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La aglutinación de granulocitos inducida por el Mab murino anti-Lewis FC-2.15 

está mediada por la activación de b2-integrinas y por la formación de complejos 

inmunes que involucran epitopes alfa-gal
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El anticuerpo monoclonal (Mab) murino FC-2.15 reconoce LewisX (LeX), presente en 
granulocitos humanos (PMN). Patológicamente, LeX se expresa en tumores epiteliales. FC-2.15 
media la lisis de células LeX+ vía fijación de complemento (C´), e induce la aglutinación 
homotípica de PMN tanto in vitro como en SCSEV (sistema de circulación sanguínea ex vivo). 
Dicha aglutinación no se modificó por baja temperatura, 2-deoxiglucosa, iodoacetamida o azida 
sódica pero la fijación con formaldehído la inhibió completamente, sugiriendo que se trata de un 
proceso conformacional. Los siguientes resultados sugieren un rol para la b2-integrina 
(CD11b/CD18) en la aglutinación de PMN inducida por FC-2.15: 1) la aglutinación inducida por 
fMLP, por Mab KIM185 (activador de anti-b2- integrina)  y FC-2.15 mostró requerimientos 
similares; 2) la preincubación con Mab TS1/18 (bloqueante de b2-integrina), inhibió 
significativamente el proceso; 3) el monómero CD18 de la b2-integrina posee residuos LeX. Los 
Mabs murinos pueden contener residuos a-gal. La ausencia de alfa1-3 galactosil-transferasa en el 
hombre, hace que a-gal sea altamente immunogénico y que el suero humano contenga grandes 
cantidades de anti-a-gal Abs. Hemos demostrado que  FC-2.15 contiene residuos a-gal, los 
cuales pueden eliminarse con alfa-galactosidasa, sin afectar la capacidad lítica de FC-2.15 (PMN 
o células MCF-7) y que la formación de complejos inmunes anti-a-gal Abs-FC.2.15 también 
contribuye a la aglutinación de PMN en SCSEV.

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 299 de 475

302
.
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different ionic strenght conditions.
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The standard technique for Anti-dsDNA detection is Immunofluorescence(IF) in Crithidia. It is 
highly specific but detects both high and low affinity autoantibodies, of which only the high-affinity 
subpopulation is considered to be pathogenic. The Farr assay detects this subgroup at high ionic 
strength and may thus be the most useful test in the follow-up of the disease. However, it is difficult 
to apply routinely at the laboratory. We have developed a novel soluble-phase ELISA that is highly
 sensitive and specific to anti-dsDNA antibodies. In this method, sera from patients are analyzed at 
physiological salt concentrations, and those who render positive results are further analyzed using 
higher salt concentrations. We have tested sera from SLE patients that were either positive or 
negative in IF Crithidia assay. Out of 16 positive sera, all were also positive in our assay at 
physiological salt concentration, and most of them remained positive at 1M NaCl. Out of 17 
negative IF sera, 8 were confirmed as negative, while 9 of them developed positive signals. This 
reactivity was abrogated at 1M NaCl in 8 of these 9 sera, indicating that it is sensitive to higher 
ionic strength. We tested the specificity of the assay with sera from patients of other systemic 
autoimmune diseases(10 CREST, 10 AR, 1 CMTD). All of them were negative in our soluble 
ELISA at 0.15 M NaCl. This new method shows promising results regarding to sensitivity, 
specificity and feasibility in the diagnosis of SLE.
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Examinamos de qué modo la acidosis extracelular afecta la fisiología de las células dendríticas. 
Para ello células dendríticas inmaduras obtenidas de precursores de médula ósea de ratones 
BALB/c se incubaron con peroxidasa de rábano (150 ug/ml) por 20 min a 37oC, a pH 7.3 o 6.7. 
 Observamos que los niveles de endocitosis, evaluados a través de un ensayo colorimétrico, fueron
 mayores a pH acídico: densidad óptica a 492 nm (DO) 0.30 ± 0.05 vs 0.70 ± 0.04 (pH 7.3 vs 
6.7, media ± ES, n=5, p<0.05). Por otra parte, células dendríticas pulsadas con ovalbúmina 
(OVA 50 ug/ml) por 18 hs a 37oC, a pH 7.3 o 6.7, se transfirieron (3 x105 ) por vía endovenosa 
a ratones singeneicos vírgenes, evaluándose al cabo de dos semanas la producción de anticuerpos 
específicos por ELISA. Los resultados obtenidos demuestran que la inmunización con células 
dendríticas pulsadas a pH acídico indujo mayores niveles de anticuerpos anti-OVA respecto de lo 
observado para células dendríticas pulsadas a pH neutro:  DO = 0.50± 0.01 vs 1.10 ± 0.04, 
media ± ES, n=10, p < 0.05, correspondiente a la valoración total de anticuerpos IgM + IgG en 
una dilución 1/50 del suero.  Para todos los isotipos evaluados (IgM, IgG1, IgG2a e IgE) se 
observaron incrementos significativos en los niveles de anticuerpos específicos (p < 0.01). Los 
resultados obtenidos sugieren que el encuentro del antígeno con las células dendríticas en un 
microambiente acídico favorece la generación de la respuesta inmune humoral.
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El TNF-alfa retarda la apoptosis de células neoplásicas en leucemia mieloide 
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Gabriela  Salamone(1),  Karen  Nahmod,  Analía  Trevani,  Mónica  Vermeulen,  María 

C. Salamone,  Mirta  Giordano,  Jorge  Geffner.

mailto:gabrielasalamone@hotmail.com
Previamente demostramos que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) promovía la apoptosis
 de granulocitos neutrófilos. Aquí, examinamos su efecto sobre la apoptosis de células leucémicas 
provenientes de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA). Las células mononucleares fueron 
purificadas por gradientes de Ficoll-Hypaque a partir de muestras de sangre periférica o médula 
ósea, provenientes de pacientes no tratados, con porcentajes de blastos superiores al 50%. La 
apoptosis fue evaluada por microscopía de fluorescencia o citometría de flujo (test de anexina V) 
durante un período de 5 días. Los resultados presentados corresponden al día en el cual las células
 no tratadas con TNF-alfa mostraron niveles de apoptosis superiores al 30%. Encontramos, en 
todas las muestras ensayadas, que el TNF-alfa (10 ng/ml) ejerció una notoria prevención sobre la 
apoptosis espontánea: % supresión de la apoptosis, 74 ± 17 (n=11, p < 0.001).  Observamos, 
además, que el TNF-alfa ejerció también un notorio efecto preventivo en aquellos cultivos 
realizados en presencia de Idarubicina o Etopósido (1 ug/ml), agentes que promueven la apoptosis 
de células leucémicas mieloides: % supresión de la apoptosis,  75 ± 18 y 72 ± 8, respectivamente 
(n=6-7, p < 0.001).  Los resultados presentados indican que, en contraste con las observaciones 
realizadas en neutrófilos normales, las células leucémicas de pacientes con LMA son rescatadas de
 la apoptosis por efecto del TNF-alfa.
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El virus del tumor mamario murino (MMTV) activa e infecta inicialmente células B. Recientemente 
se ha demostrado que la envoltura del MMTV es capaz de unirse y señalizar a través de  los 
receptores tipo Toll (TLRs) 2 y 4. Para estudiar el rol de los TLRs en la activación temprana de 
células B por MMTV, tolerizamos ratones BALB/c durante 3 días por vía sc con lipopolisacárido 
(LPS) de E.coli (2 ug/día) o peptidoglicano (PGN) de S.aureus (5 ug/día), induciendo 
hiporespuesta a estos ligandos de los TLRs. Inoculamos el virus en la almohadilla plantar de 
ratones a) no tolerizados, b) tolerizados con LPS y c) tolerizados con PGN. A las 24hs analizamos
 por citofluorometría la expresión del marcador de activación temprana CD69 en células B del 
ganglio linfático drenante. Los resultados se expresan como media del porcentaje de células 
CD69+B220+/B220+ ± SD (n=4): (a) 54,2 ± 18,2; (b) 23,8 ± 3,1 (p<0,05); (c) 22,0 ± 0,8 
(p<0,05); ratones no inoculados con MMTV: 15,71 ± 5,43. Obtuvimos resultados similares 
utilizando la variante viral TBLV, que posee el gen sag delecionado, lo que descarta la 
participación del superantígeno en la activación de las células B. Analizamos además el nivel de 
integración viral (PCR semicuantitativo) en el ganglio drenante y observamos una disminución de la 
integración en los ratones tolerizados con LPS o PGN con respecto a los no tolerizados. Los 
resultados obtenidos sugieren que los TLRs podrían jugar un rol en las etapas tempranas de la 
infección por MMTV.
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El virus del tumor mamario murino ( MMTV) se transmite por leche y es transportado al epitelio 
mamario por linfocitos. En los primeros días de vida, las células B de las placas de Peyer son 
infectadas y presentan el superantígeno (Sag) codificado por el MMTV a las células T Vbeta (Vb) 
específicas. Los linfocitos B infectados y las células T reactivas proliferan, aumentando así la carga 
viral. Las células T reactivas al Sag sufren luego una progresiva deleción clonal. Se investigó la 
cinética de activación y deleción de dichas células en órganos linfoideos (por ej: ganglio (G) y bazo
 (B)) y en la glándula mamaria (GM) por técnicas citofluorométricas. Los porcentajes de células T 
Vb6+ CD4+/CD4+ a los 15, 30 y 40 días de vida en ratones no infectados se mantuvieron 
constantes en los órganos estudiados (rango 10.5- 12.3%); en los ratones  infectados con 
MMTV(LA) los valores fueron (media+ES(n=3 experimentos)): 15días: G) 5.4+ 0.5, B) 4.4+ 0.6 
y GM) 11.3+ 1.1; 30 días: G)1.2+ 0.6, B) 1.8+ 0.8 y GM) 8.1+ 0.6; 40 días:G) 0.98+ 0.7, B) 
1.5+ 0.3 y GM) 3.9+ 0.5. En los ratones infectados la expresión de CD44 y de la integrina beta1  
aumentó al día 15 en las células CD4+Vb6+/CD4+ en B y G, mientras que en la GM la activación
 se hace significativa al día 30. Estos resultados indican un retardo significativo en la cinética de 
activación y deleción de las células reactivas al Sag en la GM. Se discute el rol de estas 
poblaciones linfoides en GM en la infección del epitelio mamario.
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de TNF alfa en macrófagos peritoneales murinos.
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Meliacina (Ma) es un antiviral obtenido de las hojas del árbol M.azedarach L. Ma inhibe la 
encefalitis por virus Tacaribe en ratones  neonatos y la querati- tis herpética estromal en 
adultos.Como en la patología de estas infecciones participa el sistema inmune, quisimos conocer si 
Ma actúa como agente in- munomodulador. Para ello estudiamos su efecto sobre la producción de
 TNF alfa en macrófagos murinos inducidos por LPS in-vitro. Macrófagos peritonea les de ratones
 BALB/c hembras de 6 semanas de edad se sembraron  en microplacas de 24 pocillos ( 9 x 105 
cél./pozo) con medio IMDM más 10% SFB. A las 24 hs de incubación a 37º C con 4% de CO2, 
los cultivos se la- varon e indujeron con 3 microgr.de LPS y los sobrenadantes se cosecharon a las
 24 h. La actividad de TNF se midió por su acción citolítica sobre cél L (tratadas con Actin. D). 
Después de 24 h de incubar a 39º C se fijaron  y colorearon con cristal violeta, la conc. del 
colorante se midió a 590 nm. La especificidad del TNF se determinó por neutralización con un 
monoclonal anti-TNF. Los resultados obtenidos fueron: a) el tratamiento con 50 ng de Ma sola no 
indujo TNF. b) el pretratamiento con Ma a las 24, 2 y 1h antes del LPS no alteró el nivel de 
producción de TNF.c) La inducción simultánea con LPS y Ma aumentó en 2 log. la conc.de 
TNF.d) ese efecto fue Ma conc dependiente.e) el TNF aparece a las 2h, el máximo es a las 4h 
manteniéndo- se hasta las 24h. Estos datos indican que Ma sinergiza el efecto inductor del LPS.

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 305 de 475

308
.
Oxido Nítrico y la respuesta inmune humoral hacia antígenos administrados por 

via intranasal.
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Se estudió el efecto de la aminoguanidina (AG, un inhibidor de la iNOS) sobre la respuesta inmune
 en mucosa pulmonar hacia la administración intranasal de ovoalbúmina (OVA) y toxina colérica 
(CT). Grupos de 10 ratones Balb/c se inocularon intranasalmente (día 0) con 10 µl de una solución
 de 10 mg de OVA y 1 µg de TC en PBS. A distintos días p.i se extrajeron turbinatos nasales y 
pulmones y por RT-PCR se observó que al día 2 p.i. se producía la activación de la iNOS 
mientras que en el día 5 p.i. se registraron muestras positivas para iNOS en pulmones. Grupos de 
10 ratones se inocularon del día -2 al + 2 por via intranasal con 10 ul de PBS (control) o distintas 
cantidades de AG (7.5, 2  y 0.5 mg/raton) en PBS. En turbinatos nasales y pulmones se observó 
un aumento en la expresión de TNF-alfa en los ratones tratados. A distintos días post-inmunización
 (pi) se obtuvieron los sueros y se titularon. Se observó un aumento específico de anticuerpos 
anti-OVA del tipo IgG en los ratones tratados. Mediante un ELISA de captura específico para 
OVA se determinó que dicho aumento no se debía a un mayor travasamiento del antígeno hacia el 
suero como producto del tratamiento con AG. Resultados similares se obtuvieron al titular 
anticuerpos anti-TC en suero mientras que no se registraron diferencias en animales inmunizados 
sólo con OVA. En este modelo, la inhibición de la iNOS potencia el efecto adyuvante de la TC a 
nivel de la mucosa pulmonar sobre la respuesta inmune humoral hacia OVA.
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El objetivo de este trabajo fue evaluar la interacción del componente C9 del C humano con la 
espectrina del citoesqueleto eritrocitario. Se utilizaron eritrocitos de carnero sensibilizados con 
anticuerpos (EA) y se obtuvieron membranas por lisis con bajas dosis (1-2 UCH50) o con exceso
 de C (>5 UCH50), y por incubación en medio hipotónico de EA tratados con dosis sublíticas de 
C (EAC) o con suero inactivado (control). El análisis por SDS-PAGE de las membranas de EA 
lisados por exceso de C indicó la presencia de una banda intensa de 70 kDa de peso molecular 
(coincidente con el de C9 monomérico), no detectable en membranas de EAC o del control. Una 
banda tenue del mismo tamaño también fue observada en membranas de EA lisados por bajas 
dosis de C. En la electroinmunotransferencia con anti-C9, tanto las membranas de EA lisados por 
C como las provenientes de EAC mostraron una banda reactiva asignable a C9 monomérico, cuya
 intensidad se correspondió con la dosis de C utilizada. Además, las membranas de EA lisados por
 exceso de C mostraron dos bandas reactivas con anti-C9 a la altura de las subunidades alfa y 
beta de espectrina, que no se observaron en membranas obtenidas de EA lisados por bajas dosis 
de C, de EAC o del control. Los resultados obtenidos sugieren que, en condiciones de exceso de 
C, se produce una interacción entre C9 y la espectrina del citoesqueleto eritrocitario. Esta unión 
podría tener implicancia en el mecanismo de hemólisis intravascular mediada por C.
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En este trabajo se evaluó la capacidad de BNC para atenuar una reacción hemolítica aguda 
C-dependiente provocada por una transfusión de eritrocitos heterólogos. Cuatro grupos de ratas Wistar (n=3), con anticuerpos hemolíticos naturales  contra eritrocitos de carnero (GRc), se trataron por vía endovenosa con una infusión de concentraciones crecientes de BNC (grupos B1-B4). El grupo control recibió NaCl 150 mM (n=4). Después de 10 min, los animales recibieron una inyección única de 0,5 ml de GRc al 40% por la misma vía. A los 30 min se analizó la concentración del pigmento alcanzada en plasma y se evaluó la hemólisis por C cuantificando la hemoglobina en orina. La hemoglobinuria fue confirmada analizando los uroproteinogramas correspondientes. Los valores de BNC (mg/dl) fueron: control= no detectable; B1=0,9±0,3; B2=2,7±0,4; B3=4,7±0,4; B4=17,8±0,5. Los resultados de 
hemoglobina en orina (g/dl) fueron: control= 3,3±0,9; B1=1,8±0,3*; B2=0,5±0,4*; 
B3=0,5±0,3*; B4=0,1±0,1*; (*) p<0,05 vs control. Los uroproteinogramas del grupo control 
revelaron la presencia de una zona difusa de marcada intensidad con movilidad beta asignable a hemoglobina. En los animales tratados  con BNC la intensidad de esta zona decreció en
correspondencia con el aumento de la concentración del pigmento en plasma. Se concluye que 
BNC atenúa la capacidad hemolítica del C 'in vivo'. Este efecto anticomplementario del pigmento 
le asignaría un rol protector en las reacciones hemolíticas mediadas por C.
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La identificación de aquellos factores capaces de modular la sobrevida de los granulocitos 
eosinófilos (E) resulta un área de potencial interés dada su prominente participación en los 
fenómenos alérgicos. Aquí, examinamos la capacidad de las plaquetas (P) de modular la apoptosis
 de E humanos. Las P y E fueron purificados por técnicas convencionales y la apoptosis evaluada 
por microscopía de fluorescencia. Encontramos que las P lavadas previnieron la apoptosis de los 
E: % de apoptosis = 33 ± 4, 58 ± 5 y 85 ± 7 vs 4 ± 2, 7 ± 2 y 17 ± 4, para E incubados durante 
24, 48 y 72 hs, en ausencia y presencia de P (relación E: P: 1: 10), respectivamente (media ± ES, 
n = 7-11, p < 0.001). Este fenómeno no requerió del contacto P-E, ya que observamos niveles 
similares de prevención en sistemas 'transwells', donde E y P se hallan separados a través de una 
membrana permeable: % apoptosis a las 48 hs de cultivo, 69 ± 8 y 15 ± 6, para E cultivados en 
ausencia o presencia de P (relación 1:10) (n=4, p < 0.01). La prevención en la apoptosis de los E 
se asoció a una expresión disminuída de Fas, evaluada por citometría de flujo: intesidad media de 
fluorescencia 1566 ± 311 vs 434 ± 128, para E cultivados por 48 hs en ausencia y presencia de P
 (relación 1:10), respectivamente (n=4, p < 0.01). Los reusltados presentados indican que 
productos liberados por plaquetas, aún no identificados, previenen notoriamente la apoptosis de 
los granulocitos eosinófilos.
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Las células dendríticas (CDs) producen factores quimiotácticos capaces de reclutar leucocitos 
polimorfonucleares (PMNL). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de los 
PMNL de modular la fisiología de las CDs. Utilizando CDs humanas (generadas a partir de 
monocitos en presencia de IL-4 y GM-CSF) analizamos el efecto de los PMNL o de sus medios 
condicionados (MC) sobre las CDs examinando: i) la capacidad de estimulación de linfocitos T 
(LT); ii) la expresión de moléculas de superficie; iii) la capacidad endocítica; y iv) la producción de 
citoquinas. Las CDs tratadas con los MC mostraron una menor capacidad aloestimuladora de LT 
(42 ± 14 %, n: 8, p< 0.05) comparadas con el control. Esta menor proliferación se correlacionó 
con una menor concentración de IFNg en los cultivos (781±3 pg/ml vs. 343±178 pg/ml, CDs vs. 
CDs tratadas, p<0.05). La incubación de las CDs con los PMNL disminuyó (11-46 %) la 
expresión de MHC-clase I y II, CD40, CD86, CD18 y CD54 y la capacidad endocítica de las 
CDs (51 %). La producción de TGFb, pero no IL-12, se vio aumentada tanto en su ARNm 
(74%) como en la proteína secretada (>100%). El rol de TGFb en la inhibición de la capacidad 
inmunoestimuladora fue confirmada bloqueando el efecto con un anticuerpo específico para esta 
citoquina. Estos resultados sugieren que los PMNL podrían modular la actividad de las CDs, 
induciendo una mayor producción de TGFb en las CDs.
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Deficiencia hereditaria de Factor I. Hallazgos inmunológicos en una familia.
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La deficiencia de factor I del complemento es una enfermedad autosómica recesiva caracterizada 
por una incontrolada activación de la vía alterna, con consumo de C3 y factor B y una mayor 
susceptibilidad a infecciones producidas principalmente por Haemophilus influenzae, Streptococcus
 pneumoniae y Neisseria meningitidis.
Describimos un paciente de 5 años de edad, con historia de infecciones:  otitis media aguda 
supuradas, celulitis en cara, 2 episodios de neumonía con derrame. Se interconsulta con nuestro 
servicio y se le realiza estudio inmunológico: Dosajes de IgG, IgA, IgM, subclases de IgG, C4, 
funcionalidad de Anticuerpos: normales; C3 disminuido, CH50 ligeramente disminuido, AH50 
ausente (en más de 1 determinación). Se estudiaron los factores involucrados en la vía alterna: 
Factor I y Factor B muy disminuidos, Properdina y Factor H normales. Se lo asume como 
deficiente de Factor I, con deficiencia secundaria de Factor B. Por la herencia de la enfermedad se
 estudio a la familia.
   
         C3     Factor I    Factor B    Factor H   Properdina     AH50     CH50
                    mg/dl    mg/l          mg/l         mg/l           mg/l            minutos  UH/50
Paciente          40         5           < 38          580              19                   A         160
Hermano        39         5           < 38           510              18                   A         115
Madre          113       20             270          510              19                   21        174
Padre            149       45            355           700              26                    8         194
VN           (90-150)  (34-70)  (229-394)  (329-557)   (18-40)          (7-12)   (180-280)
A:ausente
Comentarios: 
   1.-El hermano presenta resultados de laboratorio comparables con los del paciente. Sin síntomas
 clínicos.
   2.- En la madre se observan valores compatibles con heterocigosis, lo que no se constata en el 
padre.
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Un nuevo  método para detectar la infección con el virus de la hepatitis murina 

(MHV)
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El MHV es uno de los virus con mayor prevalencia en ratones de laboratorio, por lo cual se han 
elaborado varios kits comerciales para detectarlo; estos ensayos se basan principalmente en la 
presencia, en el suero de los animales infectados, de anticuerpos (Ab) dirigidos contra las proteínas
 virales.
En un trabajo previo demostramos que en los ratones infectados con MHV existen autoAb que 
reconocen la fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH) de hígado y riñón. Esta observación nos 
permitió desarrollar un nuevo método que consiste en medir, por medio de un 
enzimoinmunoensayo (ELISA), la reactividad de los Ab anti-FAH generados por la infección con 
MHV; hallamos que la FAH de hígado de rata, simplemente purificada por precipitación con 
etanol y sulfato de amonio,  puede ser utilizada como antígeno.
Los resultados del ELISA mostraron valores de densidad óptica significativamente mayores para 
los sueros de ratones infectados con el MHV con respecto a los controles, mientras que no se 
observó reactividad con muestras provenientes de ratones infectados con el virus elevador de la 
lactato deshidrogensa, el virus del tumor mamario o el virus de la leucemia murina. Por otro lado, 
se logró inmunizar ratones con la FAH de rata y así obtener sueros que  constituyen los controles 
positivos internos del ensayo.  
Este método no requiere el manipuleo del virus, puede llevarse a cabo en cualquier laboratorio 
medianamente equipado y es muy económico comparado con los existentes en el mercado.
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Identificación de regiones antigénicas del factor estimulante de colonias de 

granulocitos mediante la síntesis de péptidos en fase sólida
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El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una citoquina que estimula la 
proliferación y diferenciación de precursores neutrófilos. En un trabajo previo, caracterizamos dos 
anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-G-CSF y demostramos que el mAb 6E3 reconoce un 
epitope conformacional, mientras que el mAb 8C2 está dirigido principalmente contra un epitope 
secuencial. Con el propósito de estudiar la interacción del G-CSF con receptores de células de 
origen mieloide, investigamos el efecto de los mAbs sobre las propiedades biológicas y de unión 
de la citoquina. Sólo el mAb 6E3 inhibió la proliferación de células inducida por G-CSF y la unión 
del mismo a sus receptores. Por otro lado, el mAb 8C2 mostró un comportamiento no 
neutralizante y reconoció una zona expuesta en el complejo G-CSF:receptor. Para identificar los 
epitopes reconocidos por los mAbs, utilizamos un método de mapeo basado en la síntesis de 84 
octapéptidos superpuestos que representan la secuencia completa del G-CSF. La reactividad de 
los mAbs con cada uno de los péptidos obtenidos se analizó por enzimoinmunoensayo. Aunque 
esta metodología no permitió detectar el epitope 6E3, identificamos 3 regiones reconocidas por el 
mAb 8C2. Dos de estas regiones definen un epitope conformacional constituido por las secuencias
  39-52 y 155-164 del G-CSF. La tercer región (amino ácidos 115-124) representa un péptido 
homólogo al epitope 8C2 que no sería reconocida por el Ab en la estructura nativa del G-CSF.
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Moléculas proinflamatorias que estarían involucradas en la red de eventos 

mediados por CD44
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La unión CD44-ácido hialurónico nativo (AHn) participa en la locomoción leucocitaria y la unión a 
AH de bajo peso molecular (AHb) induce la síntesis de mediadores inflamatorios in vitro. En un 
modelo murino de inflamación inducida por zymosan evaluamos los eventos inflamatorios que 
estarían involucrados en los procesos mediados por CD44. Los leucocitos del exudado fueron 
evaluados a las 4, 12, 24, 48 y 72 h luego del estímulo. Se detectó un aumento del ARNm de 
CD44 (RT-PCR) con respecto a los controles (ratones inyectados con PBS) y de CD44 de 
superficie (FACS) a todos los tiempos. Los leucocitos se adhirieron a placas incubadas con AHn 
(índice de adhesión (IA) a las 4 h 0.66 ± 0.02, 72 h 0.68 ± 0.03) o AHb (4 h 0.66 ± 0.03, 72 h 
0.67 ± 0.03) y migraron hacia AH en cámaras de quimiotaxis (índice de migración (IM): AHn  4 h 
6 ± 0.08, 72 h 5.7 ± 0.1; AHb 4 h 5.8 ± 0.3, 72 h 5.6 ± 0.2). Ambos  efectos fueron inhibidos 
por anti-CD44 (4h y 72 h: IA AHn 0.31 ± 0.03, 0.39 ± 0.01; AHb 0.28 ± 0.01, 0.38 ± 0.02; 
MSI AHn 1.89 ± 0.2, 1.79 ± 0.1; AHb 4 h 2.1 ± 0.09, 72 h 2.08 ± 0.3, respectivamente). Se 
halló un aumento del ARNm de iNOS y de actividad de metaloproteasas (zymografía) con un 
máximo al principio del proceso, y niveles elevados de ARNm de IL-1 y TNF-alfa. La unión de 
CD44 a ambas formas de AH participaría en la locomoción de leucocitos. Los resultados 
muestran la evolución de mediadores de inflamación a lo largo del proceso  en forma paralela con 
la expresión de CD44.
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Mímica molecular de la interacción proteína-DNA por anticuerpos anti-idiotípicos.
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A partir de dos anticuerpos monoclonales (MAbs ED10 y ED84) anti-DNA, de alta afinidad y 
secuencia-específicos contra un oligo de 18 pb de bases del genoma de HPV (Site35), estudiamos
 fenómenos de mímica molecular en el reconocimiento específico proteína-DNA. Los anticuerpos 
anti-idiotípicos son una herramienta poderosa para la construcción de un modelo de mímica 
molecular. Hemos inmunizado conejos con ambos MAbs anti-DNA y hemos obtenido antisueros 
de alto título (1/24000). Hemos purificado los anticuerpos anti-idiotipicos policlonales e 
inmunizado ratones, obteniendo una respuesta anti-Site35 significativa aunque de bajo título. Por 
hibridización de esplenocitos de dichos animales con células de mieloma hemos obtenido 3 
hibridomas que reconocen específicamente a los Abs policlonales anti-idiotípicos. Estamos 
clonando estos hibridomas para evaluar el reconocimiento anti-DNA. En conclusión, hemos 
demostrado que es posible obtener una respuesta anti-DNA por inmunización xenogeneica con los
 miembros de la red idiotipo-antiidiotipo a partir de anticuerpos que exhiben especificidad de 
secuencia. El estudio molecular y estructural de los distintos miembros de esta red nos permitira 
analizar las bases moleculares de la mímica funcional obtenida.
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Detección de CD31 intracelular en linfocitos T.
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CD31/PECAM-1 es una molécula de 130 KDa perteneciente a la superfamilia de las 
Inmunoglobulinas. Se halla presente en plaquetas, leucocitos y células endoteliales. Además de 
poseer un rol en la migración de leucocitos, la molécula interviene en la activación celular. En 
trabajos previos, demostramos la existencia de CD31 intracelular y un mecanismo de 
exo-endocitosis en ciertas líneas tumorales. El objetivo del presente trabajo fue detectar 
reservorios intracelulares de CD31 en linfocitos T (LT). En primer lugar confirmamos que un 35 %
 de los LT expresan CD31 en la membrana (CD31m). Sin embargo, las marcaciones 
intracitoplasmáticas de la población total de LT demostraron la existencia de una única población 
de LT CD31+. La presencia de CD31 intracelular se confirmó separando (por `sorting´) las 
poblaciones CD3+ CD31m- y CD3+ CD31m+ (95 % de pureza) y realizando posteriormente un 
`Western Blot´ para CD31 sobre la población CD31m-. Además, la caracterización de la 
población CD31m- arrojó el siguiente resultado: CD4+ = 60 %, CD8+ = 21 %; CD45RA+ = 58 
%, CD45RO+ = 52 %. En tanto que la población CD31m+ es: CD4+ = 32 %, CD8+ = 46 %; 
CD45RA+ = 87 %, CD45RO+ = 15 %.
Estos resultados demuestran que los LT CD31m- presentan reservorios intracelulares de la 
molécula.
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La hiperosmolaridad como factor modulador de células dendríticas
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El aumento de la osmolaridad extracelular modifica la expresión de moléculas de adhesión e inhibe 
la fagocitosis en ciertas poblaciones leucocitarias. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las 
características fenotípicas y funcionales de las células dendríticas (CDs) en respuesta al aumento de
 la osmolaridad extracelular. 
Se utilizaron CDs derivadas de monocitos diferenciados en presencia de IL-4 y GM-CSF. En 
primer lugar, se examinó la capacidad de un medio hiperosmolar (460-580 mOsm, 30-150 min., 
37ºC) de inducir la desadhesión de las CDs previamente adheridas a proteínas de matriz 
extracelular. Entre un 11 ± 1 y un 27 ± 1 % (n=3) de las células se despegaron de la matriz en 
presencia de un medio hiperosmolar de 460 y 580 mOsm, respectivamente. Estos medios también 
disminuyeron la capacidad de captación de dextrán-FITC (30 ± 1%, n=2) y la expresión de 
moléculas MHC (35 ± 12 %, n=3). Además, estas células mostraron una menor capacidad de 
estimular la proliferación de linfocitos T alogénicos, comparada con las CDs presentes en un medio
 iso-osmolar (4700 ± 2300 vs. 9400 ± 4000, n=4, p<0.05). Ninguno de estos efectos fue debido 
a la inducción de apoptosis o necrosis (medido mediante la marcación con anexina V-FITC y por 
fragmentación de ADN).
Estos resultados sugieren que el aumento de la osmolaridad disminuye la capacidad de las CDs de 
endocitar antígenos y de estimular la proliferación de linfocitos T alogénicos.
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Los inhibidores de serino-proteasas aumentan la capacidad inmunoestimuladora 

de las células dendríticas.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar la acción de los inhibidores de serino proteasas sobre 
la fisiología de las células dendríticas (CDs). Se utilizaron CDs humanas generadas a partir de 
monocitos en presencia de IL-4 y GM-CSF. Estas células fueron incubadas con inhibidores de 
serino proteasas (aprotinina y leupeptina, 45 min., 37°C). Posteriormente, las células fueron 
lavadas y examinadas en su capacidad de inducir la proliferación de linfocitos T alogénicos. Las 
CDs tratadas con aprotinina (10 mg/ml) fueron mejores estimuladoras de la respuesta alogénica 
comparadas con las CDs control (6939 ± 1176 vs 10148 ± 1745, p<0.01, n = 17). También se 
observó un aumento al tratar a las CDs con leupeptina (32 ± 10 % de incremento, n = 12).  Este 
efecto no se debió a cambios en la expresión de moléculas co-estimulatorias (CD80 y CD86) o 
accesorias. Sin embargo, las CDs pretratadas con aprotinina, pero no las controles, producen y 
liberan IL-12 (5.3 ± 1.8 pg/ml, n = 4). El efecto de la aprotinina y la leupeptina sobre la capacidad
 inmunoproliferativa y la producción de IL-12 fue específico para las CDs inmaduras ya que no se 
observó en las CDs maduras o en los monocitos. Estos  resultados sugieren que los posibles 
inhibidores de serino proteasas fisiológicos estarían modulando la capacidad inmunogénica de las 
CDs inmaduras aumentando la producción de IL-12.
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Ensayos de linfoproliferación antígeno-específica como herramienta diagnóstica  

en alergias a proteínas de leche de vaca.
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Las alergias alimentarias se clasifican en inmediatas (AAI), mediadas por IgE y no inmediatas 
(AANI), mediadas por células. En este trabajo evaluamos si la metodología de proliferación celular
 frente a alergenos alimentarios es de utilidad en el diagnóstico de AANI a proteínas de leche de 
vaca. Realizamos experimentos de proliferación de linfocitos de sangre periférica  frente a 
antígenos de leche de vaca (a-lactalbúmina; b-lactoglobulina; caseína) en 15 niños clínicamente 
clasificados  como alérgicos a leche de vaca  y en 6 niños normales. Se clasificó a los pacientes de 
acuerdo al tiempo transcurrido desde el último contacto con la leche de vaca y se observó que el 
86% de los pacientes con contacto reciente (<4 meses) mostraron índices de proliferación (IP) 
positivos para el ensayo. Sólo un 25%  de los pacientes con contacto lejano (>4 meses) 
presentaron IP positivos. Ningún niño del grupo control presentó IP positivos. En los niveles de 
IgA e IgG específicas para b-lactoglobulina, encontramos que el 40% y el 20% de los pacientes 
mostraron niveles más elevados que los normales. En IgA e IgG específicas para a-lactalbúmina, 
observamos que un 20% de los pacientes,en ambos casos, mostraron niveles superiores a los 
normales.
La marcada diferencia observadas en el ensayo de linfoproliferación antígeno-específica entre la  
población alérgica y  la población normal nos permiten concluir que estos ensayos son una 
herramienta muy útil en el diagnóstico de laboratorio de las AANI.
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Bases moleculares de la respuesta inmunosupresora inducida por Galectina-1: 

implicancias en el modelo de melanoma B16 murino.
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Recientemente demostramos que galectina-1 (Gal-1) es uno de los principales factores 
inmunosupresores producidos por células de melanoma humano. En el presente trabajo nos 
propusimos: a) analizar las subpoblaciones linfocitarias sensibles a la apoptosis mediada por Gal-1,
 b) investigar las vías involucradas en la acción anti-inflamatoria de esta proteína, y c) estudiar la 
expresión y actividad inmunosupresora de Gal-1 en el contexto de melanoma murino (B16). 
Observamos una susceptibilidad selectiva a la  apoptosis mediada por Gal-1 en linfocitos T (CD4+
 y CD8+), utilizando cultivos de células mononucleares de sangre periférica, en presencia de 
estímulos mitogénicos y alogénicos. Este efecto inmunosupresor fue bloqueado al incorporar IL-2 
o ZVD-fmk (inhibidor de caspasas) al medio de cultivo sugiriendo un mecanismo dependiente de 
caspasas y reversible por IL-2. A los fines de extrapolar nuestros resultados a un modelo 
experimental murino in vivo, confirmamos la expresión de Gal-1 en melanoma B16 (mGal-1) 
mediante ensayos de Western blot y RT-PCR. Posteriormente, subclonamos el cDNA de mGal-1 
en su orientación antisentido (Lag-1/pcDNA6) y transfectamos con esta construcción células B16. 
Observamos disminución significativa de los niveles de mGal-1, respecto a la transfección con el 
vector control (pcDNA6). Las evidencias expuestas permiten generar nuevas herramientas para 
implementar estrategias de terapia génica antisentido in vivo que permitan modular la respuesta 
metastásica
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Efecto del benznidazol (BZL) sobre la expresión de la sintetasa inducible del óxido

 nítrico (NOSi) y el factor de necrosis tumoral alfa (FNT) en el hígado de ratones 

con endotoxemia experimental.
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Previamente demostramos que el BZL inhibe la expresión de la NOSi en macrófagos estimulados 
'in vitro' con lipopolisacárido (LPS) y en el hígado de ratones C57BL/6 inoculados con LPS, a las 
4 hs post-desafío (pd). Dado que los ratones también tienen menores niveles séricos de FNT a los 
90' pd, se investigó si el BZL modulaba la expresión de esta citoquina a nivel hepático (sitio 
relevante en sepsis). Ratones C57BL/6 (n=10) se inocularon con 200µg de LPS/ratón, vía ip. La 
mitad de ellos recibió BZL (LPS+BZL), vía oral, 18 y 2 hs antes del desafío con LPS (200 mg/kg 
peso). Se obtuvieron los hígados a los 90' y 4 hs pd para la extracción del ARN total y posterior  
RT-PCR. La semi-cuantificación de los mensajeros se realizó luego de una co-amplificación y 
normalización con un control interno de b-actina. La expresión del ARNm para la NOSi fue 
evidente a las 4 hs pd, hallándose inhibida en un 72% en los LPS+BZL. La expresión máxima del 
FNT se observó a los 90' pd y el análisis densitométrico reveló una disminución del 24 % en los 
LPS+BZL. Los niveles séricos de FNT fueron inferiores en el grupo LPS+BZL a los 90' pd, no 
mostrando diferencias a los 15 y 30' pd (media ± es pg/ml: 15', LPS 6.3 ± 4.8, LPS+BZL 16.5 ± 
7.0; 30', LPS 479.6 ± 139.6, LPS+BZL 470.7 ± 133.6). Si bien la regulación negativa del BZL 
en la producción del FNT podría encontrarse a nivel de la síntesis de novo de la proteína, en el 
hígado el mecanismo no estaría operando principalmente a nivel transcripcional.
Metabolismo I
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La osteogénesis embrionaria y la remodelación y reparación ósea en el adulto involucran a las 
MSC. Objetivos: cultivar MSC ovinas y evaluar, una vez sembradas en soportes óseos bovinos, 
su capacidad de reparar defectos producidos en el fémur de ovinos. Aspirados de MO se 
separaron en gradientes de densidad continua. La fracción rica en MSC se cultivó con DMEM + 
10 % SFB. La población de células fibroblastoideas se duplicó cada 15 h. Luego del tratamiento 
con inductores osteogénicos las MSC forman esferoides y sintetizan una matriz rica en calcio 
(coloración von Kossa). In vitro, las MSC se adhieren y sobreviven en soportes de hueso bovino.
Se realizó ostectomía > 2,1 cm (espacio crítico) en el fémur de 10 ovinos hembras de 2 años y 50 
kg. Las ovejas se randomizaron en tres grupos: A) ostectomía sin implante (n=2), B) ostectomía 
con soporte óseo (n=4) C) idem B + MSC autólogas sin inducción osteogénica (n=4). A todos se 
les practicó osteosíntesis con placa metálica. Las ovejas se controlaron con Rx cada 15 d durante 
6 meses.
El grupo A formó callo hipertrófico sin consolidación. El B mostró una intensa reacción perióstica 
que incluye al implante con persistencia de una brecha. El grupo C, que mostró una reacción 
perióstica menor, estableció un verdadero puente de consolidación entre los 3 y 4 meses post 
cirugía.
Concluimos que la colocación de un implante sembrado con MSC autólogas favorece el desarrollo
 del callo y la regeneración del defecto óseo provocado en ovinos.
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La Isoniazida (INH) se utiliza en el tratamiento de la tuberculosis y es una de las drogas que 
pueden precipitar ataques de Porfiria Aguda Intermitente (PAI). Hemos demostrado la actividad 
porfirinogénica de los anestesicos Enflurano e Isoflurano. Además, la INH induce el metabolismo 
del Enflurano en el hombre y en animales.

Se Investigó la acción del Enflurano e Isoflurano (1 ml/kg, i.p.) sobre el metabolismo del hemo y 
el sistema metabolizante de drogas en ratones a los que se les indujo una porfiria experimental con 
INH (75 mg/kg, i.p, 7 días).

La anestesia en animales tratados con INH causó una inducción similar (300%, p<0,05) en la 
actividad de 5-aminolevúlico sintetasa a la observada por INH sóla. El Enflurano produjo un 
aumento mayor en la actividad de Hemo oxigenasa (Hemo-ox) mientras que el Isoflurano anuló 
dicha  inducción. Ambos anestésicos inhibieron 50% (p<0,05) la actividad de Porfobilinógeno 
deaminasa,  enzima afectadas en la PAI. El sistema metabolizante de drogas se alteró 
drásticamente, con una mayor inducción en la actividad de P-4502E1 y de Glutation S-transferasa.
La combinación INH-anestesia produjo un nuevo modelo experimental de PAI. Como 
consecuencia de la inducción de la Hemo-ox y del P-450, el pool de hemo regulatorio disminuyó 
drásticamente. Los resultados obtenidos  serían consecuencia del aumento en el metabolismo de 
los anestésicos producidos por INH, reflejado por la inducción en la actividad de P-4502E1 
(mayor del 100%; p<0,05).
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El daño oxidativo por radicales libres es un mecanismo relevante en la patogénesis de la diabetes y 
de sus complicaciones vasculares. La rata eSS no obesa presenta diabetes tipo 2, con dislipemia y 
nefropatía incipiente a los 12 meses de edad. Con el objeto de estudiar el estrés oxidativo, factores
 antioxidantes y su correlación con parámetros metabólicos; se tomaron 12 ratas machos eSS y 10
 Wistar (W) controles. Después de un ayuno de 10 h, se extrajo sangre. En una fracción con 
EDTA al 5% se determinaron sustancias reactivas con ácido tiobarbitúrico (TBARS), superóxido 
dismutasa (SOD) y hemoglobina (Hb). En suero se cuantificaron antioxidantes totales (TAS), 
triglicéridos (Tg), glucosa (G) y fructosamina (FH2). Se encontraron niveles de TBARS(mmol/l) de
 11±1,8 en ratas eSS, significativamente mayores que en las ratas W(3,4±0,6), p<0,001; 
TAS(mmol/l) en eSS(0,48±0,03) fue menor que en W(0,82±0,05), p<0,001 y SOD(U/g Hb) no 
presentó diferencias significativas (eSS: 2060±100 vs. W: 2111±83). Se encontró en las eSS, 
hipertrigliceridemia, hiperglucemia e incrementada FH2; además de elevada correlación entre 
TBARS y FH2 , TBARS y G; (r:0,91; p<0,001) y alta correlación negativa entre TBARS y TAS 
(r:0,94; p<0,001), FH2 y TAS (r:0,92; p<0,001). No hubo correlación con los Tg y ni con SOD. 
Aumento de la peroxidación lipídica y su elevada correlación con la hiperglucemia, asociados al 
defecto en la protección antioxidante, son compatibles al comportamiento hallado en diabetes 
humana
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La diferenciación del tejido mamario in vivo, requiere de la interacción bidireccional con el estroma
 adiposo adyacente. In vitro, encontramos que el medio condicionado (MCD) de las células 
epiteliales mamarias (NMuMG) inhibía la acumulación de triglicéridos (Tg) en los preadipocitos 
3T3-L1 en forma dependiente de la dosis. Nuevos ensayos demostraron que otras muestras, 
también de origen mamario, regulaban la acumulación lipídica en forma similar: homogeneizados 
celulares de NMuMG (1,5 ± 0,1 ug Tg/ug ADN), medio condicionado de la línea celular 
HBL-100 (3,4 ± 0,2 ug Tg/ug ADN), homogeneizados de HBL-100 (5,7 ± 0,3 ug Tg/ug ADN), 
homogeneizados de acinos mamarios (6,9 ± 0,5 ug Tg/ug ADN) y de mama completa (3,2 ± 0,2 
ug Tg/ug ADN) de ratas preñadas, comparados con el control positivo de diferenciación (MDI) 
(18,4 ± 0,4 ug Tg/ug ADN). La expresión de marcadores de diferenciación de los 3T3-L1 (LPL y
 GPDH) y su actividad enzimática decrecen consecuentemente. La purificación parcial de proteínas
 del MCD de NMuMG permitió detectar fracciones inhibitorias de alto peso molecular: A (5,9 ± 
0,6 ug Tg/ug ADN) y B (9,3 ± 1,7 ug Tg/ug ADN) contra MDI (12,8 ± 2,1 ug Tg/ug ADN). 
Estos factores proteicos, secretados por las células no diferenciadas NMuMG, podrían ser los 
mismos que provienen de glándulas mamarias diferenciadas de ratas, encontrándose una 
correlación entre los sistmas in vitro e in vivo que explicaría la regulación de la acumulación 
adiposa en el estroma glandular.
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El mayor riesgo aterogénico de LDL densa se sumaría al aumento de LDL en la posmenopausia 
(PM). Nuestro objetivo fue determinar LDL densa en mujeres PM y premenopáusiacas (preM) y 
relacionarla con parámetros antropométricos y bioquímicos. Se obtuvo suero en ayunas de 18 PM
 (46 a 60 años) y 15 preM (23 a 36 años), sin tratamiento hormonal o hipolipemiante, se 
determinó colesterol-LDL, triglicéridos y apoB. Se aisló LDLtotal (d=1020-1063g/ml) y LDLd 
(1048-1063g/ml) determinándose la proporción de LDLd con respecto a LDLtotal. En plasma 
postheparínico, lipasa hepática (LH) fue PM vs PreM: 16.1±1.9 vs 12.3±1.1µmolFFA/ml.h, 
media±ES, p=0.05. PM presentaron mayor proporción de LDLd, 24.0±1.8 que preM: 
19.4±1,0%, p<0.05. El incremento en LDLd se asoció con: aumento en la edad (r=0.47, p<0.01),
 índice de masa corporal (25±0.7 vs 21.3±0.5 kg/m2, p< 0.01) r=0.51, p<0.01, distribución 
abdominal de grasa expresado como cintura/cadera (0.81±0.016 vs 0.76±0.011) r=0.37, p<0.05,
 LH r=0.48, p<0.02 y TG ( 132.4±12.9 vs 72.9±6.5 mg/dl ) r=0.45 p<0.05. No correlacionó 
con colesterol-LDL, apoB ni su cociente. El aumento de LDLd en PM se asoció con mayor grado
 de obesidad, su localización abdominal y la actividad de LH que interviene en el catabolismo de 
IDL a LDL.
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La vitamina E (Vit E) es transportada por las lipoproteínas, a las cuales protege de la oxidación. Su
 distribución entre ellas es controvertida, discrepancia que podría deberse a la forma de expresión 
de los resultados. En este trabajo, evaluamos el contenido de Vit E en lipoproteínas aisladas del 
plasma de 30 hombres (23±3 años) por ultracentrifugación secuencial y comparamos diferentes 
formas de expresión. En cada fracción, se midió el contenido de Vit E por HPLC y la composición
 lipídica y proteica, empleando métodos estandarizados. Los resultados fueron expresados de 
distintas formas (Media±DE) en VLDL; IDL+LDL; y HDL; respectivamente: Vit E (mg/dl 
plasma): 0,10±0,04; 0,44±0,11 a; 0,31±0,13 ab. Vit E (%): 12; 52 a; 36 ac. Vit E/proteínas 
(10-2): 1,2±0,8; 1,0±0,04; 0,3±0,2 ac. Vit E molar/masa lipoproteica molar: 53±31; 12±4 a; 
10±4 a (a p <0,0001 vs VLDL; b p <0,001 vs IDL+LDL; c p <0,0001 vs IDL+LDL). Los 
resultados varían significativamente de acuerdo a su forma de expresión. Por ejemplo, al evaluar la 
concentración plasmática y el porcentaje de Vit E, la fracción IDL+LDL tendría el mayor 
contenido. Al evaluar el cociente Vit E/proteínas, ampliamente utilizado, no se observan diferencias
 entre IDL+LDL y VLDL, mostrando las HDL el menor valor; y al evaluar la relación molar Vit 
E/masa lipoproteica, la VLDL sería la lipoproteína más rica en Vit E. En resumen, la forma de 
expresión de los resultados condiciona su interpretación con fines experimentales o clínicos.
Neurociencias IV
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OBJETIVOS: La Clozapina (Cz) es un antipsicótico con potente acción antiserotonérgica y  débil 
antagonismo dopaminérgico ; el tratamiento agudo no produce hiperprolactinemia ; su actividad 
prolongada sobre la prolactina (PRL) no ha sido aún completamente investigada. METODO: Se 
estudió un grupo de 10 pacientes (5 varones y 5 mujeres ; edad promedio: 44.10 +/- 10.30) con 
diagnóstico de esquizofrenia (criterio DSM IV), tratados con Cz durante un lapso de seguimiento 
de 48 semanas (sem). Se realizaron determinaciones seriadas de prolactina (PRL), por el método 
ELISA, cada 6 semanas en ayunas y reposo, hasta un total de ocho dosajes por paciente ; los 
valores obtenidos se compararon a un grupo control (GC), formado por 22 pacientes (11 varones 
y 11 mujeres ; edad promedio: 52.05 +/- 9.07) normales. El rango de dosis usado fue de entre 
100 y 400 mg/día . Se utilizaron las pruebas de ANOVA no paramétrica de Kruskall - Wallis y de
 la U de Man Whithey.
RESULTADOS: Los valores promedio de PRL del GC (9.05 +/- 4.04 ng/ml) resultaron 
estadísticamente similares al grupo tratado. (H = 5.75 ; p = 0.68) ; sem. 6 (11.56 +/- 5.91), sem. 
24 (12.45 +/- 7.84), sem. 48 (8.40 +/- 2.72). Las edades no alcanzaron a ser estadisticamente 
diferentes entre el GC y el tratado con Cz (U = 62.00 ;    p = 0.051).
CONCLUSIONES:  Estos resultados muestran que durante el tratamiento prolongado con Cz los 
niveles séricos de PRL persisten invariables en tanto se mantiene la actividad terapeutica. 
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En trabajos previos hemos demostrado que la melatonina es capaz de reaccionar con óxido nítrico 
(NO) dando un producto estable la N-nitrosomelatonina. Otros autores han demostrado que la 
melatonina inhibe la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) en el sistema nervioso 
central de la rata, posiblemente a través de su interacción con calmodulina. El objetivo de este 
trabajo fue estudiar el efecto de la melatonina sobre el sistema nitrérgico retiniano. Cuando las 
retinas se preincubaron con melatonina (1pM - 10nM), luego se homogeneizaron y se determinó la
 actividad de NOS, la melatonina inhibió significativamente esta actividad enzimática en las 
concentraciones examinadas. En cambio, cuando se examinó el efecto de la melatonina en 
homogenatos retinianos, no se observaron diferencias en este parámetro, aunque la trifluoperazina, 
un antagonista de calmodulina, lo inhibió significativamente. Asimismo, la melatonina disminuyó 
significativamente el influjo de arginina en fracciones sinaptosomales de retinas de hámster en 
concentraciones de 10nM y 100pM. El efecto de la melatonina tanto sobre la NOS como sobre el
 influjo de arginina involucró una disminución en la Vmax de cada uno de estos parámetros sin 
modificar la afinidad. La melatonina disminuyó significativamente la acumulación de GMPc inducida
 por arginina y por nitroprusiato de sodio. En suma, estos resultados indican que la melatonina 
podría ser un potente inhibidor del sistema nitrérgico retiniano.
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El D-aspartato (D-Asp) está presente en SNC y glándulas endócrinas. Se investigó el efecto del 
D-Asp sobre la liberación de GABA, dopamina, LHRH, oxitocina, y alfa-MSH desde fragmentos 
hipotalámicos (FH) y desde el lóbulo neurointermedio (LNI) de la hipófisis de ratas machos. El 
D-Asp (1mM) aumentó la liberación de GABA desde FH (C:1.77±0.41 nmol/mg 
proteína;D-Asp:3.44±0.49;p<0.05). Este efecto no se observó en presencia de AP-5 (0.1 mM) 
(antagonista de receptores NMDA) y de NAME (0.5 mM) (un inhibidor de la óxido nítrico 
sintasa). Por otro lado el D-Asp (1 mM) disminuyó la liberación de dopamina (C:2.65±0.22 ng/mg
 proteína;D-Asp:1.72±0.22;p<0.05) y aumentó la liberación de LHRH (C:5.43±0.34 pg/mg 
proteína;D-Asp:11.25±2.82;p<0.05), ocitocina (C:18.47±3.24 pg/mg 
proteína;D-Asp:37.34±4.91;p<0.05) y alfa-MSH (C:47.25±4.50 pg/mg 
proteína;D-Asp:57.00±1.50;p<0.05). Estos efectos no se observaron en presencia de AP-5. En el
 LNI, el D-Asp (1 mM) inhibió la liberación de GABA (C:1.13±0.12 nmol/mg 
proteína;D-Asp:0.70±0.06;p<0.01), de ocitocina (C:19.47±2.84 ng/mg 
proteína;D-Asp:8.67±1.66;p<0.01) y de alfa-MSH (C:0.45±0.026 ug/mg 
proteína;D-Asp:0.23±0.02;p<0.001) mientras que no tuvo efecto sobre la liberación de dopamina.
Nuestros resultados indican que el D-Asp modifica la liberación de neurotransmisores y 
neuropéptidos que juegan un papel importante en la regulación de la secreción hipofisaria. Sus 
efectos a nivel hipotalámico podrían deberse a la activación de receptores NMDA.
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En virtud a la presencia de sitios receptores para ETs en neuronas catecolaminérgicas 
hipotalámicas, el objetivo del presente trabajo fue determinar los efectos de ET-1 y 3 sobre la 
liberación neuronal de NA, así como también, los receptores y vías intracelulares involucradas en 
el hipotálamo  posterior de ratas Sprague-Dawley macho (250-300g). Los estudios de liberación 
de NA se realizaron según Vatta y col.(Regul.Pept.65,175,1996).
Anteriormente, demostramos que la ET-1 y 3 (10nM) aumentan la liberación neuronal de NA en el
 hipotálamo posterior. El efecto producido por ET-1 se inhibió en presencia de los antagonistas de 
los receptores ETA y ETB, BQ-610 (100nM) y BQ-788 (100nM), respectivamente; 
contrariamente, la respuesta inducida por ET-3 no se bloqueó por ninguno de los inhibidores 
(BQ-610, 0.81±0.04 vs BQ-610+ET-1, 0.83±0.07 y BQ-610+ET-3, 1.19±0.02*; BQ-788, 
0.9±0.03 vs BQ-788+ET-1, 0.91±0.05 y BQ-788+ET-3, 1.15±0.06*). El H-89 10uM, un 
bloqueante de la PKA, inhibió el efecto evocado por la ET-1 pero no por la ET-3 (H-89, 
0.91±0.03 vs H-89+ET-1, 0.97±0.05 y H-89+ET-3, 1.02±0.04*). * p<0.05 (ANOVA y 't' test 
modificado por Bonferroni); n=5-9.
En base a los datos obtenidos se puede concluir que ambas ETs actúan como péptidos 
moduladores de la transmisión noradrenérgica en el hipotálamo posterior, mediados por la 
activación de distintos receptores. Nuestros resultados sugieren que el efecto de ET-3 esta 
mediado por un receptor no ETA no ETB o un tercer tipo de receptor.
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En trabajos previos demostramos que el ANF (Factor Natriurético Atrial) y el CNP inhiben la 
liberación neuronal de NA; ambos se comportan como bloqueantes de canales de Ca2+ y el ANF
 tiene efecto simil-abridor de canales de K+. Objetivo: comprobar si el CNP 10nM actúa sobre 
canales neuronales de K+. Se estudió su efecto sobre la liberación de 3H-NA en presencia de  
bloqueantes de los canales de K+ ATP sensitivos (Glibenclamida 10mM, Gli), voltaje sensitivos 
(Dendrotoxina 100nM, DTX;  MCD 100nM) y activados por Ca2+ (Iberiotoxina 100nM, IBT). 
Los experimentos se realizaron en hipotálamo de ratas Sprague Dawley  según Vatta y col (Regul. 
Pept 65, 175, 1996).  Resultados: fracción liberada ± ES (n: 6-12); * , #, f p<0.05 vs control, 
CNP y DMS+CNP, DMS, respectivamente (ANOVA-Tukey). Control 0.77±0.04, DMS 
0.83±0.07, CNP 0.65±0.03*, DMS+CNP 0.65±0.05f, GLI 0.75±0.07, DTX 0.83±0.07#, 
MCD 0.80±0.04, IBT 1.01±0.09*, GLI+CNP 0.80±0.08, DTX+CNP 0.65±0.09,  MCD+CNP
 0.72±0.02, IBT+CNP 0.82±0.06#.
Conclusión: El CNP se comporta como un abridor de canales de K+ Ca2+ sensitivos, en el 
proceso de liberación  de NA, al revertir el efecto del bloqueante específico, sin alterar los canales 
 ATP y voltaje dependientes.
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El factor de crecimiento insulínico (IGF-1) tiene acción neurotrófica sobre la médula espinal. 
Nuestro objetivo fue evaluar la presencia de éste péptido en la región lumbar, donde se localizan 
núcleos motores específicos que son alterados por una diabetes experimental. Los animales 
diabéticos (machos Sprague-Dawley) fueron generados por inyección vía vena femoral con 
estreptozotocina (60mg/kg peso corporal) y sacrificados luego de 13 ó 22 días junto con sus 
controles (n=6/grupo). Los tejidos fueron procesados para inmunohistoquímica. Los estudios 
sobre secciones coronales se realizaron con un anticuerpo policlonal (IGF-1, Peninsula-dil:1/750). 
Los animales con 22 días de diabetes, presentaron una reducción del 30% en la densidad óptica 
sobre láminas IV y V respecto a sus controles (p<0.05), sin modificarse la expresión a nivel 
celular. El área comprendida por el total de las células de dicha región, mostró asimismo una 
disminución del 56% (p<0.001). El tamaño celular promedio fue 1,97±0,1um2 con 28±2 
células/asta en diabéticos vs. 2,84±0,1 um2 y 45±2 células/asta en controles. La región dorso 
medial  presentó también una reducción del 52% del área inmunorreactiva fibrosa vs. control. No 
se observaron cambios en animales con 13 días de diabetes. Estos resultados sugieren una relación
 temporal entre la expresión de IGF-1 en la médula lumbar y alteraciones en la respuesta muscular 
en desordenes neurodegenerativos como la diabetes. (PIP0819/98 y TM12-UBA)
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espinal lumbar.
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El sistema GABAérgico ha sido asociado con la regulación del comportamiento sexual masculino. 
La infusión de baclofén induce reducción en la respuesta eréctil. Dado que fibras GABAérgicas se 
proyectan desde el hipotálamo hacia la médula espinal lumbar donde se encuentran las 
motoneuronas involucradas en la erección peneana y que el envejecimiento se acompaña de un 
declive en la actividad sexual, nuestro objetivo fue estudiar la evolución con la edad de los 
receptores GABA-B, en la médula espinal lumbar de ratas macho. Ratas Sprague-Dawley de 10 y
 21 días, 3, 9 y 20 meses, fueron sacrificadas por decapitación (n=5/grupo). Secciones coronales 
de médula espinal lumbar 5-6 se incubaron con 3H-Baclofén 10nM ± GABA 10uM para la unión 
inespecífica. La lámina X mostró reducción significativa en la unión específica de baclofén en un 
30% (p<0,05) en animales de 21 días respecto a los de 10 días, con disminución progresiva en 
animales de mayor edad. Sin embargo en las láminas II-III los cambios aparecieron luego de los 3 
meses de edad (3 meses: 44.1±7.9 fmol/mg tej. húm. vs. 9 meses: 30.3±3.1 fmol/mg tej. húm.). El 
análisis en asta ventral mostró unión específica sólo en animales de 10 días (20.0 fmol/mg th). 
Estos resultados indican un proceso de maduración del sistema receptor en la médula espinal 
lumbar con variación específica de acuerdo con la lámina estudiada. Estos cambios podrian 
relacionarse directamente con el declive de la actividad sexual con la edad (PIP0819/98 y 
TM12-UBA).
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La diabetes se asocia a disturbios cognitivos y riesgo de enfermedades cerebrovasculares. 
Previamente, describimos en un modelo genético de diabetes tipo I (el ratón NOD) astrogliosis del
 hipocampo en los estadíos prediabético y diabético. El objetivo del presente trabajo fue investigar 
la reactividad de astrocitos y función neuronal en ratones C57Bl/6 controles o tratados con una 
única dosis de 200 mg/kg de STZ 4 semanas antes del sacrificio. Los ratones diabéticos por STZ 
mostraron aumento del número de astrocitos inmunoreactivos/area para la proteína acida fibrilar de
 la glia (GFAP) (control(C):25.7±1.2; STZ:45.0±1.8, p<0.0001), determinada por análisis 
computarizado en el stratum radiatum del hipocampo. Se estudiaron parámetros relacionados con 
la activación neuronal del hipocampo (inmunoreactividad para Fos) y la via de estrés oxidativo 
(histoquímica para NADPH-diaforasa, oxido nítrico sintetasa). En las neuronas del area CA3, el 
número de núcleos Fos positivos fue significativamente mayor en los diabéticos (C:6.5±1.5; 
STZ:11.0±1.1 p<0.005) así como la intensidad de reacción para NADPH-diaforasa 
(C:0.04±0.009; STZ:0.1±0.01 p<0.005). Estos cambios neuronales podrían estar ligados a la 
astrogliosis en el modelo de diabetes farmacológica. Por consiguiente, el hipocampo aparece como
 un blanco potencial del impacto de la diabetes sobre el sistema nervioso central, con cambios 
similares a la senilidad y enfermedades neurodegenerativas (Subsidiado por UBA, Roemmers, 
CONICET).
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Trabajos previos demostraron en medula espinal la presencia del receptor de PROG (PR) por 
inmunohistoquimica y efectos neuroprotectores de PROG luego de la TRX de la medula espinal. 
En este trabajo estudiamos el ARNm del PR por RT-PCR y la regulación del ARNm de la 
subunidades a3 y b1 de la Na,K-ATPasa luego de TRX. Esta enzima neuronal se relaciona con la 
captación de nutrientes, neurotransmisión y mantenimiento del potencial de membrana. Para 
RT-PCR se emplearon primers 5' EPR1 1557 U28 y 3' BPR1908L29 que hibridizan con el 
dominio del PR de unión al ADN y reconocen a ambas isoformas A y B del PR. Luego de 30 
ciclos se generó un fragmento de 380 pb que migró como el ADNc de útero en geles de agarosa; 
la relación medula espinal/útero fue 0.21. El PR de medula espinal es constitutivo ya que no se 
induce por estradiol. Respecto del ARNm de la Na,K-ATPasa determinado por hibridización in 
situ, la alta expresión para subunidad a3 en controles (450 ± 48 granos/celula) disminuyó por TRX
 (224 ± 29, p<0.01), efecto revertido por PROG (TRX+PROG 425 ± 11, p<0.01 vs. TRX). 
Idéntico efecto se obtuvo para la subunidad b1. La presencia de PR demostrada por RT-PCR e 
inmunohistoquimica sugiere que parte de los efectos de PROG sobre parámetros de 
neuroprotección y regeneración neuronal post-injuria a la medula espinal serian debidos a un 
mecanismo transcripcional clásico mediado por PR (Subsidiado por UBA, Beca Carrillo-Oñativia 
y ECOS-SEPCYT).
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Se compararon los efectos de nicotina (NI) y cotinina (CO) sobre el movimiento espontáneo de 
roedores a fin de determinar si la cotinina, principal metabolito de la NI, tiene relación con el 
síndrome de abstinencia que se manifiesta al cesar de fumar tabaco. 
Ratas Sprague Dawley machos adultos (n=40) fueron divididas en 5 grupos de 8 ratas c/u y 
recibieron una dieta convencional y condiciones de bioterio según normas OECD. Las dosis 
administradas fueron: NI: 10 (NI 10) y 5 (NI 5) mg/kg/día; CO: 8 (CO 8) y 4 (CO 4) mg/kg/día. 
La NI y CO se suministraron en el agua de bebida durante 4 meses, mientras que el grupo control 
(C)  recibió agua de red en el mismo período. Se midió la actividad motora  en un equipo 
OPTO-VARIMEX al final del tratamiento, luego de privar a los animales de ambas drogas durante
 24 horas. 
Los grupos experimentales mostraron diferencias significativas en los siguientes parámetros: 
distancia recorrida (NI 10 vs C,)*; tiempo de descanso (NI 10 vs C)**, (NI 10 vs CO 8 y CO 
4)*; movimientos estereotipados naturales (NI 10 vs C)*; conteo vertical múltiple (NI 10 vs C)*. 
En el resto de los movimientos testeados no hubo diferencias significaticas entre  los grupos 
estudiados. Los test estadísticos aplicados fueron ANOVA/Tukey-Kramer y Kruskal-Wallis/Dunn
 según corresponda. 
La privación de NI y CO durante 24 horas, después de un tratamiento a largo plazo de 4 meses, 
afecta diferencialmente el comportamiento motor de los roedores. 
*p<0,05    **p<0,01
Oncología IV
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Desarrollamos esferoides de las líneas neoplásicas murinas LM3 y LM05-E (mama) y B16 
(melanoma) para simular el crecimiento tridimensional de tumores prevascularizados. En este 
trabajo comparamos la sensibilidad al tratamiento y el efecto bystander del sistema timidina kinasa 
del virus herpes simplex (HSV-TK)/ganciclovir (GCV) sobre cultivos en monocapa y esferoides. 
Células transfectadas en monocapa con lipoplexes conteniendo el gen HSV-TK o B-galactosidasa
 (B-gal), fueron sembradas en monocapa o sobre agar 1% (esferoides) y cultivadas con distintas 
dosis de GCV durante 5 días. Para todas las líneas la IC50 en monocapa o esferoides fue 
significativamente inferior (p<0.01) para las células TK+ con respecto al control B-gal+. Los 
esferoides fueron menos sensibles al GCV que las monocapas: 10 veces para LM05-E (p<0.01) y
 B16 y 5 veces para LM3. Al mezclar proporciones variables de células TK+ y B-gal+, los 
esferoides presentaron menor efecto bystander. Por otro lado, la incubación de esferoides con 
bromodeoxiuridina (análogo del GCV) demostró por inmunocitoquímica que los nucleósidos 
penetran hasta el centro de los mismos. Además, la incorporación de 3H-timidina mostró una 
proliferación celular significativamente menor en esferoides que en monocapa. Concluimos que los 
cultivos serían más sensibles al sistema HSV-TK/GCV y presentarían un mayor efecto bystander 
en monocapa que en esferoides debido a la baja tasa de duplicación en tres dimensiones.
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Caracterización de una línea celular de adenocarcinoma mamario murino 

compuesta por células epiteliales y mioepiteliales.
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El rol de las células mioepiteliales en los tumores mamarios es aún controvertido. Anteriormente 
obtuvimos la línea de adenocarcinoma mamario murino LM38-RB compuesta por islotes de 
células epiteliales rodeados por células grandes y fusiformes, que origina un tumor papilífero 
metastásico en pulmón y ganglio. Por sucesivos pasajes in vitro surgió la sublínea LM38-RA de 
células pequeñas que origina tumores sólidos con menor capacidad metastásica pulmonar y 
ausencia de metástasis ganglionares. Nos proponemos determinar la presencia de células 
mioepiteliales en LM38-RB y -RA y su relación con el comportamiento del tumor in vivo. Para ello
 analizamos por inmunohistoquímica la expresión del marcador característico de mioepitelio 
alfa-actina de músculo liso (a-SMA). In vitro las células fusiformes de LM38-RB mostraron tinción
 citoplasmática fibrilar, mientras que las epiteliales fueron negativas. Los tumores y las metástasis 
ganglionares de M38 (parental) y LM38-RB fueron positivos en el parénquima y estroma tumoral. 
En el cultivo LM38-RA hubo escasas células mioepiteliales y en el tumor la tinción fue negativa 
para a-SMA. En experimentos de tumorigenicidad, al inocular 50000 células s.c., 10/10 ratones 
desarrollaron tumor LM38-RB y sólo 3/10 tumor LM38-RA. Concluimos que LM38-RB 
presenta una subpoblación de células mioepiteliales cuya presencia se asocia con tumores de 
histología papilar, alta tumorigenicidad y alta capacidad metastásica pulmonar y ganglionar.
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Los macrófagos (Mfs) desempeñan una función importante en el desarrollo tumoral. Estudiamos el 
papel modulador de los Mfs en la actividad angiogénica de células tumorales LMM3 y la 
participación de las vías de la óxido nítrico sintasa (NOS), arginasa y ciclooxigenasa (COX) en 
dicha respuesta. Metodología: a) Actividad angiogénica evaluada con el ensayo TIA (N° de 
vasos/mm2). b) Niveles de NO  con el reactivo de Griess (uM/106 cel.). c) Actividad de arginasa 
como producción de urea (uM/106 cel.) d) Expresión de las isoformas de la NOS en células 
LMM3 y en Mfs  por Western blot. e) Determinación de los niveles de prostaglandina E2 (PGE2 )
 por RIA (pmol.106 cél). Resultados: Los Mf de ratones normales (MfsN) y de  portadores de 
tumor LMM3 s.c. (MfsT) no inducen respuesta angiogénica. La respuesta vascular de células 
LMM3  (2,91±0,38)  aumenta al coinocularlas con MfsT (5,01±0,50).   Los MfsT producen 
menos  NO (89,9±10,1) que los MfN (126±11) y poseen una menor expresión de iNOS y 
nNOS; tienen mayor actividad arginasa (MfsT: 419±18 vs. MfsN: 74,4±6,5) y producen menos 
PGE2 (MfsT: 28,25 vs MfsN: 424,65). La angiogénesis inducida por LMM3 con MfsT tratados 
con inhibidores de COX (indometacina y NS-398), con inhibidores de NOS (L-NAME y 
aminoguanidina) o valina (interfiere la vía  arginasa) se redujo significativamente 
(p<0.001).Conclusión: Los MfsT, que tienen alta actividad arginasa y baja actividad NOS y COX 
favorecerían la progresión tumoral.
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La catepsina B (CB) es una cisteino-proteasa lisosomal asociada al proceso de invasión tumoral. 
Se han descripto dos formas de CB activa una monocatenaria de 33 kDa y otra bicatenaria cuya 
cadena pesada es de 27-29 kDa según el grado de glicosilación.  Anteriormente demostramos que
 la CB se encuentra aumentada en la orina de pacientes con carcinoma transicional de vejiga 
(CTV). En este trabajo estudiamos la expresión de CB en tumores de vejiga.
Materiales y métodos: Se determinó la expresión de CB por la técnica de Western blot con 
anticuerpo específico para CB humana, en homogenatos de 22 tumores CTV. Según el grado de 
diferenciación histológica, 12 fueron de bajo grado (GI-GII) y 10 de alto grado (GIII-GIV), y 
según el status de invasión 10 fueron superficiales (pTa-pT1), 10 invasores (pT2-pT4) y dos sin 
especificar. Los resultados se expresan en ug CB/mg de proteína como mediana y rango.
Resultados: Los tumores expresan una banda de 33 kDa y una banda de 27-29 kDa.  Esta última 
se encuentra significativamente aumentada en tumores invasores (5,9 ug/mg, rango 1,6-8,9) 
respecto de los superficiales (2,4 ug/mg, rango 0,00-7,0) (p=0.008 por Kruskal-Wallis). No 
encontramos diferencia significativa respecto del grado de diferenciación histológica.
Conclusión: Nuestros resultados indicarían que la CB bicatenaria se encuentra asociada al proceso
 de invasión tumoral.
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La terapia fotodinámica (TFD) se basa en la citotoxicidad producida por un fotosensibilizador (FS)
 captado por el tumor, que en presencia de luz origina oxígeno singlete (1O2) y otras especies 
reactivas de oxígeno. Presentamos la respuesta del tumor  mamario murino LM3 a tratamientos 
repetidos de TFD con TMPyP, inyectada intratumor. Tumores intradérmicos (diámetro: 2mm) en 
piel depilada de ratones machos BALB/c, recibieron 10mg de TMPyP en 0,1 ml de solución 
fisiológica (SF) intratumor. A la hora, bajo anestesia general, los tumores se irradiaron durante 45´ 
por vía transcutánea (total: 280 J/cm2) con una lámpara de 35 W y reflector dicroico, filtro 
excitador azul-rojo (lmax: 419, 461 y 669 nm) y filtro anticalórico. La luz se guió por una varilla de
 cuarzo de 10mm de diámetro, apoyada sobre el área tumoral impregnada con glicerol para 
atenuar la dispersión de la luz. El tratamiento se repitió a días 2, 4 y 6. El diámetro tumoral 
(Xmm±DS), medido diariamente, de controles (C; inoculados con TMPyP pero no irradiados, 
n=15) vs TFD (n=17) fue: día 0: 2,13±0,46 vs 2,02±0,42 y día 9: 4.00±0.68 vs 0.20±0.31, 
p<0.0001. La TFD produjo regresión total en 15/17 tumores (duración: (Md) 3,5 días, rango: 
1->42) y parcial en 2/17. Los tumores al día 37 midieron: C: 10.98±2.31 vs TFD: 6.31±3.39 
p<0.0001. No hubo diferencias entre controles no tratados, luz sola, SF, y droga sola + anestesia. 
Estos resultados indican el alto potencial de la TFD repetida usando FS de segunda generación.
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Algunas evidencias sugieren un retardo del crecimiento tumoral por el estado hipotiroideo.
Investigamos la influencia del status tiroideo en el crecimiento y formación de las metástasis 
pulmonares espontáneas y experimentales de la línea de adenocarcinoma mamario murino LM3.
Hembras BALB/c fueron inoculadas diariamente desde el día -28 hasta el sacrificio o muerte, con 
Sol Fisiológica (Controles (C) n=11); más Propil-Tio-Uracilo, PTU 0,05% en bebida desde el día 
-14 (Hipotiroideo (Hipo) n=10), o con 40 µg/ratón de T4 (Hipertiroideo (Hiper) n=9).
Al día cero recibieron 3x106 células LM3 en el flanco subcutáneo (sc) o endovenosamente.
No hubo diferencias en latencia ni en sobrevida. El peso tumoral sc al morir (mediana (rango) fue: 
C: 5.56g (2,77-11,88), Hipo: 3,68 (1,46-6,32), Hiper: 8,45 (6,92-13,52) (p<0.05 , <0.005 y 
<0.0001) (Mann-Whitney test).  Al día 38, previo a la primera muerte, los diámetros tumorales sc 
eran: C: 12,8mm (9,7-18,78), Hipo: 10,56 (7,9-13,16) e Hiper: 16,78 (9,7-21,05) (p<0.05, 
<0.05 y <0.005).
El número de metástasis pulmonares ´espontáneas´ fue: C: 58 (27-95), Hipo: 129 (12-176), Hiper:
 14 (1-67) (p<0.005, <0.005 y <0.001) y el de ´experimentales´ fue: C: 134 (12-186), Hipo: 203 
(143-279), e Hiper: 53 (18-74) (p<0.05, <0.005 y <0.0005). El tamaño de ambos tipos de 
metástasis fue menor en Hiper (P=0.0002  Chi2)
Estos resultados demuestran una correlación inversa entre crecimiento sc y formación de 
metástasis pulmonares en Hipo e Hipertiroidismo.
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Dado la hiperplasia de mastocitos (MC) y su rol contradictorio en tumores de distinto histotipo, 
estudiamos su efecto en la invasividad de dos líneas tumorales (LT) derivadas del mismo tumor 
primario: F3II y LM3, con alta y baja invasividad in situ respectivamente.
Metodología: la adhesión a plástico se cuantificó a 60´en medio condicionado (Mco) de MC. La 
migración e invasión se evaluó en cámaras Transwell con el agregado de matrigel en el inserto, en 
el segundo caso. El citoesqueleto de actina se examinó con faloidina-FITC y la actividad de MMP 
por zimografía cuantitativa.
Resultados: El McoMC disminuyó a 24.7+/-0.7% la adhesión a plástico de F3II y aumentó a 
194+/-5.3% la de LM3; disminuyó la migración a 52.4+/-7.% en F3II y a 22.2+/-3.0% en LM3. 
Sólo en F3II el citoesqueleto de actina se observó desorganizado en presencia de MC, congruente
 con la disminución en la adhesión.
El McoMC no afectó la invasión, pero cuando se cultivaron con MC en el inserto ésta aumentó a 
157.0+/-18.1% y 185.2+/-20.5% en cada LT.
Observamos que el McoMC expresa actividad de MMP-9 (105 kDa) y estimula además 
significativamente esta actividad en ambas LT. En todos los casos se consideró significativo un 
p<0.05.
Concluimos que las etapas invasivas iniciales de estas LT son moduladas diferencialmente por los 
MC a pesar de ser tumores de la misma estirpe. En ambas LT los MC estimularían la invasión no 
solo a través del aporte de enzimas propias, sino estimulando la actividad de proteasas tumora
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La molécula de adhesión N-CAM se expresa en el neuroectodermo, mesénquima y células 
tumorales derivadas de éstos. Puede hallarse en el suero aunque se desconocen sus niveles en 
distintos estados fisiológicos y patológicos. Objetivo: cuantificar N-CAM sérica en la población 
normal (n=35, 15 hombres, 20 mujeres) y en pacientes con gliomas(n=25), metástasis únicas en 
cerebro(n=22) y tumores benignos(n=19). Los niveles de N-CAM se cuantificaron por western 
blot y densitometría en dos situaciones diferentes: a) condiciones no reductoras, con un AcMo que
 revela bandas específicas de alto (>130kDa) y bajo (<130kDa) PM y b) condiciones de 
reducción incubando con un Ac. policlonal que reconoce una banda de 80kDa. En la población 
control las isoformas de bajo PM disminuyen con la edad (p<0,01), mientras que las de alto PM 
son mayores en las mujeres (p<0,05). N-CAM-80kDa, no varió en la población control y valores 
superiores al percentilo 80 se consideraron positivos. Sólo la población con gliomas presenta 
mayor número de pacientes con valores + (p<0,05 vs control). Las isoformas < de 130kDa fueron
 menores que el control en todos los grupos de pacientes (p<0,05). El nivel de las isoformas > de 
130kDa no difiere del control. Conclusión: en la población estudiada la disminución de N-CAM < 
de 130kDa podría asociarse a patología cerebral, mientras que el aumento de la isoforma de 
80kDa sólo se asocia con la presencia de gliomas.
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Alteraciones en la expresión de moléculas reguladoras del ciclo celular se han asociado con 
patologías tumorales, proponiéndose su utilización como marcadores independientes de 
pronóstico.
El objetivo de este trabajo fue estudiar en forma retrospectiva la expresión de las ciclinas D1, B1 y
 E y del inhibidor p21 mediante inmunohistoquímica en 57 tumores de mama. Los datos obtenidos 
fueron relacionados con los parámetros clínico-patológicos de cada paciente. Para ciclinas, se 
consideraron positivos los tumores con más del 10% de células con tinción nuclear, mientras que 
para p21 aquellos con más del 25%. Los niveles de ciclina D1 se incrementaron en forma paralela 
al número de ganglios comprometidos (G) (56.5% de casos positivos en G=0 vs 90% en G> 3. 
p<0.01). En cambio, tanto para la ciclina B1 como para el inhibidor p21, se observó una 
correlación inversa entre la expresión del marcador y el número de nódulos axilares (B1: 67% de 
positividad en G=0 vs 11.1% en pacientes G>3. p<0.05; p21: 28.3% de casos positivos en G=0 
vs 0% en G>3. p<0.05). En un análisis multivariado estas diferencias se mantuvieron aún cuando 
se incluyeron otras variables de pronóstico como tamaño tumoral, grado histológico y nuclear, 
receptores estrogénicos, índice mitótico y grupo etario. Por otro lado, la expresión de ciclina E no 
se asoció con ninguno de los parámetros estudiados. Estos resultados sugieren relaciones 
complejas entre la expresión de diferentes ciclinas y la diseminación tumoral. 

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 347 de 475

349
.
Estudio de los mecanismos asociados a la inhibición de la progresión tumoral 

inducida por Glipicano 3

Giselle  Peters(1),  Eduardo  Farias(2),  Lydia I. Puricelli(1),  Jorge  Filmus(1),  Elisa D. 

Bal de Kier Joffé(1).

(1)Area de Investigación, Instituto de Oncología Ángel H. Roffo, UBA. (2)Area de 

Investigación, Instituto de Oncología Ángel H. Roffo,  UBA. 

mailto: mgpeters@hotmail.com
La glándula mamaria es uno de los pocos tejidos del adulto donde persiste la expresión del 
Glipicano 3 (GPC3). Previamente se demostró que la reexpresión del GPC3 en la línea de 
adenocarcinoma mamario murino LM3, induce tumores menos invasivos y metastásicos que los 
originados por la línea transfectada con el vector vacío (LM3-V). En este trabajo, nos 
proponemos estudiar in vitro algunos de los mecanismos involucrados en este efecto biológico. Se 
demostró que LM3-GPC3 posee mayor adhesión a fibronectina que LM3-V (73.5±13.9 vs 
40.2±9.3%, p<0.05). Asimismo, LM3-GPC3 presentó mayor adhesión célula-célula, formando 
racimos >50 células cuando se cultivó en suspensión sobre agar. Se determinó por IHQ que 
LM3-GPC3 posee mayor expresión de Caderina-E, una molécula de adhesión asociada 
inversamente con invasividad. Por otro lado, LM3-GPC3 no difirió de LM3-V en la producción 
de las proteasas MMP-9 y MMP-2. El tratamiento con TGF-Bs (20 mg/ml) no modificó esta 
expresión. En cambio, el tratamiento con IGF-II (10 mg/ml) aumentó 2.9 veces la secreción de 
MMP-2 en LM3-V, no detectándose dicha regulación en LM3-GPC3. Los clones LM3-GPC3 y 
LM3-V no difirieron entre sí en la capacidad de formar colonias en agar blando. En cambio, 
LM3-GPC3 fue más susceptible a la inducción de apoptosis por privación de suero que LM3-V 
(69.85±6.9% vs 33.98±0.4%, 96 hs). Estos resultados indican que el GPC3 puede modificar 
algunos procesos relacionados con el fenotipo invasivo/metastásico de células mamarias.
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Las PKCs constituyen una familia de serino-treonina quinasas que intervienen en procesos de 
señalización intracelular cuya desregulación se ha asociado con transformación maligna y 
progresión tumoral. Con el fin de estudiar el rol de las PKCs en estos procesos, hemos 
transfectado en forma estable la línea celular mamaria 'normal' NMuMG con la isoformas delta (d) 
y zeta (z) de PKC (nueva y atípica respectivamente).
In vitro, la sobreexpresión de estas dos isoformas no alteró la morfolgía ni afectó la tasa de 
proliferación celular (tiempo de duplicación poblacional 11±3hs.). Sin embargo las transfectantes 
alcanzaron una mayor densidad celular a las 96 hs. (PKCd 4,4x105±2,8x104 cél/cm2 vs. control 
2,3x105± 3,5x104 cél/cm2 p<0.05 y PKCz 3,6x105±2,3x104 cél/cm2 vs control 
2,8x105±0,6x104 cél/cm2, p<0.05). Estas diferencias se asociaron con un incremento en la 
capacidad adhesiva a plástico de las células que reexpresan PKC (PKCd 1.3 y PKCz 1.4 veces 
del control, p<0.05).
La sobreexpresión de PKCd redujo la secreción de proteasas (uPA 0.25 y MMPs 0.65 veces del
 control, p<0.05). Mientras que la sobreexpresión PKCz, mostró un efecto inverso generando un 
incremento en la secreción de uPA y MMPs (1.96 y 1.91 veces del control, p<0.05).
Estos resultados aportan nuevas evidencias sobre la diferente funcionalidad de las isoformas de 
PKC en la regulación de comportamientos celulares asociados al fenotipo maligno.
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En tumores mamarios inducidos por MMTV que evolucionan de un fenotipo hormono dependiente
 (HD) a independiente (HI), hallamos que esta progresión se produce asociada a la aparición de 
nuevas inserciones virales en el genoma tumoral. El análisis histológico de los tumores mostró que 
éstos presentaban una morfología ductal con distintos grados de diferenciación. No hallamos una 
clara correlación entre cambios de comportamiento y morfología de los mismos, sin embargo 
observamos que la progresión es acompañada por una pérdida significativa en la expresión de 
receptores de estrógenos (55+17% vs 10+2%, p<10-3) y progesterona (48+10% vs 11+5%, 
p<10-3) en tumores HD vs HI. Sería posible entonces que exista una vinculación directa o 
indirecta entre estos cambios en el nivel de receptores y las nuevas inserciones virales. A 
continuación, utilizando la técnica de PCR inversa iniciamos el aislamiento y clonado de sitios de 
inserción en tumores HI con el objeto de identificar genes celulares afectados. Este método 
permite la búsqueda de secuencias desconocidas en el genoma celular conociendo que las mismas 
están adyacentes a secuencias provirales. En nuestro modelo esta técnica nos permitió hallar 
inserciones de MMTV en el locus INT2, un gen cuya sobreexpresión está asociada a lesiones 
hiperplásicas ductales en la mama de ratón. Estos datos concuerdan con las características 
morfológicas observadas en nuestro modelo, sugiriendo que este gen podría estar jugando un rol 
central en el mismo.
Reproducción IV
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Recientes estudios indican que el IGF-1 sería un importante factor modulador de la apoptosis. El 
objetivo fue evaluar el rol del IGF-1 sobre la apoptosis de células testiculares humanas inmaduras. 
Se estudiaron cultivos primarios de células testiculares de autopsia (n=4) y de cirugía de 2 
pacientes, uno con  pseudohermafroditismo masculino (pm) y otro con tumor de células de Sertoli. 
La apoptosis fue estimada al día 6, usando el kit DeadEnd TM de Promega. Al segundo día de 
cultivo, la monocapa se incubó con o sin rhIGF-1 (50 ng/ml), por triplicado, durante cuatro días. 
La presencia de células de Sertoli y la de células intersticiales fue evidenciada por la secreción de 
inhibina B y de testosterona en cultivo, respectivamente. El Indice Apoptótico (IA, número de 
células positivas por cien totales) fue 14.5 ± 4.67 en condición basal y 7.86 ± 3.22 bajo rhIGF-1 
(x ± DS, n=4 cultivos) p<0.025. El IA en el testículo con pm  fue 24.5 ± 5.96 basal y 16.1 ± 3.42
 bajo rhIGF-1, (x ±DS n =3 wells) p < 0.036 y en el tumor de Sertoli  fue, basal, 8.47 ± 1.52 y  
4.39 ± 2.82 bajo rhIGF-1 (x ± DS n =3 wells) p< 0.045. Estos resultados indican que el IGF-1 
inhibe la apoptosis de las células testiculares normales y anormales en cultivo, y sugiere que jugaría 
un rol en el mantenimiento de la masa celular intratesticular en la prepubertad.
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Previo a que tenga lugar el proceso de fertilización, el espermatozoide (esp) sobrelleva la reacción 
acrosomal (RA) en el oviducto. Nuestro objetivo fue evaluar la acción del medio condicionado de 
cultivo oviductal (MC) sobre la RA de esp humanos. Los MC se obtuvieron de cultivo de 
explantes de oviductos humanos de pacientes libres de patología tubaria, en medio 
HAM-F12/DMEM (1:1). Los esp capacitados 3h en medio Human Tubal Fluid (HTF) + 3,5% 
BSA,  fueron expuestos 2h a 15 % v/v de MC o HTF (control). La RA fue inducida mediante 
ionóforo de calcio y evaluada por tinción con Pisum sativum. Los datos expresados como media ±
 SEM se analizaron mediante los tests de ANOVA y de Tukey-Kramer, y p < 0.05 fue 
considerado significativo. Los valores de viabilidad (con 0.5% eosina Y) y motilidad de los esp 
expuestos al MC o al HTF no presentaron diferencias (96.1± 1.8% vs 96.6 ± 1.7% y 61.9 ± 
5.3% vs 63.9 ± 4.9%, respectivamente). Tanto los esp expuestos al MC o al HTF mostraron 
valores de RA espontánea (e) e inducida (i) similares (MCe: 6.4 ± 1.1% vs  HTFe: 5.3 ± 0.5%; 
MCi: 28.1 ± 4.6% vs  HTFi: 37.1 ± 3.4%, n=12). Este trabajo sugiere que el MC no afectaría la 
sobrevida de los esp, ni tampoco induciría la RA en esp capacitados. La previa exposición al MC 
no interferiría en la habilidad de los esp de sobrellevar la RA ante un estímulo inductor de la misma.
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Las metaloproteasas participan en la implantación, proceso de remodelación tisular. Con el objeto 
de evaluar si MMP2 se encuentra alterada en tejido uterino diabético durante la implantación, se 
analiza su actividad y una posible acción modulatoria por óxido nítrico (NO) y radicales libres del 
oxígeno (RLO). Tejido uterino de ratas controles (C) y diabéticas (D) por admistración neonatal 
de estreptozotocina (100 mg/ Kg) se incuba en medio Krebs 60 min, determinándose en 
sobrenadante la actividad gelatinásica por medio de zimografía y en homogenato la actividad 
superóxido dismutasa (SOD).  La actividad de MMP2 es mayor en útero D (1.66 ± 0.15) que en 
C (1± 0.08) (p< 0.05). En presencia de nitroprusiato de sodio 600 mM (dador de NO) se 
incrementa la actividad de MMP2 en C (1.62 ± 0.26) (p<0.01), no modificandose en D (1.49 ± 
0.07). En presencia de L-arginina metil ester 1000 mM (inhibidor de NO sintasa) la actividad de la
 MMP2 disminuye tanto en C (0.62 ± 0.07) (p< 0.05) como en D (0.88 ± 0.14) (p<0.001). 
Adiciones de xantina/xantina oxidasa (X/X, dador de RLO) incrementan la actividad MMP2 
(CX/X 2.69 ± 0.82 p<0.01 v C; DX/X 3.45 ± 0.10 p<0.001v D), mientras que SOD 
(antioxidante) disminuye la actividad MMP2 en C (0.78±0.08 p<0.01) y no en D (1.61 ± 0.07). 
Se concluye que durante la implantación la actividad MMP2 uterina es modulada positivamente 
por NO y RLO, y que está incrementada en útero D donde dichos parámetros se encuentran 
alterados.
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Previamente demostramos que las proteínas de la matriz extracelular, tales como colágeno IV 
(C-IV) y fibronectina, inhiben la esteroidogénesis de las células de Leydig en condiciones basales y
 estimuladas con hCG. En este trabajo se analizó si la actividad de tirosina quinasas podría 
participar en la inhibición producida por el colágeno IV (C-IV). Se aislaron células de Leydig de 
rata adulta que se cultivaron durante 3hs en placas recubiertas o no con C-IV en presencia o 
ausencia de hCG (10ng/ml) y genisteina (1 microM). En las células cultivadas sobre C-IV se 
observó una inhibición de la secreción de testosterona. Las concentraciones de testosterona 
(ng/106 células) obtenidas fueron: en condiciones basales: sin C-IV:16,93 ± 0,68 vs. C-IV: 
13,41* ± 0,36 (X ± ES, n= 6,* p<0.001); y en presencia de hCG: sin C-IV:177,89 ± 12,19 vs. 
C-IV:142* ± 10,71(X ± ES, n= 6,* p<0.001). La genisteína (G) produjo una disminución del 
efecto inhibitorio de C-IV sobre la secreción de testosterona, en condiciones basales: C-IV:12,9 ±
 0,76 vs. C-IV + G:14,81 ± 0,12* y en presencia de hCG: C-IV:178,07 ± 4,27 vs. C-IV + G: 
198,35 ± 2.4 **(X ± ES, n=5,*p<0.05, **p<0.01). La viabilidad de las células de Leydig no se 
modificó en ninguna de las condiciones estudiadas. En conclusión, los resultados sugieren que la 
interacción de las células de Leydig con C-IV a través de integrinas resulta en la activación de 
tirosina quinasas que regulan negativamente la producción de testosterona en células de Leydig.
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Estudios previos de nuestro laboratorio indican que la inmunización de ratas con la proteína 
epididimaria DE produce una respuesta inmune específica y una inhibición significativa de la 
fertilidad en ambos sexos. Recientemente, DE ha sido expresada en un sistema bacteriano como 
proteína de fusión (recDE) acoplada a MBP (maltose binding protein). Con el fin de investigar si 
recDE es capaz de generar la respuesta inmunológica observada con la proteína nativa (nDE), 
ratas machos y hembras adultas fueron inmunizadas con  recDE, MBP, o nDE como control. La 
respuesta inmune fue analizada mediante Western blot y ELISA y la fertilidad evaluada por 
apareos con animales fértiles. Los resultados mostraron una respuesta inmune específica con títulos
 significativamente mayores en los animales inmunizados con recDE que en los grupos control. Los 
animales inmunizados con recDE o nDE mostraron % de fertilidad significativamente menores 
(p<0,05) que los inmunizados con MBP (machos: MBP: 75, recDE: 33, DE: 28 y hembras: 
MBP:90, rec DE: 60, DE: 50). El análisis histológico de epidídimo y testículo descartó que dicha 
inhibición fuera debida a efectos patológicos sobre los órganos reproductivos. La capacidad de 
recDE de generar una respuesta inmune específica e inhibitoria de la fertilidad permite reemplazar 
la proteína nativa por la recombinante en ensayos de inmunización, apoyando fuertemente el 
potencial uso de DE  para el desarrollo de un método inmunológico de regulación de la fertilidad.
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Diversas evidencias han sugerido la importancia del bicarbonato (B) para la capacitación y/o 
reacción acrosomal del espermatozoide. En este trabajo evaluamos la influencia del B en distintos 
parámentros asociados al funcionamiento del espermatozoide de rata. Para ello, espermatozoides 
epididimarios fueron incubados bajo condiciones capacitantes en medio con o sin B, evaluándose a
 diferentes tiempos: a) la fosforilación de proteínas en tirosina (por Western Blot), evento temprano
 de la capacitación, b) la migración de la proteína epididimaria DE desde la región dorsal al 
segmento ecuatorial (por inmunofluorescencia), evento asociado con el final de la capacitación y c)
 la capacidad fertilizante del espermatozoide, determinada por el % de ovocitos sin zona pellucida 
penetrados. La capacitación en medio con B produjo un aumento tiempo-dependiente en el patrón
 de fosforilación de proteínas, no observado en los espermatozoides incubados en medio sin B. 
Bajo estas últimas condiciones, los espermatozoides mostraron % significativamente menores tanto
 en la migración de DE (27 vs 44, p<0.05) como en la penetración de ovocitos (0 vs. 84; 
p<0.001). Los efectos observados en los tres parámetros fueron revertidos luego del agregado de 
B a espermatozoides previamente incubados en ausencia del anión. Estos resultados indican la 
importancia del B para la ocurrencia de eventos tempranos y tardíos de la capacitación, con el 
consecuente efecto sobre la capacidad fertilizante del espermatozoide.
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La regresión luteal se caracteriza por una disminución en los niveles séricos de progesterona, 
infiltración de células del sistema inmune con producción de IL-1beta y especies reactivas del 
oxígeno.Objetivo: estudiar si la IL-1beta afecta alguno de los parámetros oxidativos (glutation y 
lipoperoxidación) en el CL.
Modelo Animal:Se utilizó el modelo de la rata pseudopreñada, administrando 15UI PMSG/rata 
para inducir un CL funcional por 9±1día.Cultivos:ovarios de ratas en fase media y final del 
desarrollo luteal cultivados con/sin IL-1beta (15,25,35ng/ml) a distintos tiempos (1,4,8,21hs).Se 
ensayó el contenido de glutation total (Tietze et al) en sobrenadante de cultivo y el índice de 
lipoperoxidación (TBARs,Beuge et Aust) en tejido.
Resultados:el contenido de glutation aumenta con el tiempo de incubación, siendo significativo a 
8hs y máximo a 21hs(1h=5.4±0.3;8hs=9.2±1.5;  21hs=19.2±2.2microM/grtejido).La IL-1beta 
aumenta significativamente y en forma dosis dependiente, los niveles de glutation, sólo a 21 
hs(control=17.6±1.5;25ng/ml=23.2±2.3; 35ng/ml=26.0±1.4microM/grtejido). Por otra parte, el 
índice de lipoperoxidación resultó mayor en la fase final.La IL-1beta disminuye los TBARs sólo en 
ovarios en fase media 
(día5control=21.0±3.9;25ng/ml=15.0±2.1;día9control=38.5±5.5;25ng/ml=32.7±4.1 
nmolMDA/grtejido).Conclusiones:durante la fase media del desarrollo luteal, la IL-1beta podría 
comportarse como molécula protectora, ya que aumenta el contenido de glutation y disminuye 
TBARs
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Con el modelo de estimulación linfocitaria in vitro demostramos que durante la gestación humana, 
particularmente en el período peri-implantacional, se favorece el desarrollo de respuestas tipo Th2.
 También observamos  que en el momento del parto hay una disminución de linfocitos CD8+ y 
CD56+. El objetivo del presente estudio fue determinar en el momento del parto la producción de 
IL-4 e IFNg,  por linfocitos estimulados con extractos placentarios como medida indirecta de 
activación de las subpoblaciones Th1 y Th2 respectivamente. Se purificaron linfocitos de sangre 
periférica de mujeres en el momento del parto, normales (n=5) y de mujeres nulíparas (n=6). Las 
células se cultivaron sin y con 10% de MCPH durante 120 hs a 37°C. Se cuantificaron en los 
sobrenadantes IL-4 e IFNg por ELISA utilizando equipos comerciales. En los sobrenadantes de 
linfocitos de las mujeres en parto, la IL-4 estaba ligeramente aumentada en los cultivos con 10% 
de MCPH (p< 0,05). No aparecieron diferencias significativas en los niveles de IFNg en los 
cultivos sin y con 10% de MCPH (x= 34,08 ± 2,28 pg/ml vs 40,91 ± 6,26 pg/ml 
respectivamente); produciéndose lo contrario en los sobrenadantes de cultivos linfocitarios de 
nulíparas con MCPH. Estos resultados muestran que en el momento del parto, existiría una 
modulación  bidireccional entre ambas citoquinas lo que produciría un balance en las poblaciones 
Th1 y Th2, mostrando una interacción entre los sistemas inmune y reproductivo materno.
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La gestación en la mujer y el ratón es un fenómeno tipo Th2, no habiéndose demostrado esto en 
otras especies. El objetivo de este trabajo fue dosar IFNg en extractos placentarios humanos a 
término y porcinos provenientes de diferentes períodos gestacionales. Se determinó por ELISA la 
presencia de IFNg en sobrenadantes de cultivo de células placentarias humanas y placentarias 
fetales porcinas a término y de 28, 50 y 70 días de gestación; sueros y homogenatos placentarios 
porcinos fetales de esos mismos períodos gestacionales y sueros de machos y hembras no 
preñadas. Encontramos valores altos de IFNg en sobrenadantes de cultivo de células placentarias 
porcinas correspondientes al comienzo (1.817±845 pg/ml) y al final de la preñez 
(3.424,50±877,51 pg/ml), no hallándolo en extractos placentarios humanos a término (36,35±8 
pg/ml). En homogenatos placentarios porcinos, que reflejarían la interfase feto-placentaria, los 
niveles de IFNg fueron: 639±46 pg/ml a los 28 días de gestación y 1.678±638,51 pg/ml al final de
 la preñez. En conclusión, en la interfase feto-placentaria la concentración de IFNg estaría regulada
 siendo su presencia necesaria tanto al inicio como al final de la gestación, fenómenos que se 
atribuirían a la placenta porcina fetal que sería la responsable de la síntesis del IFNg. Además, la 
existencia de IFNg en la placenta porcina a lo largo de la preñez indicaría que en esta especie la 
gestación no sería un fenómeno tipo Th2, como acontece en la mujer y el ratón.
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Previamente informamos la inmunodetección, en plasma seminal humano (PSh), de dos proteínas 
de 15 y 34 kDa que reaccionaban con anticuerpos anti-caltrin (calcium transport inhibitor) II de 
cobayo. A fin de estudiar las propiedades moleculares y funcionales de estas proteínas, se inició la 
purificación usando técnicas clásicas. La proteína de 15 kDa fue purificada a homogeneidad a 
través de cromatografía de exclusión en Sephadex G-50, intercambio aniónico y, finalmente, 
exclusión molecular en HPLC. Con la proteína pura se generaron anticuerpos policlonales en 
conejo mediante inmunización clásica. El antisuero monoespecífico permitió detectar a la proteína 
de 15 kDa unida a la porción anterior y al segmento ecuatorial de la cabeza, como así tambien, a la
 nuca de los espermatozoides de eyaculados. Esta especificidad de 'binding' fue anteriormente 
observada con caltrin I de cobayo, rata y ratón. La secuencia de los primeros 35 residuos de 
aminoácidos mostró homología con las de beta-inhibina y PSP 94 (protatic secretory protein 94), 
y con el fragmento Ser21-Asp55 de la molécula precursora de MSP (beta-microseminoprotein) 
aislada de PSh (Kamada y col. BBActa 1388:101, 1998). Estas tres proteínas poseen la misma 
cadena polipeptídica pero el papel funcional de PSP 94 y MSP es aún desconocido. La 
inmunorreactividad con anticuerpos anti-caltrin y el 'binding' a la región acrosomal de los 
espermatozoides sugiere que la proteína de 15 kDa de PSh podría ser una forma molecular de 
caltrin
Sist. Cardiovascular II
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La hipertrofia ventricular izquierda es un hecho frecuente en diabetes y obesidad, asociándose a 
mayor morbimortalidad cardiovascular. Nuestro objetivo fue valorar la utilidad de bajas dosis de la
 asociación de IECA con diuretico (perindopril (PER) + indapamida (IND) (PTX), mediante 
ecocardiografía, evaluando masa ventricular izquierda (MVI) y fracción de acortamiento (FA) en 
ratas obesas diabéticas Zucker (OZR).Machos OZR de 10 semanas, G1(n= 8)= OZR+PTX. y 
G2(n= 8)= OZR. Durante 6 meses G1 con PTX 1mg/kg/día por sonda. (ratio IND/PER 0,32), y 
G2 vehículo. Se efectuó  ecocardiografía bidimensional (Eco) con equipo ATL HDI 3000 y 
transductor de 10 mHz.. Al finalizar el 6to mes todos los animales se sacrificaron para evaluar peso
 cardíaco. Se utilizó test de Mann-Whitney con alfa = 0.05.
A los 6 meses (Media ± DS)
         G1 OZR+PTX 
         G2 OZR
              p
Peso corporal (PC) (g) 
           591,3 ± 55,2
        551,5 ± 81,3
  NS
Pres. Art. Sistolica  (mmHg)             128,9 ± 4
        150.3 ± 3,6
< 0,01
Glucemia en ayunas (mg/dl)
          256,8 ± 11,2 
        267,7 ± 14 
   NS
Insulina/glucosa ratio                          0,29 ± 0,06             0,38 ± 0,07 
< 0,01
Eco: MVI /sup.Corp(g/cm2) ECO    16,6 ± 3,2 
         25,5 ± 2,5           < 0,01
Eco: FA (%)
                                  30,8 ± 3,8 
         20,9 ± 5,7 
 < 0,01
Peso cardíaco/ 100g PC                     0,22 ± 0,03 
          0,38 ± 0,06         < 0,01
Estos resultados demuestran que el tratamiento con PTX modifica favorablemente la MVI y la FA 
en OZR mejorando a su vez parámetros metabólicos como sugiere la relación insulina/glucosa.
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OBJETIVO: Determinar si la detección de Trypanosoma cruzi (TC) circulante por PCR se asocia 
a un mayor riesgo de progresión hacia la miocardiopatía chagásica crónica.
METODOS: Desde diciembre de 1997 hasta junio de 2001 se estudiaron prospectivamente 40 
pacientes consecutivos con 2 de 3 tests serológicos positivos contra el TC (26 mujeres, edad: 
57±11 años). En todos los pacientes se realizó PCR, electrocardiograma y ecocardiograma en el 
momento del reclutamiento y al finalizar el seguimiento. La PCR se llevó a cabo amplificando una 
secuencia nuclear del parásito. Se definió progresión a la aparición de un nuevo defecto 
electrocardiográfico característico de la MChC y/o una nueva alteración de la función del 
ventrículo izquierdo ( Vid  mayor a 5.6 cm o FE menor a 50%). 
RESULTADOS: De 40 pacientes, 4 fallecieron en el transcurso del estudio. Los 36 pacientes 
restantes cumplieron un seguimiento de 957±209 días. 13 pacientes (36%) presentaron 
parasitemia en por lo menos una determinación durante el seguimiento. La progresión hacia el 
período crónico se detectó en 8 casos (22%) y fue significativamente más frecuente en el grupo 
con parasitemia respecto del grupo sin parasitemia (46 % vs 9% respectivamente; RR 5,3, 95% 
IC=1.4 a 20,8;  p=0.01, Fisher Exact Test)
CONCLUSION: La detección de parasitemias por PCR se asocia a un mayor riesgo de 
desarrollar miocardiopatía, lo cual sugiere una preponderante participación del parásito en la 
fisiopatología del período crónico.
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El ayuno previo, que activa el catabolismo lipídico, atenúa las alteraciones funcionales del corazón 
de rata sometido a isquemia global (I) - reperfusión (RP). Se investigó si los efectos del ayuno se 
acompañan de cambios en la utilización del glucógeno, la producción de lactato y/o en la 
acumulación de metabolitos intermedios de los ácidos grasos endógenos. Con este fin se midió el 
contenido tisular de glucógeno, lactato, acil-CoA y acilcarnitina en corazones perfundidos 
Langendorff con Krebs con glucosa 10 mM provenientes de ratas alimentadas (AL) o ayunadas 
24 h (AY) sometidas a I-RP. Luego de 25 min de estabilización el corazón fue sometido a 25 min 
de I seguidos de 30 min de RP. La estadística se hizo con ANOVA de dos factores. A los 25 min 
de estabilización las AY mostraron un mayor contenido de glucógeno con respecto a las AL 
(532.1±66.77 vs 339.43±61.62 ug/100 mg seco,p<0.05, n=6). Al finalizar la I el contenido tisular
 de lactato fue menor en AY con respecto a AL (112,53±15 vs 153±14 umol/g seco,p<0.05, 
n=6) y el de acilCoA fue mayor (46,97±3,71 vs 32,62±1,62 umol/gh,p<0.01, n=6). Los 
contenidos de acilcarnitina (1750,15±60,50 umol/gh en AY vs 1517,17±107,7 en AL, n=6) y de 
glucógeno (69.23±16.62 ug/100 mg seco en AY y 78.94±21.08 en AL) fueron similares en 
ambos grupos. Los resultados sugieren que los efectos beneficiosos del ayuno podrían deberse a 
una menor actividad glucolítica y/o a una mayor disponibilidad de metabolitos anapleróticos del 
ciclo de Krebs.
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Estudiamos el efecto de la infusión de dos dosis de ET-3 sobre presión arterial media (PAM), 
función renal y excreción de metabolitos del NO (NOx) en ratas Wistar machos. Se dividieron en 
tres grupos: A (5ng/Kg/min ET-3), B (50 ng/Kg/min ET-3) y C (control: 0.05 ml/min de solución 
fisiológica [SF]); n=5. Se canuló: carótida para muestras de sangre y registros de PAM, vejiga 
para muestras de orina y yugulares para infundir SF, ET-3 y una solución de inulina 3% y 
paraaminohipurato 2%. Se infundió SF (0.05 ml/min) durante 45 min para estabilización. Se 
determinó diuresis, natriuresis, osmolaridad urinaria, volumen de filtrado glomerular, flujo sanguíneo
 renal, PAM, resistencia vascular renal y NOx a tiempo 0 (basal), 30 y 60 min. PAM aumentó 
significativamente en: (A)= 6.4% (30 min) y 9.9% (60 min); (B)= 7.4% (30 min) y 9.2% (60 min); 
(p<0.001 vs basal). RVR aumentó significativamente 36.7% en B a los 60 min (p<0.05 vs basal). 
NOx aumentó significativamente 7.4% en B a los 60 min (p<0.05 vs basal).   
Los demás parámetros no se modificaron ni en A ni en B. En C no hubo cambios. El aumento de 
PAM provocado por ambas dosis de ET-3 fue máximo a los 60 min. El aumento de la RVR 
podría deberse al efecto vasoconstrictor de la ET-3. En nuestras condiciones experimentales 
ninguna de las dosis estudiadas modificaron significativamente la función renal, quizá por una acción
 compensadora del NO. Estos resultados avalarían la hipótesis de una relación entre los sistemas 
del NO y las ETs.
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Se investigaron los efectos del DZ, abridor de los canales de potasio ATP-sensibles (K-ATP), 
sobre el corazón perfundido Langendorff de ratas alimentadas (AL) (n=7) o ayunadas 24 h (AY) 
(n=7) sometido a isquemia global (I)-reperfusión (RP). Luego de 25 min de estabilización se 
perfundió con DZ 30 uM o vehículo durante 10 min antes de comenzar la I (25 min) seguida de 
RP (30 min, en ausencia de DZ).La contractilidad se evaluó mediante la presión desarrollada (PD),
 las derivadas de contracción y relajación (±dP/dt) y la presión diastólica final (PDF).La estadística
 se hizo con ANOVA de 3 factores. Confirmando resultados anteriores el ayuno aceleró la 
recuperación postisquémica sin modificar la frecuencia de los latidos (PD: 75±12 vs 41±11 % de 
la P control, p<0,05, +dP/dt: 67±9 vs 46±8 % de +dP/dt control , p<0,05 a los 15 min de RP; 
PDF: 6±2 vs 42±12 % de la PD control, p<0,05 a los 10 min de RP). El DZ (que no modificó los 
parámetros basales) disminuyó la recuperación postisquémica en ambos grupos (PD: 38±11 vs 
86±11%, p<0,01 en AY y 30±8 vs 68±11%, p<0,05 en AL, +dP/dt: 42±15 vs 84±11%, p<0,01
 en AY y 30±9 vs 60±10%, p<0,05 en AL, -dP/dt: 35±11 vs 79±11%, p<0,05 en AY y 31±10 
vs 66±12%, p<0,05 en AL a los 20 min de RP). La frecuencia y la PDF no fueron modificadas 
por el DZ.Los resultados indican que el DZ, en una concentración que no afecta los canales 
K-ATP del sarcolema pero sí los mitocondriales exacerba la disfunción contráctil postisquémica en
 este modelo experimental.
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Una dieta rica en fructosa produce en la rata aumento de la presión arterial (PA) y alteraciones 
metabólicas. En trabajos previos hallamos alteraciones en la contractilidad vascular en animales 
con sobrecarga crónica de fructosa. Nuestros objetivos fueron estudiar la reactividad vascular a 
distintos agonistas en el período agudo de tratamiento y la estructura de los pequeños vasos en la 
etapa crónica. Estudiamos ratas Sprague-Dowley macho: control (C) y fructosa (F: 10% P/V en el
 agua de bebida), a las 4 y 22 semanas (períodos agudo y crónico). Se registró la PA indirecta; en 
la etapa aguda (mmHg, F: 131±2 vs. C: 123±1, p< 0.01, n=11 y 12) se realizó una curva dosis 
respuesta a la serotonina (5HT), se evaluó la respuesta a una dosis única de angiotensina II 
(AII=5.10-8 M) y la relajación espontánea posterior en anillos de aorta torácica. Las respuestas 
contráctiles a 5HT y a AII fueron similares en ambos grupos. La relajación espontánea fue menor 
en F (% a los 7,8,9 y 10 min: 54±5 vs. 73±3; 58±6 vs. 84±6; 61 ± 7 vs. 83±6; y 60 ± 7 vs. 
86±5, p< 0.03, n=6). En el período crónico (PA: mmHg, F: 132±3 vs. C: 116±3, p<0.01, n=20) 
los vasos del mesenterio de F mostraron un aumento en el área de la túnica media (um2: 
19393±451 vs. 13903 ±1037, p<0.01, n=4). Estos resultados sugieren que la reactividad vascular
 también está alterada en el período agudo. Los cambios estructurales de los vasos en el período 
crónico serían un cambio adaptativo en respuesta a la elevación de la PA.
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El ANF plasmático está elevado en patologías con compromiso miocárdico. Nuestros objetivos 
fueron estudiarlo en distintos estadios de la enfermedad de Chagas a lo largo del tiempo y analizar 
su utilidad como factor pronóstico del desarrollo de miocardiopatía (MCP)  y de sobrevida. Se 
estudiaron 32 pacientes chagásicos: 10 asintomáticos (CA), 10 con trastornos de conducción (TC)
 y 12 con MCP; 8 controles (C) y 16 pacientes no chagásicos: 5 con TC y 11 con MCP. Se 
determinó el ANF plasmático por RIA (4 muestras/paciente: tiempos [t]= 0, 6, 18 y 24 meses).  El
 ANF fue semejante en las primeras 3 muestras (chagásicos y no chagásicos). Agrupándose los 
pacientes con igual patología, el grupo con MCP presentaba niveles aumentados de ANF con 
respecto a los C y CA a t= 0, 6 y 18 meses (X±SEM, pg/ml: 89±12 vs. 29±2, p<0.001; 76±9 vs.
 37±2; 112±9 vs. 37±3). A los 24 meses hubo diferencias entre los pacientes con  CA y TC con 
respecto a C (47±3 y 88±15 vs. 25±3, p<0.005); y entre las MCP y los demás grupos (271±38, 
p<0.001 vs C y CA; y p<0.01 vs TC). Los pacientes con  concentraciones de ANF > o =112 
pg/ml (t=0) tuvieron el doble de mortalidad que los que presentaban niveles inferiores (chi2 =4.4, 
p<0.03; riesgo relativo = 2.167).  En conclusión, el ANF es útil como marcador de compromiso 
hemodinámico gradual en pacientes con MCP; además los niveles aumentados del mismo serían un
 marcador precoz del desarrollo de MCP chagásica en los CA y de pronóstico adverso de 
sobrevida en MCP.
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El óxido nítrico (ON) es una molécula involucrada en la traducción de señales que conducen a la 
proliferación o a la muerte celular. Se sintetiza a partir de L-arginina mediante ON sintetasa 
(NOS). Hay dos isoformas de arginasa (Tipo I y II) las cuales pueden regular negativamente la 
producción de ON disminuyendo las concentraciones intracelulares de arginina. Se ha demostrado 
que NOS y arginasa se regulan recíprocamente en macrófagos estimulados con citoquinas (CQ).
El propósito de este trabajo fue estudiar la regulación de estas dos vías metabólicas en 
cardiomiocitos de ratones neonatos BALB/c.
Cardiomiocitos (105 células/cm2) fueron cultivados en DMEM/ 10% SFB durante 24-72h y 
estimulados con: LPS (20ug/ml)/ IFNg (10U/ml), IL-4 (10U/ml) o mantenidos en DMEM 
(control).
Se observó que LPS/IFNg disminuye el número de células viables e incrementa la producción de 
nitritos (22,8 ± 1,4 uM vs 2,1 ± 0,2 uM) y de GM-CSF en sobrenadantes de cultivo. El nivel de 
TGF-b no presentó variaciones con respecto al control. Al estudiar en estas condiciones la 
expresión de NOS, arginasa I y II por inmunocitoquímica, se observó la inducción de NOS 
(iNOS) y arginasa II. Esta última, podría competir con la iNOS y regular negativamente la 
producción de ON. Por el contrario, el tratamiento con IL-4 indujo sólo la expresión de arginasa I.
En resumen los resultados demuestran que las dos vías metabólicas de L-arginina regulan la 
producción de ON en cardiomiocitos estimulados con CQ.
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La TRH participa en el control cardiovascular. En las SHR la TRH central se encuentra 
hiperactivada. Existen evidencias acerca de un sistema de TRH cardíaco aunque aún se desconoce
 su función. La TRH además de hipertensora, sería un factor trófico y dado que las SHR presentan
 una marcada hipertrofia cardíaca evaluamos la TRH cardíaca en estos animales. Se utilizaron ratas
 SHR vs WKY adultas macho a las que se les determinó la presión arterial por el método 
pletismográfico de la cola (SHR:165+13 vs WKY: 115+10) y se evaluó la hipertrofia ventricular 
como % del peso corazon/peso corporal (SHR:0.50+0.02 vs WKY: 0.27+0.01), n=6, p 0.04. La
 TRH  fué cuantificada en auriculas (AU), ventriculo izquierdo (VI), derecho (VD) y septum (S), 
por RIA (pg/mg prot), n=6, posteriormente a su caracterización mediante cromatografía catiónica 
y HPLC. Los resultados mostraron una disminución significativa de TRH en las SHR en  VI 
(2.7+0.3 vs 0.8+0.2) p<0.01 y en S (3.8+0.4 vs 1.9+0.2) p<0.04.
No se observaron diferencias en VD mientras que en AU la TRH fue no detectable. Se observó 
una correlación significativa negativa entre grado de hipertrofia y contenido ventricular de TRH 
tomando ambas cepas (Spearman, R=-0.70, n=13, p<0.01).
La presencia de TRH en las cavidades cardíacas y sus variaciones en un modelo de hipertrofia 
cardíaca e hipertensión como es la rata SHR sugiere que este sistema de TRH en el corazón 
podría estar participando del mecanismo fisiopatológico.
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Previamente hemos demostrado que, en tejido aórtico de rata, el 17-beta-estradiol (E2) estimula 
en forma no genómica la actividad de la oxido nítrico sintasa (NOS). Estudiamos si la estrona (E1),
 segundo estrógeno con actividad biológica relevante, también participa en la modulación del 
metabolismo endotelial. Utilizando el ensayo de conversión de 3H-arginina en 3H-citrulina se 
determinó la producción de NO, en anillos de aorta de rata hembra tratados 'in vitro'con E1. Se 
observó una marcada activación de la NOS luego de 5 min. de exposición a E1 10-8 y 10-10M 
(145 y 130 % respecto al control, P< 0,025). La especificidad de la reacción enzimática se 
confirmó al suprimir el estimulo con L-NAME 10-5 M (inhibidor irreversible de NOS). Se evalúo 
la participación del calcio en el mecanismo de activación de NOS por estrogenos. El incremento 
en NO inducido por E1 10-10M no  fue alterado por la presencia del Egta 0.5 mM, quelante de 
Ca2+ (0.56 vs 1.23 s/Egta; 0.52 vs 1.18 c/Egta pmol /mg prot. control vs tratado). 
Contrariamente el aumento en NO inducido por E2 10-9 M fue completamente abolido por Egta 
(0.63 vs 1.19 s/Egta; 0.58 vs 0.56 c/Egta pmol /mg prot. control vs tratado). Idénticos resultados 
para ambas hormonas se obtuvieron  al bloquear el influjo de calcio por canales con Verapamil 
10uM. Estos resultados constituyen la primera evidencia de una acción directa de la estrona en 
tejido aórtico y sugieren que ambos estrógenos modulan la actividad NOS por mecanismos 
diferentes.
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No se conocen en detalle los mecanismos que originan los tumores hipofisarios. Utilizando la 
técnica de differential display-PCR observamos que la expresión de noggin, un antagonista de los 
factores de la familia de las Proteinas Morfogénicas de Hueso (BMP), se encuentra reducida en 
prolactinomas generados espontaneamente en ratones knock-out para el receptor de dopamina 
(D2KO), al compararlos con hipófisis de ratones salvajes. Por RT-PCR y Western Blot 
encontramos sobreexpresados los niveles de BMP-4 y smad-4 (transductor de señales de 
BMP-4) en los prolactinomas D2KO, al igual que en las hipófisis tumorales de ratas Fisher 
tratadas crónicamente con estrógenos. Estrógenos (10-7 M) estimulan los niveles de 
BMP-4/smad-4 en la linea tumoral lactosomatotrofa GH3 y este efecto se bloquea con el 
agregado del anti-estrógenos ICI (10-6M). Estudiamos la proliferación de GH3 frente a BMP-4 
(50-200ng/ml) y observamos un aumento (76%-223%) de la proliferación, que es inhibido con 
noggin. Por otro lado clones estables GH3 smad dominante negativo no presentan dicha respuesta 
proliferativa. Analizamos la capacidad de éstos clones de generar tumores in vivo  al ser inyectados
 en ratones nude, observando una disminución en el crecimiento de los tumores al compararlos con
 los generados por clones con el vector vacío (n=7 c/grupo,100-680 mm3 vs 700-2600 mm3). 
Estos resultados demuestran que BMP-4/smad-4 tienen un rol importante en el mecanismo que 
regula el crecimiento de los prolactinomas.
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Si bien existen evidencias de que la HC regularía el crecimiento de los huesos largos, sus efectos a 
nivel de expresión de  proteínas no están bien dilucidados. Dado que el crecimiento del esqueleto 
requiere de la diferenciación de los condrocitos y la neovascularización del cartílago:  se decidió 
estudiar el efecto de HCrh en  la potencial expresión de osteocalcina en el cartílago de un modelo 
experimental de ratas de la línea Sprague dawly,  hipofisectomizadas a las 4 semanas de edad.  Se 
divididieron  en tres grupos (n= 8): pertenecientes a Grupo I y II recibieron durante 8 semanas 
dosis diarias subcutáneas de 150 y 30 mUI/día/rata, respectivamente, de HCrh ;   grupo III 
recibieron dosis placebo.    Ténicas inmunohistoquímicas desarrolladas  con IgG a- región 
N-terminal de la osteocalcina (NH2-LNNGLGAPAPYPDPLEPHRC-COOH, obtenidas en 
conejo), realizadas sobre cortes histológicos , mostraron  incrementos  en lo que respecta a la 
expresión de osteocalcina en  cartílagos de las tibias de los animales del grupo I, respecto a los del 
grupo II y III , así como II respecto a III. Se sabe que la osteocalcina es producida por células 
osteoblásticas y secretada a la matriz ósea. Nuestros resultados muestran que la expresión de 
osteocalcina en el cartílago estaría regulada in vivo por HCrh , lo que podría  relacionarse  con  los
 procesos de diferenciación  de los condrocitos hacia células formadoras de hueso así como  tener 
un rol en los procesos  de mineralización .
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Tanto el estrés neurogénico (EN) como el endotóxico (EE) modifican la ACTH y corticosterona 
(B) plasmáticas. Nuestro objetivo fue determinar si el EN repetitivo modificaría la respuesta al EE. 
Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho adultas en 4 grupos (n=8). Control (C) no sometido al 
EN o EE. Estresado por inmovilización repetitiva (ENR), 2hs/día por 5 días. Inyectado con LPS 
(5mg/kg) (EE) 5 hs previas al sacrificio. ENR+EE: ratas ENR + EE el 5to día. Se determinó 
ACTH  (IRMA), B (RIA), TNFa (ELISA) y NO3 (Quimioluminiscencia) plasmática. Se midió la 
actividad de la NOS (14C-arginina) en hipotálamo medio basal (HMB) y glándula adrenal (GA). 
El ENR disminuyó la actividad de la NOS en HMB (C=129,6±2,1 pmol NO/HMB/10min; 
ENR=114,4±2,5) y en GA (C=14,5±1,2 pmol NO/mg prot/10 min; ENR=10,2±0,7)(p<0,01). El
 LPS aumentó la NOS en ambos tejidos (HMB: EE=138,7±2,1; ENR+EE=150,3±5,9) (Adrenal: 
EE=19,5±1,6; ENR+EE=19,6±1,5)(p<0,001). Los NO3 aumentaron con el EE (C=17,2±1,1 
mM; EE=283,1±16; EE+ENR=276±11,4)(p<0,001) y no se modificaron con el ENR. La ACTH
 no se modificó con ENR y aumentó con EE (C=8,9±0,8 pg/ml; EE=85,6±9,3; 
EE+ENR=107,7+10,9)(p<0,001) mientras que para B no fue significativo. El TNFalfa aumentó 
con EE y ENR+EE (C= 4,9±1 pg/ml; EE=258,6±49,2; EN+EE=289,4±24,9) (p<0,001). El 
ENR disminuye la actividad de la NOS en HMB y GA sin alterar el aumento inducido por LPS. El
 ENR no modula el NO3, ACTH o TNFalfa plasmáticos inducidos por el EE agudo.
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Se ha demostrado la presencia y síntesis de endocanabinoides  así como de sus receptores 
canabinoides CB1 en el SNC y pituitaria anterior (PA). Dado que la actividad de la PA se 
encuentra bajo la influencia de hormonas esteroideas sexuales circulantes, nuestro objetivo fue 
determinar la acción de AEA administrada intra cerebro ventricular (icv) sobre los niveles de la 
hormona luteinizante (LH) y prolactina (PRL) plasmáticos en ratas hembras ovarectomizadas 
(OVX). Se usaron ratas Sprague Dawley hembras canuladas  en el tercer ventrículo cerebral (3V) 
y en la vena yugular. Se administró 17-b-Estradiol (10ug/rata s.c.) 48hs previas al día del 
experimento. Se usaron 3 grupos experimentales de 6 animales cada uno inyectadas icv. Control 
(C): vehículo; AEA: AEA 20ng/2ul y animales inyectados con AM 251 (antagonista CB1)+AEA: 
AM 251 icv  (200 ng/2µl) 30min previos a la inyección de AEA icv. Se tomaron muestras de 
sangre cada 30min durante 150min y se determinó LH y PRL  plasmática  por RIA. AEA provocó
 un aumento significativo en los niveles de LH (Area (ng/ml): C=32,7±5,9; AEA=63,1±11) 
revirtiéndose con AM251(Area: AM251+AEA= 20,9±6,1)(p<0,05) ANOVA-Newman-Keuls 
post-test. La PRL respondió de forma similar (Area (ng/ml): C=51,8±9,1; AEA=114,1±23,4; 
AM251+AEA= 52,4±18,3)(p<0,05). Podemos concluir que la AEA estimula el eje gonadotrófico
 y lactotrófico via receptores CB1 en ratas hembras OVX estrogenizadas.
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Las citoquinas inducidas durante un proceso infeccioso afectan la secreción de hormonas 
hipofisarias.  Dado que la dopamina (DA) es el principal factor inhibitorio de la secreción de 
prolactina, hemos examinado el efecto in vivo e in vitro de TNF sobre la actividad dopaminérgica 
hipotálamo-hipofisaria.
La administración i.c.v. de TNF (10 ug/rata) disminuyó los niveles de prolactina sérica determinada
 por RIA (C: 4.20 ± 2.38 ng/ml; TNF: 1.78 ± 0.10, p<0.05). El TNF no modificó la relación 
DOPAC/DA (determinada por HPLC) en hipotálamo medio basal (HMB) o pituitaria posterior 
(PP). Sin embargo, aumentó la concentración de DA (C: 0.632 ± 0.166 ng/mg proteína; TNF: 
1.536 ± 0.194, p<0.05) y DOPAC (C: 0.084 ± 0.051 ng/mg proteína; TNF: 0.272 ± 0.044, 
p<0.05) en la pituitaria anterior.
El TNF (50 ng/ml) produjo un aumento no significativo de la liberación basal in vitro de DA desde 
HMB (C: 0.353 ± 0.071 ng/mg proteína; TNF: 0.536 ± 0.106). En la PP, el TNF aumentó la 
liberación de DA basal (C:0.578 ± 0.034; TNF: 0.796 ± 0.072, p<0.05) y evocada por K+ (C: 
0.939 ± 0.125; TNF: 1.472 ± 0.174, p<0.05). 
Estos resultados sugieren que el TNF podría inhibir la secreción de prolactina por un aumento en la
 la pituitaria anterior de la concentración de dopamina, posiblemente proveniente del lóbulo neural. 
El TNF podría mediar los efectos de la endotoxemia sobre la secreción de prolactina.
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Durante la maduración sexual existiría una interrelación entre los sistemas GABAérgico y de 
aminoácidos excitatorios, sobre la secreción de gonadotrofinas. Se estudió el efecto del  AOAA 
(ácido aminooxiacético), sobre la liberación hipotalámica de GABA, glutámico (GLU) y aspártico 
(ASP). Se incubaron fragmentos de hipotálamo medio basal (n=10) de ratas hembras prépuberes 
(6 y 15 días) y peripúberes (30 días)  inyectadas con solución salina o AOAA (20 mg/kg i.p., 90 
min. antes del sacrificio) en medio de Earle's y luego de un período de preincubación y descarte, se
 midieron los neurotransmisores (pmol/100 ul de medio/30 min.) por HPLC. La liberación de 
GABA, aumentó significativamente (p<0.001) en animales pre y peripúberes (6 días: 8.6±0.3 vs. 
32.1±1.8; 15 días: 36.2±5.2 vs. 150.1±10.2; 30 días: 13.2±3.1 vs. 33.3±1.5). Dicho incremento 
fue acompañado por un aumento a los 15 dìas, de GLU (p<0.001)  (73.2±5.2 vs.598.4±30.1) y 
de ASP (p<0.01) (180.2±10.2 vs. 298.4±20.1)  y una significativa disminución (p<0.001) a los 6 
y 30 días (6 días: GLU: 325.5±30.3 vs. 150.1±16.1; ÁSP: 432.5±30.3 vs.216.1±5.1; 30 días: 
GLU:129.2±8.1 vs. 54.8±6.1; ASP: 322.2±15.1 vs. 198.8±8.4).
Estos resultados indican que existen cambios ontogénicos en el efecto del sistema GABAérgico, 
sobre la liberación hipotalámica de aminoácidos excitatorios, que podrían estar relacionados con la
 acción estimulante del GABA a los 15 días e inhibitoria a los 6 y 30 días sobre la secreción de 
gonadotrofinas.

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 376 de 475

378
.
Efecto de leptina sobre la actividad de la oxido nitrico sintasa y ácido gamma 

amino butirico en el desarrollo sexual.

Roxana  Reynoso(1),  Valeria  Rettori(2),  Pablo  Scacchi(3),  Claudia  Mohn(2),  Berta  

Szwarcfarb(3),  Silvia  Carbone(3),  Jaime  Moguilevsky(3).

(1)Departamento de Fisiología-Facultad de Medicina-UBA (2)Centro de Estudios 

Farmacológicos y Botánicos -CONICET (3)Departamento de Fisiología-Facultad de 

Medicina-UBA-CONICET 
Trabajos previos han demostrado que el sistema GABAérgico y el óxido nítrico estan involucrados
 en los mecanismos neuroendócrinos del desarrollo puberal.Ambos neurotransmisores estimulan la 
liberación de gonadotrofinas en animales prepuberales de 15 días de edad.Existen evidencias de 
que ambos sistemas podrían ser regulados por la leptina la hormona del tejido adiposo involucrada
 en él desarrollo puberal. En el presente trabajo se estudió el efecto de la administración de leptina 
sobre: a) Actividad de óxido nítrico sintasa hipotalámica (NOS) por el método de Snyder mod., en
 ratas hembra prepúberes (10 y 15 dìas) y peripúberes (30 días) tratadas con leptina (dosis: 30 
ug/kg 2 veces por día durante 3 días y 1 dosis una hora antes del sacrificio); b) Contenido de 
GABA en homogenato de hipotálamo anterior y medio basal, por HPLC. En los animales de 15 
dìas, la actividad de NOS (pmol NO/10 min./HMB) fue significativamente mayor (p<0.001): 
33,53 ± 0,4  que a los 10 dìas : 11,21 ± 1.90  y  a los 30 dìas: 11,63 ± 1,1. No se detectaron 
variaciones significativas en el contenido de GABA hipotalámico (nmol/mg/proteína): 10 días: 2,0 ±
 0.1; 15 días: 2.8 ± 0.2; 30 días: 2,5 ± 0.25. Estos resultados sugieren que la leptina estimula la 
actividad de NOS a los 15 días y este efecto sería independiente del sistema gabaérgico.
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Los niveles séricos de FSH en el Hámster dorado descienden de manera drámatica entre 12 a 14 
semanas de exposición a fotoperíodo corto (FC, 6 horas luz y 18 horas oscuridad) comparados 
con los animales que estaban en fotoperíodos de luz normal (FN, 14 horas de luz y 10 de 
oscuridad). En el presente trabajo se estudian en hamsters adultos expuestos durante distintas 
semanas a FC (8, 12, 16, 18, 22 y 28 semanas) y en FN, las concentraciones séricas de FSH 
(ng/ml) y los niveles de FSH por hipófisis (ng/HP). Resultados: las concentraciones séricas de los 
animales sometidos a FN: 4,44±0,31*, FC8: 4,10±0.37*, FC12: 3,69±0,24*, FC16: 
3,80±0,21*, FC18: 6,32±0,69**, FC22: 12,91±1,94*** y FC28: 7,39±0,78*** (**,*** 
p<0.05 comparado con FN) y las concentraciones hipofisarias de los animales sometidos a  FN: 
182,7±16,7# , FC8: 59,5±5,7#; FC12: 75±6,5#, FC16: 181,5±20,5#, FC18: 203±18#, FC22: 
1650±145,6### y  FC28: 380±24,5 (##, ### p<0.05 comparado con FN). En síntesis, estos 
resultados indican que la hipófisis de hámster en FC libera la FSH tisular acumulada y a partir de 
las 16 semanas en fotoperíodo corto y a pesar de persistir el mismo, la reactivación espontánea 
posibilita a la hipófisis la síntesis de FSH.
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Hemos demostrado que el efecto de la AII se altera en la hiperplasia hipofisaria inducida por 
estrógenos  (Am.J.Physiol  277:455:1999, Am.J.Physiol 280:462:2001). Las vías de transducción 
de señales difieren, y aumenta el subreceptor AT2. Ya que la fosforilación de MAP kinasas 
p42/44 participa en los efectos proliferativos de la AII en varios tejidos, evaluamos esta vía de 
señalización en células hipofisarias normales, y en el  fenotipo de hiperplasia hipofisaria. Células 
hipofisarias de rata en cultivo fueron estimuladas por AII (sola o en combinación con antagonistas),
  lisadas y las MAP K fueron cuantificadas por Western blot usando anticuerpos contra MAP K 
fosforilada, y MAP K total. Se realizaron curvas de concentración y de tiempo respuesta. La AII 
incrementó significativamente la fosforilación de MAP K, con una CE50 de 5.3 +2.1*10-9 M. 
Dicho efecto fue bloqueado por PD98059, inhibidor de MEK1/2, y fue menor en magnitud al 
inducido por EGF (10ng/ml) usado como control positivo. El efecto fue máximo a los 5 min 
(p=0.0083), y a los 15 min había desaparecido. La activación de MAP K por  AII 10-7 M fue 
bloqueada por el antagonista AT1 losartán (10-5 M), y no por el antagonista AT2 PD123319 
(10-5 M). Esta es la primera demostración de la activación de MAP K por AII en hipófisis.Los 
efectos fueron significativamente menores en células hipofisarias hiperplásicas indicando que esta 
vía de señalización también se desensibiliza en la hiperplasia.
Con el apoyo de ANPCYT y CONICET
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Las diferentes especies de mosquitos (Diptera:Culicidae) poseen un gran impacto en nuestra 
sociedad como vectores de enfermedades (ej. dengue). Uno de los problemas que debe enfrentar 
un organismo es el mantenimiento de su equilibrio osmótico. En el caso de los mosquitos, cuyas 
larvas se desarrollan en ambientes acuáticos limitados y sometidos a cambios repentinos de 
salinidad, la respuesta de su medio interno a los cambios de la presión osmótica ambiental debe ser
 rapida y efectiva. El conocimiento de la fisiología y de los mecanismos básicos de regulación en 
insectos resulta de vital importancia para el desarrollo de metodologías alternativas de control. El 
objetivo del presente trabajo es analizar la expresión y probable función de peptidos homólogos de
 IGF-I humano (regulador de la diuresis en mamíferos) en la regulación de la excreción en larvas 
de mosquitos. El análisis mediante inmunohistoquímica realizado en larvas del mosquito Culex 
pipiens L. sugiere la presencia de IGF-I en tejidos asociados a la excresión. El sometimiento de 
larvas del IV estadio de mosquitos a agua destilada durante 10 min mostró una caida significativa 
en los niveles de inmunorreactividad (ELISA) para hIGF-I. La reposición de agua corriente luego 
del shock osmótico mostró que los valores tienden a equipararse  con los controles (agua 
corriente) luego de 3 hs, demostrando una reversibilidad del efecto lo que sugiere un probable rol 
fisiológico del o los péptidos involucrados.
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El tumor ovárico intraesplénico (T) crece en respuesta a LH y FSH. Caracterizamos 
inmunocitoquímicamente el crecimiento y la capacidad secretora de T. En cortes de T de 1-2 
meses de evolución se determinó: expresión del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), 
presencia de células apoptóticas por el método de TUNEL, expresión de las proteínas: connexin 
43 (Cx43), que forma parte de las uniones estrechas y también la proteína de la regulación 
esteroidogénica aguda (StAR), aromatasa (Ar) y la proteína de 25kDa asociada a sinaptosomas 
(SNAP-25), como parámetros de capacidad secretoria. Se estudió la expresión de los mRNA de 
StAR, SNAP-25, Cx43 (RT-PCR) y subunidades de inhibina (Northern). PCNA fue positivo 
principalmente en células de granulosa y fue negativo en folículos luteinizados. T mostró ausencia 
de células apoptóticas. Cx43 se encontró en folículos en desarrollo y fue negativa en los 
luteinizados. StAR se encontró sólo en folículos luteinizados y células tecales. Ar fue muy intensa 
en la granulosa y también positiva en células lúteas. Los mRNA de inhibina, Cx43, StAR y 
SNAP-25 se demostraron en tumores de 1, 3 y 7 meses de evolución.
Estos resultados demuestran que T crece a expensas de la hipertrofia y proliferación de células de 
granulosa y la ausencia de apoptosis. La expresión de Cx43, StAR, SNAP-25 y Ar se encuentran 
en general conservadas aunque con algunas diferencias respecto del ovario normal.
Con apoyo de CONICET-UBA-Ministerio de Salud de la Nación
Farmacología I
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Hipertensión y Diabetes tipo 2 asociadas incrementan la morbimortalidad cardiovascular. Nuestro 
objetivo fue valorar utilidad de bajas dosis de un IECA + diuretico (perindopril (PER) + 
indapamida (IND) (PTX) en la protección del daño estructural, mediante análisis morfométrico 
(AM) miocardico e inmunohistoquímico (IHQ) en ratas Zucker (OZR). Machos OZR de 10 
semanas, G1(n= 8)= OZR+PTX. y G2(n= 8)= OZR. Durante 6 meses G1 con PTX 1mg/kg/día 
por sonda. (ratio IND/PER 0,32), y G2 vehículo. Se efectuó AM del miocardio e IHQ con 
monoclonal anti-TGFb1. 
Al 6to. mes (media ± DS)
  G1 OZR+PTX
G2 OZR
      p
Peso corporal (PC) (g) 
     591,3 ± 55,2
551,5 ± 81,3
     NS
Pres. Art. Sistolica  (mmHg)        128,9 ± 4
            150.3 ± 3,6        < 0,01
Glucemia en ayunas (mg/dl)
     256,8 ± 11,2 
267,7 ± 14 
     NS
Peso cardíaco/ 100g PC  
     0,22 ± 0,03 
0,38 ± 0,06        < 0,01
No. Fibras/área
                   48 ± 1,5                 20 ± 2,5 
   < 0,01
Diámetro por fibra (u)
                   21,1 ± 0,5 
  32 ± 3,1 
   < 0,01
No. capilares/ área
                   30,5 ± 3,1 
  9,5 ± 1,6           < 0,01
No. fibras / No. capilares               1,58 ± 0,1 
 2,19 ± 0,3          < 0,01
TGFb1 intersticial 
                   0,53 ± 0,15 
3,37 ± 0,67         < 0,01
TGFb1 pared vascular
                   1,46 ± 0,38 
7,52 ± 0,54         < 0,01
PTX controló significativamente la hipertrofia cardíaca, mejoró la relación entre No. de fibras y 
capilares, disminuyendo además la expresión de TGFb1 involucrado en la fibrosis miocardica. 
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El disulfiram, una droga que reacciona con grupos tioles, ha sido usada para el tratamiento del 
alcoholismo por mas de 40 años debido a su capacidad de inhibir la enzima alcohol 
deshidrogenasa hepática. Esta droga además tiene varios efectos sobre la síntesis de ADN y la 
proliferación celular cuyo mecanismo de acción aún no esta aclarado. En este trabajo, se estudió el
 efecto inhibitorio del disulfiram sobre la actividad de las enzimas topoisomerasas I y II, enzimas 
claves para la replicación y la transcripción, mediante la inhibición de la relajación del plásmido 
pBR322. El disulfiram (1-100 uM) inhibió la actividad de la topoisomerasa I y II de una manera 
concentración dependiente (IC50 = 42±8 y 30±9 uM, respectivamente). El ditiotreitol (1 mM) 
previno el efecto inhibitorio del disulfiram sobre ambas topoisomerasas indicando que la 
participación de grupos tioles es importante para la actividad enzimática de las topoisomerasas. 
Estos hallazgos podrían explicar numerosos efectos relacionados con la toxicidad del disulfiram y 
sugieren que las sustancias que reaccionan con grupos tioles pueden constituir una nueva clase de 
inhibidores de topoisomerasas.
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señalización muscarínica de líneas de adenocarcinomas mamarios murinos.
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Previamente caracterizamos la expresión de receptores colinérgicos muscarínicos (RCM) por 
ensayos de saturación con el antagonista muscarínico tritiado bencilato de quinuclidinilo (3H-QNB)
 en líneas de adenocarcinomas mamarios murinos LM3 y LM2.  Por ensayos de competición 
demostramos que la unión de 3H-QNB es desplazada en orden decreciente por los antagonistas 
atropina (AT)>AF-DX116>4-DAMP>pirenzepina, lo que indica una expresión mayoritaria del 
subtipo M2 en ambas líneas celulares. En LM3 la estimulación con el agonista muscarínico 
carbacol (CARB) (10-7 M) incrementó la producción basal de NO (NO2- nM/106 cél.) 
(659±41) (n=4) en un 45 % (959±50) (n=4). Dicho efecto fue inhibido por L-NMMA (10-4 M) 
AT y 4-DAMP (10-5M) y demostramos expresión de la isoforma neuronal de NOS por Western 
blot.  Mientras que también observamos un incremento en la producción de inositol trifosfato (IP3)
 (pmol/mg prot) (0.551±0.05) por CARB (1,351±0.11). Dicho efecto fue bloqueado por NCDC,
  AT y AF-DX 116 (10-5 M).  En LM2, la misma dosis del agonista estimuló drásticamente la 
producción y liberación basal de prostaglandina E2  (pg/106 cél.) (Basal: 96,0±8,7; CARB: 
1712,4±143,3) (n=3). Es probable que la activación muscarínica en LM3 module su crecimiento y
 diseminación metastásica a través de la producción de NO, mientras que en LM2, los altos niveles
 del prostanoide actuarían inmunosuprimiendo al hospedador y  favoreciendo el crecimiento del 
tumor.
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Los ratones NOD desarrollan una respuesta autoinmune contra las glándulas salivales con pérdida 
progresiva de la función secretoria constituyendo un modelo útil para el estudio del Síndrome de 
Sjögren. En trabajos previos demostramos una disminución en la actividad basal de óxido nítrico 
sintetasa (NOS) en las glándulas submaxilares de ratones NOD y una falta de respuesta de NOS a
 la estimulación por péptido intestinal vasoactivo (VIP) y carbacol. Esta alteración estaba asociada 
a una menor expresión de la isoforma NOS I sin cambios en NOS II. En este trabajo ampliamos 
ese estudio a las parótidas y a las tres isoformas de NOS y su relación con la disfunción secretoria.
 Se midió la actividad de NOS en parótidas usando L-[U-14C]-arginina como sustrato en 
condiciones basales y estimuladas con carbacol y VIP, el flujo salival en respuesta a pilocarpina y 
VIP y la expresión de las tres isoformas de NOS por inmunoblotting. Usamos ratones BALB/c 
como controles. Observamos una disminución significativa de la actividad basal de NOS (BALB/c:
 852±78, NOD: 431 ±50 pmol/g, p<0.05) con falta de respuesta al VIP y una disminución 
significativa en el flujo salival estimulado por VIP (BALB/c: 46.9±3.32, NOD: 26.4±4.6 ul/min, 
p<0.05).  Además observamos cambios en la expresión de NOS I pero no de NOS II y III en 
parótidas de NOD con respecto a los controles. Concluímos que las parótidas de ratones NOD 
presentan alteraciones en la NOS que podrían contribuir a la disfunción secretoria.
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Se han observado modificaciones en las depuraciones de aniones orgánicos en ratas con calcinosis
 arterial. El objetivo de este trabajo fue evaluar la farmacocinética de Sulfanilamida (SA, anión 
orgánico modelo) en ratas Wistar macho con calcificación arterial en evolución. Se usaron ratas 
controles (C,n=10) y ratas estudiadas a los 5 (T5; n=7); 10 (T10,n=7)y 20 días (T20,n=6) 
después de una sobredosis de Vitamina D3. Se determinaron: contenido de Calcio en aorta (Caa),
 Presión Arterial Sistólica (PAS) y los parámetros farmacocinéticos de SA( 4 mg/kg p.c.; i.v.). 
Resultados: (media ± SEM, test de ANOVA, Newman-Keuls, p<0,05: a vs C, b vs T5, c vsT10):
 Caa (umol/g): C = 26.27 ± 2.43; T5 =35.71 ± 5.63a,c; T10 = 50.16 ± 4.99a,b; T20 = 75.87 ± 
4.83a,b,c. PAS (mmHg): C = 96.2 ± 3.1; T5 = 158 ± 7a; T10 = 136 ± 8a; T20 = 161 ± 13a. 
Clearance (ClSA ml/ min/100g. p.c.): C = 2.66 ±  0.17; T5 = 3.19 ± 0.10a; T10 = 3.14 ± 0.10a; 
T20 = 2.39 ± 0.08b,c. Constante de velocidad de eliminación, K10 min-1): C =  0.15 ± 0.01; T5 
= 0.15 ± 0.01; T10 = 0.12 ± 0.005; T20 = 0.13 ±  0.01. Volumen de Distribución Central 
(VdC,ml/100g p.c.): C = 18.41 ± 0.66; T5 = 22.26 ± 1.51; T10 = 27.03 ± 1.02a,b; T20  = 
18.53 ± 0.94c. Volumen de Distribución Periférico(VdP, ml/100g p.c.): C = 25.76 ± 1.14; T5 = 
21.96 ± 2.10; T10 = 18.21 ± 0.73a; T20 = 19.76 ± 1.42a. Las variaciones de VdP y VdC 
podrían deberse a modificaciones hemodinamicas. El aumento de VdC podría explicar el 
incremento de ClSA.
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Existen numerosas evidencias que muestran al NO involucrado en los procesos inflamatorios, 
incluyendo los reumáticos y artríticos. El efecto de los AINES sobre la síntesis de NO tiene 
implicancias importantes ya que la inhibición de la iNOS (NO sintasa inducible) podría prevenir la 
neurodegeneración producida por el sistema inmune disminuyendo la síntesis de los radicales libres 
de NO.  La NOS puede ser inducida en muchas células, y esta producción aumentada de NO 
podría tener un papel importante en la patogénesis de los desórdenes degenerativos del cerebro. 
En este trabajo se estudia el efecto in vivo de tres AINES (Clonixinato de Lisina CL, indometacina
  y meloxicam) sobre la producción de NO en cerebelo de rata, cuantificada por la técnica de 
Snyder modificada. El LPS (5mg/kg) in vivo incrementó la producción de NO (C: 24691 + 3743 
cpm/100mg p.h., LPS: 43716 + 3489). La co-administración de indometacina en dosis de 2,5 y 5 
mg/kg no modificó el efecto del LPS y sólo una dosis de 10 mg/kg fue capaz de abolir el aumento 
producido por la endotoxina. También las dosis de 10, 20 y 40 mg/kg de CL y las de 5 y 10 
mg/kg de meloxicam bloquearon el incremento en la síntesis de NO.
Los estudios por western blot muestran que la expresión de iNOS y nNOS es incrementada por 
LPS y que esto es inhibido por todas las dosis de CL estudiadas (10, 20 y 40mg/kg).
Estos resultados muestran la acción inhibitoria de tres AINES sobre la síntesis de NO de cerebelo.
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El óxido nítrico (NO) es una molécula inestable pero polifuncional que media en numerosos 
procesos fisiológicos como la neurotransmisión, la regulación inmune, la motilidad del músculo liso. 
En el útero participa en la implantación y en el mantenimiento de la quiescencia durante la preñez.
En este trabajo se estudia si el LPS y el E regulan la producción de NO en el útero de rata 
ovariectomizada. 
El LPS (5mg/kg) aumentó la síntesis de NO (cuantificada por la técnica de Snyder modificada) en 
un 104 %. La preincubación con L-NAME (600 uM) inhibió en un 64% este incremento, mientras
 que la Aminoguanidina (500uM), inhibdor específico de la iNOS(NOS inducible) lo hizo en un 
52%. La Espermidina (3uM), inhibidor específico de la nNOS (NOS neuronal) fue capaz de 
disminuir en un 57% el efecto del LPS.
El E (1ug/rata) aumentó la producción de NO en un 103%, hecho que fue inhibido parcialmente 
por AG (66%) y por Espermidina (32%).
Para determinar las isoenzimas involucradas en el efecto de LPS y E, se realizaron inmunoblots 
utilizando anticuerpós específicos anti eNOS (NOS endotelial), iNOS y nNOS. El útero de rata 
ovariectomizada expresa eNOS e iNOS. Pero tanto el tratamiento con LPS como con E indujo la 
expresión de nNOS y aumentó la de iNOS. No se modificó la expresión de la eNOS.
Estos resultados sugieren que el LPS y el E aumentan la síntesis de NO en el útero de rata, 
aumentando las isoformas iNOS y nNOS.
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Las cadenas polisacarídicas del Dermatán Sulfato (DS) se están unidas a un esqueleto proteico 
constituyendo proteoglicanos: decorina, biglicano y trombomodulina; actúa como anticoagulante 
inhibiendo a la trombina (T) (directamente a través del Cofactor II de la Heparina o indirectamente
 por activación de la Proteína C. Nuestro grupo ha descripto que bajo estrictas condiciones 
experimentales, la actividad anticoagulante y anticomplementaria de la heparina no fraccionada 
residen en la misma fracción del polisacárido. El objetivo del trabajo es caracterizar la interacción 
entre el DS y el primer complejo de activación del complemento humano(C1). El C1 se aisló del 
plasma humano por el método de Bing y se purificó por cromatografía de afinidad con IgG 
agarosa. Se utilizó DS de máxima pureza (Syntex). La unión entre ambas macromoléculas se midió
 por la turbidez desarrollada a 420 nm,  en 1 hora a 37ºC bajo condiciones controladas (pH, 
relación DS/C1, presencia de iones calcio y baja fuerza iónica). En todas las relaciones de DS/C1 
estudiadas (1, 2, 5 y 10) en el precipitado de la interacción se separó una pequeña fracción de DS 
que oscila entre el 11.10 y 5.50 %, significativamente diferentes (P<0.01, test de Dunnett). Sobre 
estas fracciones se midió la actividad anti T a través del sustrato cromogénico. Los resultados 
preliminares parecen indicar que igual que con la Concanavalina A, la interacción del DS con el C1
 selecciona una pequeña fracción con propiedades particulares.
Hematología III
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Entre los cristales endógenos con capacidad para provocar lesiones intraarticulares se encuentra el 
urato monosódico que desencadenan una cascada que, en último término, causa la destrucción del 
cartílago mediada por las citoquinas e indirectamente la elevación de los niveles de  fibrinógeno, el 
que fue determinado en ratas con artropatía inducida por uratos  para evaluar el efecto 
antiinflamatorio del láser de He-Ne y por estudio anatomopatológico (AP). En un 1º grupo se 
inyectó uratos en ambas articulaciones de los miembros posteriores. El 2º grupo: control. En el 3º 
grupo se trató con Láser sobre las articulaciones inyectadas con uratos. Se observa que existe un 
incremento estadísticamente significativo (p<0.001) de los niveles de fibrinógeno (434.48 ± 18.38 
mg/100ml) en el grupo inyectado con uratos comparando con el grupo control (201.9±9.58 
mg/100 ml) y la misma diferencia existe entre el grupo inyectado con uratos con las posteriormente
 tratadas con láser de He-Ne (227.23±11.96mg/100 ml). Sin existir diferencia estadísticamente 
significativa comparando el grupo control con el inyectado con uratos y tratadas con láser de 
He-Ne. Se observó en la AP del grupo inyectado sin tratamiento reacción inflamatoria crónica y en
 el grupo tratado un marcado proceso regresivo El tratamiento con Láser de He-Ne en artritis 
experimental por uratos tendría efecto antiinflamatorio evaluado por los niveles de fibrinogeno e 
involución de las cambios histológicos.

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 390 de 475

392
.
Repoblación eritropoyética en ratones hipóxicos aplasiados transplantados con 

médula osea normocitémica

Susana M. Mide(1),  Cristina  Barceló(1),  Rosa M. Alippi(1).

(1)Cátedra de Fisiología-Facultad de Odontología, U.B.A. 

smide@ciudad.com.ar
La eritropoyesis de hipoxia tiene un patrón definido que ya fue presentado. El objetivo de este 
trabajo fue analizar el efecto del transplante de médula osea normocitémica (M.O.N) sobre la 
producción de células identificables morfologicamente de la serie roja (C.I.M.S.R.) en animales 
hipóxicos aplasiados. Ratones CF1, adultos, hembras, fueron subdivididos en 4 grupos: Control no
 irradiado (C.N.), Hipóxico no irradiado (C.deHx),Control irradiado (C.I.) e Hipóxido irradiado 
(Hx.I.). 20 ratones fueron tratados 18 dias con Hx. discontinua (Cámara de altura), 10 se 
sacrificaron 14 dias después (C.de Hx.).Los restantes más 10 controles se irradiaron (800 rads) y 
se les inyectó 1.4 x 106 células de M.O.N.isogénica, sacrificándose a los 14 dias post-transplante.
 Se efectuó hematimetría, recuento celular de M.O.Total (M.O.T.=Células de femur x 17) y de 
Bazo(B),esplenogramas y mielogramas. De estos datos se obtuvieron C.I.M.S.R. totales 
(M.O.T.+B). Los resultados fueron: Reticulocitos x mm3 (x 103): C.N.:125±10 vs. C.I.:244±17 
vs. Hx.I.:24±3 (p<0.001). En C.de Hx. vs Hx.I.:n.s. En C.I.M.S.R. totales x 106 se halló : 
C.N.84.4±3.5 vs.C.I.:113.3±2.2 vs. Hx.I.:19.4 ±0.54 (p<0.001).Entre Cde Hx. vs Hx.I. en B. 
fue n.s. En M.O. no habían C.I.M.S.R. La irradiación letal y el transplante de M.O.N. en ratones 
hipóxicos no modifican el patrón de eritropoyesis de hipoxia.
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Hemos descrito que fragmentos (F) proteolíticos de Fn (producida en nuestro laboratorio) de 
afinidad por la heparina degradan al factor von Willebrand (VWF) purificado en forma similar a la 
VWFCP. En este trabajo utilizamos, a partir de Fn comercial, estos mismos F (afinidad creciente),
 (FI=175 µg, FII= 26µg, FIII= 5µg) y F comerciales  de 30 kD (150µg) con afinidad a heparina, F
 de 40 kD (150µg) a gelatina, F de 70 kD (150µg) heparina y  gelatina, anticuerpo a-VWFCP  
(420µg, IgG de un paciente con PTT no familiar), VWFCP (3.5µg) parcialmente purificada. A 
estas muestras (184 µL), cuya proteasa se activa con BaCl2 (0.02M),  se le agrega  VWF 
purificado (1.84µg). Para exponer el sitio proteolítico del VWF se realiza una diálisis con urea 
(1.5M) durante 19h a 37ºC. El % de la actividad proteásica sobre el VWF de las muestras 
respecto a la de un pool de plasmas normales se evalúa midiendo el enlace del VWF al colágeno. 
El VWF:Ag se mide por ELISA. El rango del % de la actividad proteásica (n=3) fue:  FI= [0-12 ],
 FII= [77-102], FIII= [20-43],  F 30kD=[85-102], F45kD= [4-24], Fg 70kD= [0-30], 
VWFCP= [73-102], FII+a-VWFCP=[12-50],FIII+a-VWFCP=[3-12], F 30kD 
+a-VWFCP=[90-100],Fg 45kD+a-VWFCP=[2-14], VWFCP+a-WFCP=[0-10]. El VWF:Ag 
de los productos de diálisis no indicó adsorción. Los resultados indican: que los F de Fn de alta 
afinidad por la heparina y no por la gelatina tienen actividad proteásica y que el FII contiene la 
VWFCP ó a una sustancia con sitios antigénicos similares.
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La deficiencia de la proteasa que cliva al VWF (VWFCP)  se asocia con la presencia de 
multímeros extragrandes  del VWF en plasma, los cuales pueden  producir agregación plaquetaria 
en la microcirculación. El embarazo es una condición fisiológica en el cual  los niveles de VWF 
aumentan  con el avance del mismo. En este trabajo determinamos  la actividad de la  VWFCP en 
embarazadas del primer y tercer trimestre. El propósito del mismo es establecer la relación entre la
 VWFCP y el VWF:Ag al principio y al final de la gesta. La actividad de la VWFCP de estas 
muestras plasmáticas  la  evaluamos respecto a diluciones de un pool normal. Se desarrolla una 
diálisis con urea (expone el sitio proteolítico) de VWF purificado agregado a los plasmas 
previamente incubados con BaCl2 para activar a la VWFCP. El efecto de la VWFCP sobre el 
VWF se evalúa por el ensayo de unión de VWF a colágeno. Los resultados obtenidos fueron los 
siguientes: Embarazadas del primer trimestre (n=6) : % de VWFCP=90±20, %VWF:Ag=121±57.
  Embarazadas del tercer trimestre (n=8) % VWFCP= 65±18, %VWF:Ag= 216±112. 
Concluímos que el % VWFCP de las embarazadas del tercer trimestre  es significativamente 
menor (p=0.03) al % de VWFCP de las embarazadas del primer trimestre, mientras que existe un 
aumento significativo del VWF:Ag (p<0.05)  El cociente entre las medias de VWFCP/VWF:Ag  
(0.74 vs 0.30) disminuye con la gesta, lo que muestra una tendencia a afirmar una correlación entre
 los parámetros.

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 393 de 475

395
.
Genotipificación de la inversión del intrón 22 del gen del factor VIII de 

coagulación mediante PCR de larga distancia.

Carlos D. De Brasi(1),  Liliana C. Rossetti(1),  Irene B. Larripa(2).

(1)Inst. de Invest. Hematológicas, Academia Nacional de Medicina (2)Inst. de Invest.  

Hematológicas, Academia Nacional de Medicina 

ibl@hematologia.anm.edu.ar
La hemofilia A (HA) es una enfermedad hemorrágica, hereditaria, ligada al sexo caracterizada por 
déficit en el FVIII de coagulación. El 40-45% de las HA severas son causadas por la inversión del
 intrón 22 (Inv22). A pesar del reporte de un método basado en PCR de larga distancia (LD 
PCR) de un solo tubo (Liu et al, 1998, Blood 92:1458-9) para detectar la Inv22 en lugar del lento 
y laborioso Southern blot; dificultades de tipo práctico asociadas a la resolución de amplímeros de 
parecida longitud e intensidad desbalanceada (10, 11 y 12 Kb),  impiden el reemplazo confiable 
de un método por otro. Este reporte describe el diseño y validación de una modificación del 
método de Liu et al para estudiar  la Inv22, que incluye la genotipificación en tubos separados de 
los alelos normal (12 Kb) y mutado (11 Kb) de cada muestra. La presencia o ausencia de señal 
específica permite determinar los 3 posibles genotipos: Inv22 [+], [-] o [+/-]. Las condiciones de 
reacción y termociclado fueron optimizadas. El método propuesto fue validado en un experimento 
a ciegas comparando los resultados de 11 muestras previamente genotipificadas por Southern blot,
 obteniéndose una perfecta correlación. Estos resultados indican la confiabilidad del método y nos 
permiten proponerlo para ser incorporado a la rutina de diagnóstico molecular en HA severa.
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La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente para la trombosis. Para evaluar el 
efecto de la homocisteína (Hcy) y compuestos relacionados, sobre la fibrinoformación, se 
obtuvieron redes de fibrina plasmática en presencia de 0.3 mM de: Hcy; Cisteína (Cis); 
2-Mercaptoetanol (2-ME) y Homocistina (Hcis); control: PBS. Se registró la Absorbancia a 
450nm vs tiempo. Las redes de fibrina fueron observadas por microscopía electrónica. Se 
evaluaron los siguientes parámetros: número de fibras por campo, ancho y largo de las fibras 
(micrómetros). Las mediciones, expresadas como mediana y rango, fueron comparadas vs el 
control por el método de Mann Witney (* = p < 0.05).
            N° Fib/cpo               Ancho                     Largo
PBS     30 (27 - 32)       0.31 (0.17-0.41)      1.02 (0.56-2.31)
Hcy     34 (32 - 36)*     0.33 (0.18 - 0.69)*  0.56 (0.23-1.89)*
Cis       31 (24 - 32)       0.36 (0.2 - 0.84)*    0.83 (0.38-1.96)*
2-ME   16 (6 - 24)*       0.31 (0.13 - 0.99)   1.04 (0.15-3.39)
Hcis      23 (16-36)         0.31 (0.18-0.66)     0.92(0.46-2.85) 
Conclusiones: La fibrina generada en presencia de Hcy es compacta, con fibras cortas y gruesas. 
El grupo tiol de la Hcy, y no el de los otros compuestos sulfurados, estaría involucrado en ese 
efecto. Estos datos contribuirían a esclarecer el mecanismo trombogénico de la 
hiperhomocisteinemia.

Viernes, 12 de Octubre de 2001
Página 395 de 475

397
.
Evaluación de MTHFR variante termolabil (MTHFRTL), protrombina 20210A 

(FII20210A) y fvleiden (FVL) en pacientes con trombosis venosas (TV) y 

arteriales (TA).

María J. Salviú(1),  Alicia N. Blanco(1),  María V. Nadal(1),  Patricia  Casais(1),  María 

F. Alberto(1),  Laura C. Gennari(1),  Silvia H. Grosso(1),  Emilse  Bermejo(1),  María A. 

Lazzari(1).

(1)Instituto de Investigaciones Hematológicas, Academia Nacional de Medicina 
Evaluamos la presencia de alteraciones trombofílicas en pacientes con TV (31) y TA (13), 
analizándose MTHFRTL, FII20210A, FVL, inhibidor lúpico (IL), anticardiolipinas (ACA), 
homocisteína (hcy), respuesta fibrinolítica a la isquemia y tPA/PAI. La mayoría de los pacientes 
mostraron al menos un defecto (TV:29/31; TA:12/13). Dividimos los pacientes según el 
genotipo-MTHFRTL. TV: 11 normales (NMTHFR) y 20 homo/heterocigotas (MTHFRTL); TA: 
4 N-MTHFR y 9 MTHFRTL. Detallamos a continuación las alteraciones observadas(n). 
TV-MTHFRTL(20): FV(1), FII20210A(0), IL/ACA(10), Fibrinolisis¯(2), hcy­(>15mM)(18), 
mediahcy25,37±17,03. TV-NMTHFR(11): FV(3), FII20210A(3), IL/ACA(1), Fibrinolisis¯(1), 
hcy­(6/9), mediahcy15,46±5,36. Observamos mayor prevalencia de IL/ACA (p:0,0260) en 
TV-MTHFRTL y de FII20210A (0,0367) o FII20210 y/o FVL (0,0132) en TV-NMTHFR. 
TA-MTHFRTL(9): FV(1), FII20210A(0), IL/ACA(3), Fibrinolisis¯(0), hcy­(7/7), 
mediahcy20,93±4,51. TA-MTHFR(4): FV(0), FII20210A(0), IL/ACA(2), Fibrinolisis¯(1), 
hcy­(3), mediahcy16,48±6,05. No observamos diferencias (p>0,05) en la prevalencia de los 
diferentes defectos entre TA-MTHFRTL y TA-MTHFR. En pacientes con MTHFRTL (TV o 
TA) los niveles de hcy fueron más altos, sin alcanzar significación estadística. En TA la MTHFRTL
 no se asocia a ningún defecto en particular. En TV la MTHFRTL se asocia a la presencia de 
IL/ACA; en cambio, en ausencia de MTHFRTL se detecta la presencia de las otras anomalías 
moleculares, FVL y/o FII20210A.
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Anteriormente demostramos que el tratamiento de ratas con Lc, incrementa  la vicosidad sanguínea
 y disminuye  la deformabilidad eritrocitaria. Objetivo: analizar el efecto directo de Lc sobre la 
forma, deformabilidad y resistencia osmótica eritrocitaria. Método: A ratas Wistar machos adultas 
se les extrajo sangre anticoagulada por punción cardíaca. La sangre obtenida se fraccionó en  
Control (C) (n=5) y  Tratada (T), a la cual se le agregó Lc concentración 2,5 mg% (T1) (n=5) o 
5,5 mg%, (T2) (n=5), incubándose 30 minutos a 37ºC. Resultados: Indice de rigidez (IR) 
(filtración a través de membranas nucleopore): C: 7,12 ± 1,08  ; T1: 14,09 ± 1,70*  ; T2:18,59 ± 
1,93 *  (*p<0,01 vs. C). Forma eritrocitaria (distinción de las formas por microscopía y cálculo 
del Indice Morfológico IM): C: -2,86 ± 0,12 ; T1: -3,61 ± 0,11*  ; T2: -3,16 ± 0,10 *  (*p<0,02 
vs. C). Resistencia osmótica (RO) (estimada por la pendiente B de la curva de hemólisis) 
expresada como la diferencia  BC-BT fue para T1: 3,52 ± 0,75  y T2: 2,88 ± 1,00 (p< 0,05) 
implicando aumento de RO. Los índices hematimétricos: concentración de hemoglobina 
corpuscular media (CHbCM -C: 36,93 ± 1,50) y volumen corpuscular medio (VCM-C: 62,92 ± 
2,50) no se modificaron. Conclusión: El efecto de Lc sobre el eritrocito produce un cambio de 
forma de discocito a esferoestomatocito (IM más negativo) que evidencia una interacción con la 
bicapa lipídica de la membrana. Este cambio explicaría el aumento observado en IR y en RO.
Infectología I
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El presente trabajo tiene como objetivo analizar comparativamente ratones infectados con dos 
cepas de T. cruzi,  las modificaciones observadas en los valores de parasitemia, los registros 
electrocardiográficos, la estructura histológica, la afinidad y densidad de los receptores beta 
cardíacos y los niveles de fibrinógeno plasmático como parámetro de factor de riesgo. 
Se utilizaron ratones albinos suizos de 3 meses de edad tanto para el grupo inoculado con 50  
tripomastigotes T. cruzi cepa  Tulahuen (T) como para el grupo infectado con 50 parásitos/animal 
de la cepa Z/12 Argentina (Z) (obtenida de paciente crónico).
Los datos obtenidos en la etapa aguda reflejan que la parasitemia del grupo T es mayor que la del 
grupo Z (p<0,01). Las alteraciones electrocardiográficas se expresan en un 35% en el grupo T y 
un 14% en el Z, esto se ve acompañado con una histopatología más severa en el primer grupo con 
respecto al segundo.
La afinidad de los receptores beta cardíacos no mostró diferencias significativas entre ambos 
grupos, en cambio la densidad fue mayor en el grupo Z que en el grupo T (207, 64±8,16 y 78, 
245±1,672 fmol/mg proteína) (p<0,001). En cuanto a los valores de fibrinógeno plasmático fueron
 superiores en el grupo T (311, 6±11,7 mg/dl) con respecto al Z (232±10 mg/dl) (p<0,001). 
Podríamos concluir que las lesiones producidas con la cepa Tulahuen generan una cardiopatía y un 
factor de riesgo trombogénico más severos que con la cepa Z12.
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Para determinar la prevalencia de infección por adenovirus (AdV) en receptores de células 
periféricas hematopoyéticas se obtuvieron,  previamente al trasplante, muestras de sangre 
(leucocitos) y orina de 23 pacientes con patología oncohematológica. El grupo control incluyo 
muestras de sangre de 15 adultos sanos. La detección de AdV se realizó por cultivo y  PCR.
De los 23 pacientes, 8 presentaron PCR positivas para AdV por PCR en leucocitos y 4 en orina.  
El AdV se recuperó por cultivo a partir de  leucocitos en 3 pacientes y de orina en 2 pacientes. En 
4 casos se observó positividad para AdV simultáneamente en sangre y orina. 
En el periodo pretrasplante un total de 11 pacientes tuvieron un resultado positivo para AdV en 
alguna muestra por uno de los métodos empleados. De ellos, 2 desarrollaron cistitis hemorrágica o 
neumonía (con etiología negativa para otro patógenos) luego del trasplante. Todas las muestras de 
individuos sanos fueron negativas para AdV por cultivo y PCR. En nuestro conocimiento, éste es 
el primer trabajo que evalua la presencia de AdV por PCR en sangre y orina previamente al 
trasplante. La prevalencia de AdV fue de 35% (8/23) por PCR y de 13% (3/23) por cultivo. 
Estos datos sugieren que este grupo de pacientes  inmunosuprimidos podrían reactivar el virus y 
estar en riesgo de desarrollar enfermedad por AdV.
