinco tipos Bvg+ y tres tipos Bvg+mod, uno de ellos no descripto previamente. Si bien no se observó correlación entre esos perfiles y el origen de los aislamientos, el índice de discriminación intraespecífico fue aceptable.

Se desarrollaron ensayos límites de afinidad por Rojo Congo y de actividad ureasa, que permitieron descartar cultivos en TPB (Bvgi) y en BHI (Bvg+mod). Por su simplicidad, éstos serían adecuados para validar la producción de cultivos semillas. La posibilidad de caracterizar fenotipos intermedios  permitió hallar una cepa salvaje, BBcerdo 3i, con características compatibles con dicho fenotipo. Si bien no se conocían reportes de variantes Bvgi en aislamientos clínicos, se refuerza la hipótesis sobre su participación en patogenia. 

Las cepas virulentas produjeron Vir90, una OMP con homología con receptores de sideróforos, aumentada en cultivos limitados en hierro, sugiriendo que su expresión estaría regulada por BvgAS y por hierro, probablemente a través de Fur. 
El estudio de polimorfismos en los genes flaA y vir90, y la detección de IS1001 sugirieron que los genotipos de flaA se relacionarían con la filogenia y confirmarían el hallazgo de un clon "argentino" de B. bronchiseptica en conejos. Por otra parte, la detección de IS1001 en B. bronchiseptica de humanos cuestiona su especificidad para el diagnóstico de B. parapertussis. La presencia de polimorfismos en vir90 utilizando HincII y HaeII sugiere una posible relación con la filogenia y los hospedadores.
“FUNCION DE PROTEINAS DE SEÑALIZACION EN LA REGULACION DE LOS PATRONES DE CITOQUINAS EN LA LEPRA HUMANA”
Autor: María Florencia QUIROGA
Area: INMUNOLOGIA
Director: Dra. Verónica E. GARCIA
Consejero de Estudios y Supervisor: Dra. Silvia HAJOS
Lugar de trabajo: Dpto. de Microbiología, Parasitología e Inmunología – Fac. de Medicina - UBA
Resumen:
Las citoquinas Th1 son críticas en la defensa contra patógenos intracelulares como micobacterias.  SLAM (molécula linfocitaria activadora de señales) es una proteína de linfocitos promotora de IFN-.  Investigamos la expresión, función y vías moleculares de SLAM en lepra.  La expresión de SLAM resultó mayor en lesiones de pacientes tuberculoides (T-Lep) comparado con pacientes lepromatosos (L-Lep).  M. leprae incrementó la expresión de SLAM en células T periféricas (LT) de T-Lep sin modificar los niveles en L-Lep. Al activar SLAM, aumentó el IFN‑significativamente en T-Lep y levemente en L-Lep. El IFN‑ incremento SLAM en LT estimulados con M. leprae en pacientes con lepra. La señalización vía SLAM en presencia de IFN‑, aumentó el IFN- en L-Lep hasta los niveles de T-Lep. La expresión de SAP (proteína asociada a SLAM) en células de pacientes con lepra estimuladas con antígeno, correlacionó inversamente con la producción de IFN-. Pero la activación de SLAM o exposición celular a un micro-ambiente pro-inflamatorio, disminuyó SAP.  La señalización vía SLAM activó NF-B, Stat1 y la expresión de T-bet, induciendo IFN-. Así, eventos moleculares durante la señalización de SLAM en lepra cooperan para inducir IFN-postulando a SLAM como blanco potencial para modulación terapéutica de respuestas de citoquinas por LT.

“SINTESIS Y ESTUDIO DE 8-HIOROXI-1,6-NAFTIRIDIN-5(6H)-ONAS, 5-HIDROXI-1,7-NAFTIRIDIN-8(7H)-ONAS Y 4-HIDROXI-1(2H)-ISOQUINOLONAS”
Autor: María de las Mercedes BLANCO
Area: QUIMICA ORGANICA
Director: Dra. Isabel PERILLO
Lugar de trabajo: Cátedra de Química Orgánica I – Dpto. de Química Orgánica – FFyB - UBA
Resumen:
Se sintetizaron series de 8-hidroxi-1,6-naftiridin-5(6H)-onas 7-sustituidas (14, 19), 5-hidroxi-1,7 naftiridin-8 (7H)-onas 6-sustituidas (5, 20) y 4-hidroxi-1(2H)-isoquinolonas 3-sustituidas (25). 

Las naftiridonas no sustituidas en el nitrógeno lactámico (14, 15) se obtuvieron por reordenamiento inducido por alcóxidos de los correspondientes derivados del ácido quinolinimidoacético 1. Los compuestos 1 se obtuvieron por dos métodos: N-alquilación de quinolinimida o aminólisis del anhídrido quinolínico con el apropiado derivado de glicina. Las reacciones se optimizaron empleando radiación microondas. 

Las naftiridinas sustituidas en el nitrógeno lactámico (19, 20) se sintetizaron por dos rutas distintas que involucran la síntesis y ciclización de ésteres de ácidos quinolinámicos (21, 22). La ruta A parte del hemiester estable del ácido quinolínico y permite obtener los compuestos 21 que fueron ciclizados a las naftiridinas 19 por tratamiento con alcóxidos. La ruta B implica la preparación de los compuestos 21 y 22 por aminólisis del anhídrido quinolínico con el correspondiente derivado del ácido aminoacético y posterior esterificación con diazometano. El tratamiento con isopropóxido de sodio conduce a una mezcla de 19 y 20 (producto mayoritario). Las isoquinolonas 25 se sintetizaron empleando la ruta B.

Las propiedades espectroscópicas de las naftiridinonas (RMN, IR, UV y EM) que se analizaron y compararon con las isoquinolonas 25 avalan la estructura de enol-lactama. Se discuten las características estereoquímicas de las naftiridincarboxamidas 20. 

Se estudiaron las propiedades químicas (hidrólisis, dealcoxicarbonilación y alquilación) de las naftiridonas e isoquinolonas. Se describe una interesante transformación de isoquinolonas que involucra tautomerización, autooxidación y reordenamiento.

“ESTUDIO RADIOQUIMICO, RADIOFARMACEUTICO, RADIOFARMACOLOGICO Y FARMACOTECNICO DEL 99MTC-ENC COMO RADIOFARMACO ESPECIFICO PARA LA CENTELLOGRAFIA AEREA PULMONAR”
Autor: Gabriela Paula CALMANOVICI
Area: RADIOFARMACIA - RADIOFARMACOLOGIA
Director: Dra. Marcela ZUBILLAGA
Lugar de trabajo:
Resumen:

Una preparación radiofarmacéutica óptima para la centellografía aérea pulmonar debería ser relativamente simple de obtener, con un costo aceptable,  con una especificidad adecuada y con un tiempo efectivo lo mas bajo posible. Hasta el momento, ninguna de las preparaciones radiofarmacéuticas utilizadas para este estudio diagnóstico reúne todas las características descriptas. Por ello, en esta Tesis de Doctorado se desarrolló un radioaerosol del surfactante natural exógeno marcado con 99mTc (99mTc-ENS) para ser utilizado rutinariamente en dicho estudio diagnóstico. Se estudiaron las propiedades biológicas del 99mTc-ENS en forma comparativa con las de otras preparaciones radiofarmacéuticas marcadas con 99mTc utilizadas para la centellografía aérea pulmonar; se estudiaron las propiedades fisicoquímicas, radioquímicas, biológicas y toxicológicas de diferentes formulaciones del surfactante natural exógeno (ENS) para elegir el precursor no radiactivo más adecuado; se desarrolló un método de control de calidad para el 99mTc-ENS; y se estudió la estabilidad tanto de los precursores no radiactivos elegidos como de sus preparaciones radiofarmacéuticas. Los resultados demuestran que el 99mTc-ENS reúne las características para ser considerada una preparación radiofarmacéutica apropiada para su utilización en la centellografía aérea pulmonar y que las formulaciones liofilizadas conteniendo surfactante natural exógeno-cloruro estanoso dihidratado y ácido ascórbico ó ácido gentísico como agentes protectores [(ENS+SnCl2+AA)L y (ENS+SnCl2+AG)L, respectivamente] son adecuadas para la preparación rutinaria del 99mTc-ENS.

“COMUNICACIÓN NUCLEO-MITOCONDRIAS EN PLANTAS: IDENTIFICACION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION INVOLUCRADOS EN LA REGULACION DE GENES NUCLEARES DEL COMPLEJO I DE ARABIDOPSIS THALIANA”
Autor: Alejandro César COLANERI
Area: BIOLOGIA MOLECULAR
Director: Dr. Eduardo ZABALETA
Consejero de Estudios y Supervisor: Dra. Norma STERIN de SPEZIALE
Lugar de trabajo: Inst. de Investigaciones Biotecnológicas e Int. Tecnológico de Chascomús (IIB/INTECH) y Cátedra de Microbiología Industrial y Biotecnología – FFyB - UBA
Resumen:
Las vías regulatorias que controlan la expresión de genes nucleares que codifican para proteínas mitocondriales están pobremente comprendidas en plantas. En el presente trabajo identificamos un factor de transcripción, APF‑1 (Anther Pollen Factor 1), involucrado en la regulación de genes codificados en el núcleo para subunidades del complejo I (genes nCI) de la cadena respiratoria en Arabidopsis thaliana. APF‑1 muestra una similitud bipartita al dominio receptor del regulador de respuesta procariota PhoB y a un gen de Rickettsia de función desconocida. Ensayos de retardo en gel indican que APF‑1 es capaz de unirse a promotores nCI. Dentro de la región promotora nCI específica de polen y antera, se han identificado elementos en cis que son reconocidos por esta proteína. Mutaciones dentro de estos elementos eliminan la interacción específica tanto en experimentos in vitro como in vivo, sugiriendo con los genes inmediatamente corriente debajo de este factor de transcripción son los genes nCI. Empleando el gen reportero GUS e hibridización in situ de secciones de flores, se encontró que APF‑1 se expresa en el tapete de anteras en desarrollo y en polen de anteras adultas. Una línea de Arabidopsis mutante insercional de apf-1 es deficiente en complejo I. Una segunda línea de Arabidopsis transgénica sobrexpresante de APF-1 es macho estéril con defectos en la dehiscencia de anteras. El polen producido por estas líneas es viable. 

“ESTRÉS OXIDATIVO DEPENDIENTE DE RADIACION ULTRAVIOLETA Y OXIDO NITRICO EN PLANTULAS DE SOJA”
Autor: Andrea V. GALATRO
Area: BIOFISICA
Director: Dra. Susana PUNTARULO
Lugar de trabajo:
Resumen:
El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto oxidativo de condiciones ambientales ligadas al aumento de la radiación UV y la exposición a NO en plántulas de soja. La radiación UV-C indujo la aparición de un pigmento con propiedades antioxidantes (apigeninidina) en la superficie de los cotiledones. La radiación UV-B alteró el metabolismo del ascorbato en hojas de soja y de G. magellanica conduciendo a estrés oxidativo. La radiación UV-B incrementó las defensas antioxidantes a nivel hidrosoluble, produjo daño a lípidos y a proteínas y alteraciones estructurales en los cloroplastos, pero no afectó la funcionalidad de la organela.

En hojas de soja, el NO es un producto metabólico endógeno y las actividades de las enzimas nitrato reductasa y NOS-like participarían en su generación. La exposición de las hojas a NO produjo daño oxidativo modulando reversiblemente las actividades de las enzimas catalasa y APx. La actividad APx en los cloroplastos, resultó afectada por NO, sugiriendo una relación entre los procesos de señalización y cambios en el nivel de H2O2. 

Los datos presentados en este trabajo permitirán elaborar estrategias tendientes a controlar el daño oxidativo y mejorar la supervivencia de las plantas y el rendimiento agronómico aún bajo condiciones adversas.

“PARTICULAS AEREAS VIABLES EN AREAS CONTROLADAS: ESTUDIO CRITICO Y COMPARATIVO DE LAS METODOLOGIAS DISPONIBLES PARA SU MONITOREO”
Autor: Guillermo Carlos TEMPRANO
Area: HIGIENE Y SANIDAD
Director: Dr. Miguel D´AQUINO
Lugar de trabajo: Cátedra de Higiene y Sanidad – FFyB - UBA
Resumen:
La fabricación de medicamentos requiere que sea llevada a cabo en ambientes higiénicamente controlados.  Igual criterio debe considerarse en las áreas hospitalarias, particularmente en quirófanos, salas de terapia intensiva, de inmunocomprometidos, etc.

En este trabajo se estudiaron comparativamente los métodos disponibles de monitoreo de partículas aéreas viables.

Las conclusiones son las siguientes:

Del estudio comparativo entre los cinco métodos disponibles de captación activa de partículas viables en áreas controladas se llegó a la conclusión que no hay diferencia significativa entre la media de los métodos RCS, Filtración e Impinger. Entre todos los demás métodos hay diferencias significativas (P < 0,05).


Se obtendrían entonces tres grupos de métodos [A, B y C], los cuales difieren todos ellos entre sí:

Ochlovar

Hendija


RCS – Filtración - Impinger

A
B
C


Respecto al factor de relación Métodos Activos – Método Pasivo, es decir:

UFC/m3 aire - UFC/hora/placa 90 mm(, se determinó que es 22,7 con un error estándar de 1,43. IC95% (k): (19,7 ; 25,7).  La relación obtenida es MA = 22,7 SE, y es válida para valores de SE entre 3 y 16 UFC/hora/placa 90 mm(.

Todos los métodos tienen una aceptable relación Tiempo de captación – UFC/placa: a medida que se incrementa una variable, también lo hace la otra.

El luminómetro HY-LITE 2 no es útil para evaluar la calidad microbiológica del aire de un área limpia.  Es cuestionable además su capacidad de analizar las superficies, puesto que se pueden encontrar bajos niveles de URL en superficies contaminadas con miles UFC/cm2, lo que señalaría una falsa idea de limpieza.

Los muestreadores de impacto tamiz [es decir, con placa cribada para el ingreso del aire], son notablemente más eficientes que los que cuentan con tobera para el ingreso del aire.  En las condiciones experimentales, el aumento en la eficiencia fue superior al 200 %.

El método de filtración, reivindicado en este trabajo mantiene valores similares ya sea la membrana de gelatina, nitrato de celulosa o acetato de celulosa.  Este hallazgo es meritorio, puesto que en la comunidad industrial se considera sólo aptas a las membranas de gelatina.  

Los flujos variables entre 6 l/min y 15 l/min (en el método de filtración) no afectan significativamente en el resultado de la medición.

“PROSPECCION DE ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DE INTERES BIOTECNOLOGICO EN HABITATS ACUATICOS DEL DESIERTO DE ATACAMA”
Autor: Cecilia Susana DEMERGASO
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Carlos RIQUELME SALAMANCA
Consejero de Estudios y Supervisor: Dr. Gabriel GUTKIND
Lugar de trabajo:
Resumen:
Este trabajo tiene como objetivo el estudio de ensambles microbianos de ocurrencia natural o industrial en la zona Norte de Chile, orientado a la utilización en el desarrollo de procesos biotecnológicos. Esta región del país, donde encontramos el Desierto de Atacama se caracteriza por condiciones extremas. Se han seleccionado cuatro ambientes: tapetes microbianos, comunidades planctónicas en salares, un depósito de boratos  y un proceso industrial. Las técnicas de biología molecular y otras dependientes de cultivo se complementaron con microscopía, difracción de rayos X,  espectrofotometría, análisis de energía dispersiva de Rayos X asociada a microscopía electrónica, determinación de fraccionamiento isotópico, además de análisis fisicoquímicos. En los ensambles microbianos se encontraron representantes de los linajes bacterianos Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes, Nitrospirae y Cyanobacteria, y de archaeas Crenarchaeota y Euryarchaeota. Se han reconocido, además, secuencias que podrían representar nuevos linajes. La presencia de actividad bacteriana respiradora de arsénico y de archaeas en operaciones industriales a temperatura ambiente junto con la posible presencia de diferentes metabolismos fototróficos, y mecanismos de adaptación a condiciones extremas, nos permite concluir que la diversidad microbiana en el Desierto de Atacama aparece promisoria como fuente de nuevos microorganismos y de metabolismos de interés científico y comercial.
“BACTERIEMIA RELACINADA A CATETERES: DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO Y OPTIMIZACION DE VARIABLES METODOLOGICAS”
Autor: Rolando Noel SOLOAGA
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dr. Gabriel GUTKIND
Lugar de trabajo:
Resumen:
Sobre 350 episodios de bacteriemia asociada a catéteres (CAT), los bacilos Gram negativos produjeron 46,6% de los mismos, S.aureus 21,7% y los estafilococos coagulasa negativos (SCN) 19,7%.  


La técnica de agitación con vortex (utilizando el punto de corte de 102 UFC/ml) fue  equivalente a la técnica de Maki  en lo que hace a sensibilidad y especificidad, con Indices de Youden de 0,77 y 0,75 respectivamente. En cambio, la siembra en caldo se asoció con los peores resultados en cuanto a especificidad, Indice de Youden y valor predictivo positivo (68%, 0,62; 20% respectivamente).


El punto de corte de 100 UFC para el método semicuantitativo (SQ), presentó una sensibilidad menor al de 15 UFC, sin  incrementar la especificidad. 


En lo que hace a la técnica cuantitativa de Brun Buisson, analizando el Indice de Youden, el punto de corte de 100 UFC/ml fue el mejor (0,90-0,99).


Los resultados de esta técnica no fueron afectados por el tiempo de agitación de los catéteres, por la atmósfera o el tiempo de incubación ni por la conservación en 1 ml de solución fisiológica  a 4ºC durante  48 horas.

La mayoría de las infecciones relacionadas a catéteres fueron documentadas dentro de las 48 hs de incubación del frasco de hemocultivo no observándose correlación entre número de colonias y tiempo de positivización. 

“CARACTERIZACION CITOGENETICA Y CITOMOLECULAR EN LINFOMAS NO HODGKIN-B”
Autor: Roxana Inés CERRETINI
Area: GENETICA
Director: Dra. Irma SLAVUTSKY
Consejero de Estudios y Supervisor: Dr. Dr. Héctor TARGOVNIK
Lugar de trabajo: Dpto. de Genética – Inst. de Investigaciones Hematológicas “Mariano R. Castex” – Academia Nacional de Medicina
Resumen:

El objetivo del presente trabajo estuvo dirigido a comprender los mecanismos genéticos involucrados en el desarrollo y progresión de los linfomas no Hodgkin (LNH), con particular énfasis en el análisis de las anomalías cromosómicas secundarias (ACS). Se efectuó el estudio citogenético y citomolecular de 89 pacientes con diferentes subtipos histológicos. En leucemia linfocítica crónica/linfoma de linfocitos pequeños se detectaron ocho alteraciones estructurales no descriptas en la literatura, una de las cuales podría representar una nueva alteración recurrente, todas asociadas a una curso clínico adverso y corta sobrevida. Se analizó la presencia de ACS en linfomas foliculares y B difusos a células grandes, pudiendo observarse una amplia heterogeneidad en el número y tipo de alteración, sugiriendo la participación de múltiples caminos genéticos para alcanzar el potencial neoplásico completo y la transformación morfológica. Asimismo, se efectuó el análisis retrospectivo de anomalías cromosómicas constitucionales (ACC) en nuestra población hematológica, observándose una incidencia similar a la de la población general, confirmando que las ACC no predispondrían a este tipo de neoplasias. Los resultados obtenidos constituyen un trabajo original que contribuye a una mejor delineación del comportamiento biológico de los LNH.

“ESTUDIO DE LA EXPRESION DE ONCOGENES VIRALES Y CELULARES EN LINFOMAS NO HODGKIN PEDIATRICOS”
Autor: Paola Andrea CHABAY
Area: VIROLOGIA
Director: Dra. María Victoria PRECIADO
Consejero de Estudios y Supervisor: Dra. Silvia HAJOS
Lugar de trabajo:
Resumen:
En Argentina, el linfoma no Hodgkin pediátrico (LNH) representa el 53% de los linfomas,  lo cual es similar a lo descripto en países desarrollados.  La asociación entre el LNH y virus de Epstein Barr (EBV), así como también la expresión de oncogenes celulares ha sido analizada en adultos.

El objetivo de este estudio fue determinar la expresión del EBV y de los oncogenes celulares en una serie de LNH pediátrico de Argentina y correlacionarlo con la evolución clínica. Se estudiaron 59 cortes de biopsias ganglionar para determinar la asociación con EBV por hibridización in situ para EBERs, inmunohistoquímica para LMP-1, PCR de detección y tipificación, y análisis de secuencia del gen BNLF-1. Se analizó la expresión de p53, bcl-2 y p21waf1 por inmunohistoquímica, y en un subgrupo de 35 muestras, por PCR-SSCP para mutaciones de p53.  La positividad para EBV, p53, bcl-2 y p21waf1 se encontró en el 22%, 83%, 45,8% y 37,3% de las muestras, respectivamente.  Los 8 pacientes inmunosuprimidos fueron EBV+. El 66,7% de los EBV+ tenían EBV-2 y el 33,3%, EBV-1.  La variante delecionada de BNLF-1 se halló en el 75% de los casos.  El 35,5 de las muestras p53+ tenían mutaciones en alguno de los exones 5 a 8.

La distribución epidemiológica coincide con la de países desarrollados.  La expresión del EBV, particularmente del EBV-2, en pacientes inmunosuprimidos se correlaciona con el deterioro de la evolución clínica.  La expresión de BNLF-1 delecionada en el 75% de los tumores versus el 36,4% de los controles revela que es esencial en el proceso neoplásico.  La expresión de bcl-2 y p21waf1 es comparable a otras poblaciones.  La alta sobreexpresión de p53 indica que es importante en la linfomagénesis, y podría deberse a mutaciones puntuales, o a otros mecanismos involucrados en su inactivación.
“OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MEMBRANAS DE FIBRA HUECA PARA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD PSEUDOBIOESPECIFICA”
Autor: Federico Javier WOLMAN
Area: BIOTECNOLOGIA
Director: Dr. Osvaldo CASCONE
Codirector: Dr. Mariano GRASSELLI
Lugar de trabajo:
Resumen:
En la presente tesis titulada “Obtención y caracterización de membranas de fibra hueca para cromatografía de afinidad pseudobioespecífica” se muestran los desarrollos realizados con el objeto de mejorar algunos aspectos que dificultan el traslado al plano industrial de los sistemas de membranas de fibra hueca con colorantes triazínicos inmovilizados. Por otro lado, se establecen ciertas condiciones que permitan derivatizar estas matrices de manera de injertarles polímeros impresos (impresión molecular) con reconocimiento hacia una molécula peptídica.


Respecto de las membranas derivatizadas con colorantes triazínicos como ligandos de pseudobioafinidad, mediante la optimización de la química de la inmovilización del ligando se aumentaron las capacidades de adsorción de proteínas evitando el desprendimiento del ligando y manteniendo las ventajas hidrodinámicas de estos sistemas. Mediante estudios dinámicos de purificación  utilizando proteínas de interés biotecnológico se evidenció la mejora en la productividad de estos sistemas al contrastarlos con sistemas convencionales de geles blandos.  


Respecto de la obtención de membranas para cromatografía de impresión molecular, se lograron injertar sobre éstas sitios de reconocimiento específicos hacia el péptido elegido como molécula blanco. Estas membranas mostraron una marcada selectividad para la adsorción de la molécula blanco al enfrentarlas a dicha molécula y a derivados químicamente modificados de la misma.

“INVESTIGACIN DE BACTERIOCINAS EN BACTERIAS LACTICAS DE LA ZONA AGORPECUARIA DEL PARTIDO DE TANDIL”
Autor: Mónica Delfina SPARO
Area: MICROBIOLOGIA
Director: Dra. Marcela MANGHI
Codirector: Dr. Ricardo MARGNI
Lugar de trabajo:
Resumen:
En un ensilado de maíz se analizó, en  bacterias lácticas, la presencia de cepas  productoras de bacteriocinas y se realizó la caracterización preliminar  de una de ellas.

En tres cepas de Lactobacillus y en E. faecalis MR1024 fueron detectados compuestos compatibles con bacteriocinas.

E. faecalis MR1024 inhibe otros enterococos, Listeria spp., S. aureus, Clostridium spp., Bacillus spp., Escherichia coli, Shigella sonnei y Shigella flexneri. Tiene actividad biológica en leche,  salamines y vegetales frescos.


La enterocina parcialmente purificada (EPP) se obtuvo mediante precipitación con sulfato de amonio  y  elución con Sep-Pak  C18.


 La EPP perdió actividad a 121 ºC (15 min), con 2-mercaptoetanol  y Tritón X-100. Es hidrofóbica y activa entre pH 4-8; la masa molecular  es 5.000 Da y el pI 6,2. Es bactericida sobre L. monocytogenes, S.aureus, cepas Gram positivas resistentes a antibióticos y productoras de mastitis bovina; sobre E. coli es bacteriostática.

 La EPP se sometió a  RP-HPLC. El material activo  eluyó con acetonitrilo 40% (espectrometría de masa, 3 entidades).

 La enterocina está codificada por un plásmido conjugativo que responde al “sistema  feromonas”. 

E. faecalis MR1024  no produce hemolisinas ni gelatinasa; sobrevive  a pH 2,5 e  inhibe la respuesta proliferativa de las células linfoides estimuladas con un mitógeno. 

“EVALUACION DE ESTRÉS OXIDATIVO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL”
Autor: Marina TRAVACIO
Area: BIOFISICA
Director: Dra. Susana LLESUY
Lugar de trabajo: Cátedra de Química General e Inorgánica - Dpto de Química Analítica y Fisicoquímica – FFyB - UBA
Resumen:

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la posible generación de estrés oxidativo en el sistema nervioso central (SNC) así como los mecanismos que pueden conducir a la generación de especies activas del oxígeno en ese tejido. Para ello, se desarrollaron modelos experimentales de epilepsia, toxicidad por cromo y toxicidad por arsénico.

Se administró ácido 3-mercaptopropiónico a ratas en el modelo de epilepsia experimental. Según los resultados obtenidos, existiría una mayor velocidad de generación de productos oxidantes durante las convulsiones y el estrés oxidativo generado se debería a un incremento en la producción de especies activas del oxígeno antes que a una disminución en los niveles de antioxidantes.

En el modelo de toxicidad por cromo se estudió la ocurrencia de estrés oxidativo por tratamiento de ratones con K2Cr2O7. Los mecanismos bioquímicos de daño celular debido al cromo (VI) estarían mediados por un aumento en la concentración en estado estacionario de las especies activas del oxígeno, a través de un ciclo Fenton/Haber-Weiss.

Se trataron ratones con Na2AsO4 en el modelo de toxicidad por arsénico y este tratamiento produjo una inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial, asociada a un aumento de la velocidad de producción de anión superóxido.

En los tres modelos desarrollados se comprobó la ocurrencia de estrés oxidativo en el SNC que estaría mediado por mecanismos moleculares en común, involucrando un aumento en la velocidad de producción de especies activas del oxígeno, posiblemente a nivel mitocondrial.

“INVESTIGACIONES ACERCA DEL DIAGNOSTICO, PREVALENCIA Y TRANSMISION DE DIENTAMOEBA FRAGILIS”
Autor: Claudia Irene MENGHI
Area: BIOQUIMICA CLINICA
Director: Dr. Oscar César MENDEZ
Lugar de trabajo:
Resumen:
En este trabajo de Tesis doctoral, se comprobó la presencia de trofozoitos de D. fragilis  adheridos a la superficie externa del huevo de E. vermicularis; en infecciones simultáneas con ambos parásitos. Este hallazgo permitió dilucidar el enigma pendiente de la transmisión de D. fragilis, y confirmar la hipótesis formulada por Burrows y Swerdlow en 1956; donde postularon haber observado estructuras semejantes a trofozoitos de D. fragilis sobre los huevos de E. vermicularis  en cortes de apéndice infectados con hembras grávidas de E. vermicularis. Este hallazgo, también, corroboró los estudios estadísticos donde se correlacionan los valores de infección simultánea entre ambos parásitos, especialmente en poblaciones pediátricas. Se logró, asimismo, un método de purificación de DNA de trofozoitos deteriorados de D. fragilis, por medio de una técnica de columnas a partir de muestras congeladas, no fijadas en formol, que permitió eliminar las elevadas concentraciones de inhibidores de la técnica de PCR.
“IDENTIFICACION DE DOMINIOS FUNCIONALES DEL FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS DE GRANULOCITOS (G-CSF)”
Autor: Verónica Julieta MARINO
Area: QUIMICA BIOLOGICA
Director: Dra. Leonor ROGUIN
Lugar de trabajo: Dpto. de Química Biológica – FFyB – UBA e Inst. de Química y Fisicoquímica Biológica (IQUIFIB)
Resumen:
El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una citoquina involucrada en la maduración de precursores mieloides, así como en la activación de las funciones de los neutrófilos. Con el propósito de caracterizar las propiedades de la interacción G-CSF:receptor y delimitar dominios críticos para la expresión de las funciones biológicas de la citoquina, se utilizaron anticuerpos monoclonales (mAbs) obtenidos por inmunización de ratones BALB/c con G-CSF recombinante humano. En primer lugar, se estudiaron las propiedades de los mAbs, y posteriormente se evaluó el efecto de los anticuerpos sobre la unión y la actividad del hG-CSF en dos sistemas que presentan receptores específicos, tales como placenta humana y células derivadas de una leucemia mieloide. 

De todos los anticuerpos anti-hG-CSF obtenidos, se seleccionaron los mAbs denominados 8C2 y 6E3, que reconocieron regiones independientes en la molécula nativa de citoquina. El análisis de la reactividad de los mAbs con fragmentos proteolíticos y péptidos sintéticos del hG-CSF indicaron que el mAb 6E3 está dirigido contra un epitope formado por aminoácidos presentes en las secuencias 1-22 y 94-122/123, mientras que el mAb 8C2 reconoce las regiones 39-52 y 155-164. Aunque el epitope 6E3 está involucrado en la unión del      hG-CSF a los receptores y el mAb 8C2 reconoce una zona expuesta en los complejos citoquina:receptor, los dos anticuerpos inhibieron la actividad proliferativa de la citoquina en una línea celular mieloide. Los resultados obtenidos permitieron proponer un modelo secuencial de acción del hG-CSF, según el cual luego de la unión de la citoquina a través del sitio delimitado por el mAb 6E3, se produciría la oligomerización de los complejos hG-CSF:receptor con el consiguiente ocultamiento del sitio reconocido por el mAb 8C2.
“CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA AUTOINMUNE INDUCIDA EN RATONES POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS MURINA”
Autor: Patricia Andrea MATHIEU
Area: QUIMICA BIOLOGICA
Director: Dra. Lilia RETEGUI
Lugar de trabajo:
Resumen:
Puesto que el virus de la hepatitis murina (MHV) produce importantes alteraciones del sistema inmune del huésped, se decidió investigar si la infección con este virus podría inducir en los anímales un proceso autoinmune.

Los primeros resultados indicaron que los ratones de las cepas BALB/c, CBA/Ht y 129/Sv infectados con el MHV A59 desarrollaban autoanticuerpos (autoAb) dirigidos contra una proteína de aproximadamente 40 kDa. Este autoantígeno (autoAg) fue purificado a partir de hígado de ratón y rata, y posteriormente identificado como la fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH), una enzima involucrada en el catabolismo de la tirosina. Se detectó además, un segundo autoAg de aproximadamente 38 kDa, el cual fue identificado como una alcohol deshidrogenasa (ADH) que pertenecen a la superfamilia de las aldo-ceto reductasas (AKR).

La caracterización de la respuesta autoinmune observada reveló que los autoAb parecían no estar provocando patología, a pesar de persistir en el animal hasta por lo menos 90 días luego de la infección. Por otro lado, se demostró que ni la hipergammaglobulinemia ni la liberación de Ag hepáticos producida por la destrucción del tejido durante la hepatitis están involucrados en el desarrollo de los autoAb. 

Uno de los mecanismos postulados en la inducción de procesos autoinmunes es la homología molecular entre Ag propios y extraños. Al analizar esta hipótesis los resultados indicaron que existe una reacción de cruce entre la secuencia 1-20 de la FAH y secuencias homólogas de la nicleocápside y la RNA polimerasa viral.

Los datos obtenidos permitieron, además, desarrollar un ensayo de ELISA para la detección de la infección por el MHV basado en al análisis de la presencia de los autoAb inducidos por el virus. Este nuevo método demostró ser sensible, muy específico, y no requiere el uso del virus como reactivo.

“ESTUDIO DE LA CAPACITACION ESPERMATICA EN DISTINTAS SUBPOBLACIONES DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS”
Autor: Mariano Gabriel BUFFONE
Area: BIOLOGIA CELULAR
Director: Dr. Juan CALAMERA
Consejero de Estudios y Supervisor: Dra. Ana M. BLANCO
Lugar de trabajo: Laboratorio de Estudios en Reproducción
Resumen:
La capacitación es un evento esencial en la fisiología de los espermatozoides relacionado con la adquisición de capacidad fertilizante. En el presente trabajo, se estudio este evento en diferentes subpoblaciones de espermatozoides humanos y en las gametas de individuos con ciertas patologías andrológicas, como astenozoospermia, polizoospermia y varicocele.

Los espermatozoides de peor funcionalidad presentes en el eyaculado y los espermatozoides de individuos astenozoospérmicos y con varicocele, presentaron una clara alteración en la capacidad de fosforilar proteínas en residuos tirosina y en desarrollar movilidad hiperactivada, dos eventos asociados a la capacitación espermática. Estos espermatozoides también presentaron una menor fluidez de la membrana plasmática, fenómeno esencial en los eventos tempranos de la capacitación. Esta alteración en la fosforilación proteica en tirosina estaría vinculada a la menor fluidez de membrana presente en estos espermatozoides, tanto antes como después de la capacitación, la cual estaría vinculada, en parte, al mayor daño oxidativo de los lípidos de membrana por las especies activas del oxígeno. No se encontraron alteraciones en la capacitación espermática de individuos polizoospérmicos.

Los resultados del presente trabajo contribuirán a un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la etiología de la infertilidad masculina, lo cual permitirá aportar mejores perspectivas diagnósticas y terapéuticas futuras. 

“MECANISMOS BIOLOGICOS Y MOLECULARES EN LA ACCION CENTRAL DE LOS MINERALOCORTICOIDES”
Autor: Luciana PIETRANERA
Area: ENDOCRINOLOGIA
Director: Dr. Alejandro DE NICOLA
Consejero de Estudios y Supervisor: Dr. Marcelo VATTA
Lugar de trabajo: Inst. de Biología y Medicina Experimental – Fac. de Medicina - UBA y CONICET
Resumen:
En este trabajo de Tesis Doctoral se ha investigado el mecanismo de acción de los mineralocorticoides en el SNC empleando dos modelos experimentales: a) la generación de apetito salino por DOCA, modelo de prehipertensión, y b) un modelo de hipertensión, la rata espontáneamente hipertensa (SHR).

En el modelo de apetito salino inducido por DOCA se estudió la expresión y localización del receptor para mineralocorticoides (MR), la activación neuronal de diferentes zonas del cerebro mediante la expresión del gen temprano c-fos (Fos), la participación del sistema vasopresinérgico utilizando un antagonista de los receptores de AVP V1-V2 y la expresión del ARNm de AVP, y la expresión de la óxido nítrico sintasa (NOS), considerando que NO regularía positivamente la expresión de vasopresina (AVP).

Los resultados muestran que los mineralocorticoides producen un aumento en la expresión de AVP en el PVN. Sin embargo, como el PVN no expresa MR, la acción hormonal se localizaría a nivel de estructuras de la lámina terminal (neuronas Fos+) que formarían parte del circuito neuroendócrino responsable del apetito salino.

En la rata SHR se estudió la expresión y localización del MR, la activación neuronal mediante la expresión de Fos, la participación del sistema vasopresinérgico mediante la expresión del ARNm de AVP y del receptor de AVP V1a y la expresión de la NOS, luego de un estímulo con el mineralocorticoide DOCA.

Los resultados sugieren que SHR presenta un PVN hiperrespondiente a los mineralocorticoides, estado que produce un aumento de la expresión de neuropéptidos vasoactivos en el PVN, contribuyendo al desarrollo de la hipertensión.
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Resumen:
Hybanthus parviflorus (Mutis ex L.f.) Baill., subarbusto que crece entre 0 y 1000 metros, es una planta anual, de porte erecto, de no más de 50 cm de altura, muy difundida en América tropical y subtropical, desde Colombia hasta la provincia de Río Negro, Argentina. En nuestro país (“violetilla”), se emplean sus raíces en medicina popular por sus propiedades eméticas y purgativas.

Se estudió su composición química aislándose e identificándose: 

· Hypa A, péptido macrocíclico de 30 residuos de aminoácidos. Se determinó su estructura primaria. Descripto por primera vez en la naturaleza, es también el primer ciclótido reportado en una especie vegetal argentina.

· Polilfenoles: Quercetina, luteolina, apigenina, canferol, quercetina 3-metil éter y rutina. Los dos últimos reportados por primera vez en el género Hybanthus. También quercetin 3-ramnoglucoramnósido. Acido cafeico y ácido clorogénico.

· Acido ursólico y β-sitosterol. 

Se determinaron las actividades sobre útero aislado y antimicrobiana relacionadas con la presencia de ciclótidos y de compuestos polifenólicos. La actividad insecticida promisoria de los distintos extractos de H. parviflorus podría también atribuirse a la presencia de ciclótidos. La actividad antiinflamatoria estaría relacionada con la presencia de polifenoles, ácido ursólico y β-sitosterol.
La actividad de propulsión intestinal validaría el uso en medicina popular de sus cocimientos. Se caracterizó complementariamente esta especie mediante su estudio morfoanatómico.
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Resumen:
La aparición de resistencia entre los anaerobios hizo necesario su evaluación. Se compraron los métodos de elusión de discos en caldo (MED) y dos concentraciones en medio líquido (ML2conc.) con diliución en agar (MDMS). En un estudio en 7 laboratorios la concordancia entre MED y ML2conc. Con MDMS fue del 98,5% y 97,5% respectivamente. Al analizar la sensibilidad de 232 cepas de Bacteroides grupo fragilis (Bgf) aislados en CEMIC entre 1976 y 2002, no se registró resistencia a cloranfenicol, imipenem ni meropenem y un aislamiento fue resistente a metronidazol. Casi todos fueron sensibles amoxicilin-sulbactama, aunque algunos mostraron CIMs cercanas al punto de corte y otras fueron marcadamente resistentes. La resistencia a cefoxitina fue significativamente diferente según norma del NCCLS usada, desde el 88% con la norma de 1989 al 24% con la de 2001, fue más activa frente a B.fragilis que frente a B.thetaiotaomicron y B.fragilis. Las últimas quinolonas fluoradas mostraron distinta actividad sobre Bgf. La presencia de betalactamasas, en 29 cepas, varió según la técnica empleada. Usando métodos microbiológicos fue del 100%, usando el método cromogénico y/o el iodométrico fue de 69% y usando los dos juntos del 90%. El pl fue útil para identificar el tipo de beta-lactamasa, se midió en 15 de los 29 aislamientos. En todas visualizamos una banda en 4,9-5,1 y en cuatro de ellas, otra en 5,4-5,6. Por PCR específica no se detectó ninguna beta-lactamasa tipo TEM. Así detectamos enzimas clase A de Ambler, grupo 2ª, 2b y 2e de Karem Bus y col. No es frecuente contar con métodos moleculares a nivel clínico pero serían interesantes para evaluar el uso de los antibióticos.
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Resumen:
El objetivo de la tesis fue el estudio de la cinético-dinámico del metoprolol e irbesartán en ratas con coartación aórtica (CoA) aguda y crónica. Se estableció si el efecto antihipertensivo del metoprolol e irbesartán está mediado por un efecto hipotálamico. 

Los antihipertensivos fueron administrados por vía intravenosa y se determinaron los niveles plasmáticos e hipotalámicos mediante la microdiálisis. De acuerdo a los niveles hipotalámicos alcanzados, el hipotálamo anterior fue perfundido con una solución Ringer conteniendo metoprolol o irbesartán, midiéndose simultáneamente los efectos cardiovasculares. 

Ambos antihipertensivos indujeron un mayor efecto hipotensivo en ratas CoA crónicas que en ratas con operación simulada (OS). Mientras que la fármacocinética del metoprolol no fue afectada por la CoA, el estadio temprano de la misma disminuyó el aclaramiento del irbesartán. La distribución hipotalámica del irbesartán se encuentra incrementada en ratas CoA. La perfusión intrahipotalámica de metoprolol e irbesartán indujo un efecto antihipertensivo en los animales CoA pero no en ratas normotensas.

La CoA modificó el perfil plasmático y central del irbesartán. El efecto antihipertensivo sistémico del metoprolol e irbesartán se encuentra incrementado en ratas CoA crónicas con respecto al grupo OS. Ambos antihipertensivos ejercerían un efecto antihipertensivo sistémico, al menos en parte, por una acción hipotalámica.
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Resumen:
La tesis "Optimización Total en Cromatografía de Afinidad. Aplicación a Proteínas de interés Farmacéutico" se basa en el desarrollo de estrategias de purificación sencillas, eficientes y económicas para la obtención de proteínas con la suficiente pureza para satisfacer las demandas de un amplio rango de industrias, desde la alimenticia hasta la farmacéutica. El diseño y la obtención de ligandos de afinidad específicos constituye el paso limitante para la implementación de un protocolo de purificación a nivel industrial, la estabilidad y economía son factores decisivos. El hallazgo de ligandos de afinidad para proteínas con distinta exigencia de pureza se realizó a través de tres estrategias: screening de colorantes triazínicos, diseño racional en base a conocimientos de la estructura/función de la proteína, y obtención y screening de una biblioteca peptídica. Los ligandos fueron inmovilizados en matrices cromatográficas adecuadas para reducir el tiempo y el número de etapas involucradas en el proceso de purificación: membranas de microfiltración y matrices particuladas fluidizables que permitieron aumentar el flujo de trabajo y procesar muestras crudas sin clarificación previa, respectivamente. De esta manera, se logró aumentar el rendimiento y la productividad de los sistemas desarrollados, resultando rentablemente atractivos para su implementación industrial.   

