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disefiados exclusivamente para gran capacidad vial en by Taylor-Wharton” e
practica en forma de cajabastidores de almacenamiento.
Proporcionan tiempos maximos de espera. Esto significa
menos costes de operacion de los viales y menos recargas.
El nuevo LS6000 con el Controlador AutoTend con la tem-
peratura leida proporciona llenado automatico y funciones
de alarma.

Serie XT

La serie de tiempo extendido (XT) Serie de refrigeradores crio-
génicos estan disefiados para el almacenamiento a largo plazo
de una variedad de materiales a temperaturas criogénicas. Esta
serie también ofrece modelos de bajo perfil (XTL), con 5 "botes.

Caracteristicas

(1) LS 6000 esta disponible con el controlador AutoTend con

lectura de la temperatura

(2) LS 6000-AT, en fase de vapor, -190 ° C superior del bastidor
(3) Nueva Construccion resistente - acanalado de alta resistencia
cuerpo de aluminio, disefio de tubo del cuello magniformed,
y el sistema de pintura mas duradera

(4) Sistemas de almacenamiento convenientes - Rack ubicacion
del indiceanillo y ubicacion interna de la araha, la computadora
almacenamiento cuadro compatible es ideal para inventario
simple administracién

(5) el rendimiento de vacio Superior con super aislamiento
proporciona tiempos maximos de espera

(6) Seguridad - Accesorios de alarma de bajo nivel esta dispo-
nible con capacidad de monitor remoto

(7) tapas bloqueables

(8) Movilidad - bases de ruedas estan disponibles

SISTEMA DE RACK

/>

Los dispositivos de ultrasonidos de laboratorio
h ielscher y procesadores industriales

Ultrasound Technology

Expansién del proceso

Cada aplicacion ultrasénica requiere una cierta
combinacién éptima de amplitud sonicacion,
temperatura y presion del liquido. Esta configu-
racion éptima puede encontrarse en pequefo
laboratorio o prueba Banco-tapa escala, por
ejemplo mediante un UIP1000hd (1kW) con celda
de flujo. Una vez que se ha identificado la confi-
guracion de los parametros optimos, la eficiencia
del proceso puede ser escalada linealmente.

*LEYVITEC
UIP50H -UIP100 UIP500hd - pequefia  UIP1000hd UIP2000hd UIP16000 = 3 -
Compacto para Lab. - escala industrial - versétil — Alta eficiencia — Mas potente Distribuidor Autorizado

LEYVITEC LABORATORIOS, S.A. DE C.V. Tels. 52-20-02-71

mail: leyvitec@prodigy.net.mx 53-42-51-44
www.leyvitec.com 52-39-65-11
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Introduccion

Por primera vez, se lleva a cabo de forma bianual la décimo octava edicion de nuestro

Congreso de Carteles “Dr. Lino Diaz de Leon” siendo ésta una magnifica oportunidad
para conocer y discutir las lineas de investigacion que se cultivan en nuestro Instituto,
y son los estudiantes los principales protagonistas de este evento. Son ellos que con su
trabajo y entusiasmo, hacen posible que un dia al aflo nos reunamos para convivir
académica y socialmente.

Son estos estudiantes que con la atinada direccidn de sus tutores, enriquecen nuestra
vida académica; en ellos recae en buena medida la generacion de resultados que se
transformaran en presentaciones en congresos, conferencias y finalmente
publicaciones.

Estas memorias recopilan los resumenes de los trabajos realizados por los estudiantes
para este XVII Congreso de Carteles. Es clara la relacién entre el nimero de
publicaciones de un determinado grupo de investigacion y el nimero de estudiantes
que en él desarrollan su trabajo.

En total se presentaron 134 carteles de alumnos de licenciatura, posgrado, servicio
social y estancias de investigacion adscritos al IIB, de los cuales 22 son del
Departamento de Biologia Celular y Fisiologia; 32 del Departamento de Biologia
Molecular y Biotecnologia; 31 del Departamento de Inmunologia; 48 del Departamento
de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental y 1 de Unidades de Apoyo.

Como en afhos anteriores, se premid al mejor cartel de cada uno de los cuatro
departamentos, asi como el mejor cartel a nivel licenciatura y a nivel posgrado.

Deseando que todos obtengamos el mayor provecho de este evento, los invito con
gusto a conocer una muestra del trabajo que se desarrolla en nuestro Instituto.

Dr. Jesus Javier Espinosa Aguirre
Secretario Académico




Departamento

Biologia Celular y Fisiologia




UNA EMPRESA ,
aALTATECNOLOGIA

INOLAS

Especialistas

SOPORTE TECNICO ESPECIALIZADO

| 22azime |

ey

v .

Ty Smaavi

Distribuidor Autorizado

BECKMAN Molecular
doind: @rsisss  »BINDER Whatman
GE Healthcare

(' NOS REGIMOS BAJO LA NORMA 1SO 17 025 )

Contamos con Ingenieros ESPECIALIZADOS Y CERTIFICADOS para
atender sus necesidades de Servicio Técnico con CALIDAD Y CONFIANZA
Como parte de nuestro departamento de ingenieria de servicio, ponemos a
sus 6rdenes nuestro LABORATORIO DE PRUEBAS DE DESARROLLO

con equipos demo y consumibles de primera calidad para brindarle

SOLUCIONES A SU MEDIDA

=
INGENIERIA DE SERVICIO §> ,

® Cadlificacién de Instalacién* ¢ Calibraciones*

® Calificacién de Operacién* ® Traslados

¢ Calificacién de Funcionamiento* @ Capacitaciones de Operacién

® Mantenimiento Preventivo* ® Cursos Especializados

® Mantenimiento Correctivo ® Andlisis y Desarrollo de Métodos

* Con Protocolos de Doc. Validados

Tel. (55) 55 24 24 29 sales @inolab.com « soporte@inolab.com e atencionclientes@inolab.com
Fax.(55) 65 34 91 35 www.inolab.com

Aniceto Ortega no. 1341 Col. Del Valle C.P. 03100 Del. Benito Juarez México D.F.
Suc. GDL. Cerrada de San José # 3038 Col. Chapalita GDL. JALISCO




M emorias Biologia Celular y Fisiologia
BCF244

EFECTOS OPUESTOS DE FARMACOS ANTI-CONVULSIVOS Y AGENTES PRO-CONVULSIVOS SOBRE LA EXPRESION DEL
ARNM DE IL-1BETA Y DE TNF-ALFA EN EL HIPOCAMPO. Gémez CD, Buijs RM, Sitges M. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

Objetivos: Evidencia reciente muestra que en modelos animales de convulsiones y de epilepsia, la expresion de las
citocinas pro-inflamatorias aumenta en el sistema nervioso central. En el presente trabajo se investigd en qué medida
el nuevo farmaco anti-convulsivo, vinpocetina, asi como los farmacos antiepilépticos clasicos, carbamazepinay acido
valproico, son capaces de suprimir o prevenir el aumento en la expresion de las citocinas en el cerebro. Métodos:
Se utilizé la técnica de RT-PCR para determinar la expresién del ARNm que codifica para las citocinas pro-
inflamatorias IL-18 y TNF-a en el hipocampo de ratas administradas con una o siete dosis de vinpocetina,
carbamazepina o acido valproico, o después de la administracion aguda de 3 diferentes agentes pro-convulsivos, a
saber, 4-aminopiridina, pentilentetrazol o pilocarpina. También, se evalud el efecto de los farmacos anti-epilépticos
sobre las convulsiones y sobre los cambios en la expresion del ARNm de IL-1B y de TNF-a inducidos por 4-
aminopiridina. Resultados: Una dosis Unica de vinpocetina fue capaz de disminuir la expresion basal del ARNm de
IL-1B y de TNF-a en el hipocampo. Una dosis Unica de carbamazepina también disminuy6 el ARNm de IL-1B. Sin
embargo, dosis repetidas de carbamazepina fueron necesarias para disminuir la expresion basal del ARNm de TNF-
a. Opuestamente, las convulsiones tonico-clonicas generalizadas inducidas por la administracion aguda de 4-
aminopiridina, pentilentetrazol o pilocarpina, aumentaron la expresion basal del ARNm de ambas citocinas pro-
inflamatorias. Una sola dosis de los farmacos anti-convulsivos fue capaz de prevenir las convulsiones ténico-clénicas,
asi como el aumento en la expresion de IL-1B inducidos por 4-aminopiridina. Entre los anti-convulsivos evaluados,
el acido valproico fue el menos efectivo dado que fue incapaz de prevenir los cambios conductuales que acompafan
a las convulsiones y el aumento en el ARNm de TNF-a inducidos por 4-aminopiridina. Conclusién: Los resultados
descritos anteriormente sugieren que la accién de los farmacos anti-convulsivos sobre la excitabilidad cerebral
también podria involucrar la prevencién de procesos inflamatorios en el cerebro.

BCF254

LA PERDIDA DEL POTENCIAL NEUROGENICO EN LAS CELULAS PROGENITORAS NEURALES DE LA MEDULA ESPINAL
FETAL SE ASOCIA CON UNA DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD DE TELOMERASA Y UNA PROLONGACION DEL CICLO
CELULAR. Olivos-Cisneros L, Ramirez-SANTOS J, GUTIERREZ-OSPINA G. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA,
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

En la médula espinal adulta existen células progenitoras neurales (CPN) capaces de generar neuronas. Esta
capacidad, sin embargo, no se observa en condiciones /n vivo. Se asume que la pérdida del potencial neurogénico
de las CPN medulares espinales adultas ocurre como el resultado del proceso de transicion entre las etapas
neurogénica y gliogénica que tienen lugar durante el desarrollo fetal. No obstante, no es claro si la pérdida de la
pluripotenicalidad /n vivo responde a factores microambientales o se asocia con limitaciones inherentes a las CPN.
Al respecto, mucho trabajo se ha hecho para caracterizar el microambiente permisivo para la neurogénesis. En
contraste, poco sabemos sobre los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a las posibles restricciones
intrinsecas que afectan el potencial de diferenciacion neurogénico. En este trabajo ahondamos en el estudio de los
factores intrinsecos que impiden la generacién de neuronas una vez que se ha establecido la fase gliogénica durante
el desarrollo. La telomerasa es una enzima que permite mantener la propiedad de autorenovacién y posiblemente
el potencial neurogénico de las CPN adultas. Nuestros datos muestran una estrecha relacion entre la pérdida del
potencial neurogénico y la pérdida de la expresion y actividad de telomerasa en la médula espinal /n vivo,
circunstancia que nos hizo pensar que la duracién del ciclo pudiese estar afectada. En concordancia con ello, nuestras
observaciones sugieren que la duracion del ciclo celular es mayor, en los progenitores neurales comprometidos a
generar células gliales, con relacién a aquellos que si originan neuronas. Esto ocurre en asociacién con cambios en
la disponibilidad de p19”*f, molécula reguladora de la progresion ciclo celular. En su conjunto, pensamos que
nuestros datos apoyan que existe un proceso de senescencia replicativa involucrada en la pérdida del potencial
neurogénico de las CPN en la médula espinal fetal murina.
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DOSIS EFECTIVA DE DIAZEPAM EN RATAS RECIEN DESTETADAS: LABERINTO DE BRAZOS ELEVADOS. GUILLEN-RuIZ G,
BERNAL-MORALES B”, CONTRERAS CM*E,  CUETO-ESCOBEDO J*, RODRIGUEZ-LANDA JFA. QFBGABRIELRUIZ@YAHOO.COM.MX,
BBERNAL@UV.MX, CCONTRERAS@UV.MX, JCUETO@UV.MX, JUARODRIGUEZ@UV.MX “LABORATORIO DE INEUROFARMACOLOGIA, INSTITUTO DE
NEUROETOLOGIA, UNIVERSIDAD VERACRUZANA. AV. DR. Luis CASTELAZO S/N, COL. INDUSTRIAL ANIMAS, C.P.91190, 2UNIDAD
PERIFERICA XALAPA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion: aunque las evidencias clinicas y experimentales han mostrado indicadores de ansiedad en sujetos
muy jovenes, la mayoria de los estudios que se encaminan a identificar las propiedades farmacoldgicas de sustancias
con efectos ansioliticos emplean sujetos adultos, por lo que los efectos de ansioliticos en infantes han sido
escasamente estudiados. El objetivo de este estudio fue identificar la dosis minima efectiva con efecto ansiolitico
en ratas recién destetadas de la cepa Wistar. Método: cinco grupos experimentales de ratas de la cepa Wistar de 21
dias de edad incluido un grupo control (VEH: 0.9% NaCl, 0.3ml/rat, n=15) y otros grupos que recibieron diferentes
dosis de diazepam (DZP): 0.1 mg/Kg (n=11), 0.5 mg/Kg (n=12), 1.0 mg/Kg (n=12) y 5.0 mg/Kg (n=9). Este rango de
dosis incluy6 dosis mayores y menores que 1.0 mg/Kg, considerada como la dosis ansiolitica mas utilizada en ratas
adultas. Los tratamientos fueron inyectados subcutaneamente en un volumen de 0.3 mL/rata. Una hora después de
la inyeccion las ratas fueron evaluadas en el laberinto de brazos elevados y en la prueba de campo abierto. Todos
los procedimientos se realizaron durante el periodo de luz entre las 11:00 a.m. y las 3:00 p.m. Resultados: todas las
dosis ejercieron alguna accién ansiolitica, pero la dosis de 0.5 mg/Kg fue la minima efectiva, produciendo el mayor
numero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos en la prueba del laberinto de brazos elevados
comparado con el vehiculo, sin afectar la actividad locomotriz espontanea. Conclusion: las ratas infantiles requieren
dosis menores de diazepam que los adultos, los cual puede ser considerado en estudios futuros que evallen el
efecto de sustancias con algun efecto ansiolitico a esta edad.

Becario CONACYT No. 249708 (GR-G) y 171055 (CE-J).

BCF261

EXPRESION DE RECEPTORES A NEUROTROFINAS EN EL GANGLIO SIMPATICO. FeRIA JA, VALLE P, CIFUENTES F ELINOS D Y
MORALES MA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.

Se ha encontrado que las neurotrofinas (Nts) BDNF y NGF presentan un efecto diferencial sobre la LTP en el ganglio
cervical superior (GCS), y sobre la actividad sinaptica y eléctrica de las neuronas del GCS en cultivo. Este efecto
diferencial puede implicar que el NGF y BDNF activen diferentes vias de sefalizacion ligadas a los receptores TrkA,
TrkB y/o p75. Hasta ahora se sostiene que las neuronas del GCS no expresan TrkB, por lo que el efecto observado
con NGF estaria ligado a la activacién de TrkA 'y el de BDNF a p75. Para investigar esta posible activacion de diferentes
vias de sefalizacion, en este proyecto analizamos con técnicas de inmunofluorescencia la expresion neuronal de los
receptores a Nts en el GCS en tejido completo y en cultivo. Objetivos. -Investigar si los receptores TrkA, TrkB y P75
se expresan en las neuronas simpaticas en el GCS intacto o en cultivo. -De ser detectados estos receptores,
determinar el porcentaje de neuronas que los expresan. Hipétesis: -Los receptores a Nts, TrkA, TrkB y P75, se
expresan diferencialmente en la poblacion neuronal del GCS. Métodos. Uso de inmunofluorescencia en cortes de
GCS de rata, asi como cultivo primario de neuronas de GCS. Obtencién y analisis de imagenes para cuantificar el
porcentaje de neuronas inmunopositivas. Resultados. Se encontrd expresién de los receptores TrkA y p75; y
contrario a lo sefalado en la literatura también se detectd expresién de TrkB tanto en las neuronas en cultivo como
en las del GCS intacto.De la poblacion neuronal del GCS, 60% de neuronas expresan TrkB, 84% TrkA y 52% p75.
Aunque aun no se han cuantificado en cultivo la mayor proporciéon de neuronas expresan TrkB en vez de TrkA.
Adicionalmente encontramos que 50% de las neuronas co-expresan p75 vy trkA, y 44% co-expresan TrkB y p75.
Conclusiones. Los datos anteriores demuestran que las neuronas del GCS no soélo expresan TrkA y p75 como se
habia sugerido, sino que también expresan TrkB, especialmente en cultivos donde este receptor es el mas abundante
de los 3 explorados. Ademas, estos resultados plantean la posibilidad de que TrkB, y no Unicamente p75, esté
implicado en el efecto de BDNF sobre la LTP del ganglio completo y sobre las propiedades eléctricas de las neuronas
en cultivo. Asimismo, es necesario considerar las implicaciones que la presencia de TrkB en el GCS puede tener para
otros procesos fisioldgicos.




M emorias Biologia Celular y Fisiologia
BCF265

PROPUESTA SOBRE LA FUNCIONALIDAD DE LA CELULA DE SCHWANN EN LOS AXONES DEL SISTEMA NERVIOSO
PERIFERICO. MIGUEL ANGEL LARA-GARCIA, OMAR LARA-GARCIA, VERONICA DfAZ-HERNANDEZ, HORACIO MERCHANT-LARIOS Y PABLO
PACHECO. UNIDAD PERIFERICA DEL IIBM-UNAM EN LA UNIVERSIDAD AUTONOMA VERACRUZANA, XALAPA, VER' DEPARTAMENTO DE
BioLoGiA CELULAR Y FISIOLOGIA, IIBM-UNAM; FAcuLTAD DE MEDpIciNA, UNAM.

En nuestro laboratorio, hemos analizado cambios plasticos en el sistema nervioso, que se presentan durante la vida
reproductiva de la rata hembra. De ellos, la modificacion en la mielinizacién de los axones del nervio espinal toracico
13, el cual estd muy relacionado con la primera glandula mamaria abdominal de la rata hembra, nos llevé a plantear
que los cambios plasticos del sistema nervioso observados durante el embarazo, parto y lactancia, se deben en
parte a la mayor mielinizacion de los axones del sistema nervioso periférico que nosotros estudiamos. Por ello
hacemos, ademas de la ya conocida produccion de mielina, una nueva propuesta sobre la funcionalidad de la célula
de Schwann, esta mimifica a la célula endotelial de los capilares sanguineos al proveer un aporte idnico y energético
para la funcionalidad de los axones del sistema nervioso periférico, que se lleva a cabo durante la transmision de
los impulsos nerviosos.

BCF266

EFECTOS ANSIOLITICOS DE ACIDOS GRASOS EN RATAS INFANTILES SOMETIDAS AL LABERINTO DE BRAZOS
ELEVADOS. Cueto-EscoBepo J4, CONTRERAS C.MAB  BERNAL-MORALES B* ~ GUILLEN-RUIZ G*. ALABORATORIO DE
NEUROFARMACOLOGIA, INSTITUTO DE NEUROETOLOGIA, UNIVERSIDAD VERACRUZANA. DR. LuiS CASTELAZO S/N, COL. INDUSTRIAL
ANIMAS, C.P.91190, JCUETO@UV.MX EUNIDAD PERIFERICA XALAPA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion: Las funciones del liquido amniético no han sido completamente definidas. Un trabajo previo de
nuestro grupo demostré que los acidos grasos presentes en el liquido amniético humano producen un efecto tipo
ansiolitico en ratas adultas. Sin embargo, se desconocen sus acciones conductuales en ratas de 28 dias de edad
postnatal (PN). Objetivo: ensayar el efecto de los acidos grasos en el laberinto de brazos elevados en ratas recién
destetadas. Método: Ratas Wistar de 28PN (N=60) fueron destetadas y asignadas a uno de cuatro grupos
experimentales: un grupo vehiculo (96% propilenglicol y 4% etanol, 1ml/250g/rata, n=12), un grupo de la mezcla de
acidos grasos: 1ml/300g/rata (FAM, n=19), un grupo de solucién salina 0.9% (n= 12) y un grupo con diazepam
(Valium® 10, 1mg/kg/0.25ml, n=17) como control farmacoldgico. El vehiculo y la mezcla de acidos grasos se
administraron 24, 5y 1 hora antes de las pruebas conductuales mientras que el diazepam se administré 30 min antes
de las pruebas. Los animales se sometieron a la prueba de laberinto de brazos elevados donde se midieron conductas
indicadoras de ansiedad e inmediatamente después a la prueba de actividad locomotriz para descartar efectos
motores. Resultados: El analisis estadistico demostré que las entradas (nimero y porcentaje) y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos fueron mayores en los grupos de la mezcla de acidos grasos y diazepam (p<0.05)
con respecto a los vehiculos. Ademas, con la mezcla de &cidos grasos y el diazepam el tiempo de intentos de
exploracion fue menor (p<0.05), mientras que el nimero de asomos al brazo abierto fue mayor (p < 0.05) respecto
a los grupos tratados con vehiculo. Por Ultimo, en la prueba de actividad locomotriz no se encontraron diferencias
significativas entre grupos para las variables de locomocién. Conclusion: La mezcla sintética de los acidos grasos
presentes en el liquido amnidtico produjo un efecto ansiolitico comparable al diazepam sin modificar la actividad
locomotriz.

Becario CONACYT No. 171055 (C-EJ) y 249708 (G-RG).
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EFECTO DE LA HISTAMINA EN LA FORMACION DE LA VIA NIGROESTRIATAL DURANTE EL DESARROLLO DEL
MESENCEFALO VENTRAL DE RATA. VARGAS F, ESCOBEDO I, GUTIERREZ G, VELASCO L. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS -
BIOLOGIA CELULAR ¥ FISIOLOGIA. INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR-INEUROCIENCIAS, UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO,
MeExico, D.F.-04510, MExico.

Durante la formacion del mesencéfalo (Mes), un evento fundamental es la diferenciacion de neuronas
dopaminérgicas durante los dias de desarrollo embrionario 9 al 15 (E9-E15). Estas neuronas forman la via nigro-
estriatal entre E12-E16, alcanzando las primeras proyecciones el estriado en E18. En la region del Mes, la histamina
(HA) presenta un incremento transitorio en su concentracion entre E14-E16, lo que coincide con la mayor produccion
de neuronas en esta region, sugiriendo que la HA podria influir en la diferenciacion dopaminérgica. En el sistema
nervioso central, la HA actla mediante la activacion de 3 receptores acoplados a proteinas G (RH1-RH3). Previamente,
hemos demostrado que la HA, administrada intrauterinamente en el cerebro en desarrollo, interfiere con la
diferenciacién dopaminérgica de progenitores neurales (PN) de Mes, debido a la activacion del RH;. En otros
trabajos, se ha mostrado la expresion de estos tres receptores durante el desarrollo del cerebro a partir de E14,
mediante hibridacion /n situ. En este trabajo analizamos mediante inmunohistoquimicas la co-expresion de los tres
receptores histaminérgicos con diferentes marcadores neurales, en diferentes estadios del desarrollo del Mes.
También realizamos inyecciones con HA a distintos dias (E10, E12 y E14), analizando 2 dias después la presencia de
la enzima limitante en la sintesis de dopamina, Tirosina Hidroxilasa (TH). Solamente los embriones inyectados a E10
y E12 tuvieron una disminucién importante en el marcaje con TH, mientras que aquellos tratados en E14 no se vieron
afectados, lo que sugiere fuertemente que la HA ejerce sus efectos sobre PN dopaminérgicos. Finalmente, se
administré HA en E12 y se analiz6 su efecto sobre la formacién de la via nigro-estriatal en E18. Encontramos una
disminucion notable de las fibras positivas a TH que se aproximan al estriado. El entender los mecanismos de accién
de HA podria contribuir a disefar estrategias para contender con la degeneracién dopaminérgica, responsable de
la Enfermedad de Parkinson.

Apoyado por DGAPA, UNAM (Papiit IN208713) y Conacyt (131281).

BCF271

ESTUDIO INMUNOHISTOQUiMICO DE CELULAS MIOEPITELIALES EN GLANDULAS SALIVALES DEL MURCIELAGO
FRUGIVORO ARTIBEUS JAMAICENSIS. GUERRERO HERNANDEZ JI, MORENO MENDOZA N. DEPARTAMENTO DF FISIOLOGIA CELULAR,
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion. Las células mioepiteliales son células de origen epitelial con caracteristicas contractiles necesarias
para la correcta funcion de las glandulas salivales permitiendo la expulsion de la saliva desde las porciones secretoras
hacia la cavidad bucal. Las glandulas salivales de los murciélagos, al igual que las del resto de los mamiferos, se
componen de unidades funcionales (sialonas) que constan de porciones secretoras o acinos, un sistema de
conductos y células mioepiteliales. Las porciones secretoras y el sistema de conductos han sido objeto de extensos
estudios debido a sus particularidades y diferencias entre especies de murciélagos, sin embargo las células
mioepiteliales no han sido estudiadas tan ampliamente, aunque también pueden existir peculiaridades morfolégicas
como las que existen en los otros componentes de la sialona salival. Objetivos. Establecer la presencia de células
mioepiteliales en el parénquima de las glandulas salivales de A. jamaicensis. Determinar inmunohistoquimicamente
la distribucion de las células mioepiteliales en las glandulas salivales de A. jamaicensis. Material y Métodos. Colecta
de murciélagos en el municipio de Yautepec, Morelos. Sacrificio y extraccién de las glandulas salivales mayores.
Procesamiento de muestras para tincion con H-E y para la realizacion de inmunohistoquimica con K14 y SMAa.
Resultados y Conclusiones. Se confirmoé la presencia de células mioepiteliales en el parénquima de las glandulas
salivales del murciélago frugivoro Artibeus jamaicensis. Estas células se encontraron distribuidas tanto en las
porciones secretoras como en el sistema de conductos a excepcion de sus porciones finales (conductos excretores).
No se encontraron células en los conductos méas pequefos (intercalares) debido a que estos son dificiles de
identificar con microscopia de luz clara. Es necesario realizar mas estudios para determinar la funcién de estas células
en cada porcion de la sialona, asi como para identificar diferencias en su distribucion en glandulas salivales de otras
especies.

Apoyado por PAPIIT-UNAM IN205011.
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EFECTO ANSIOLITICO DE ACIDOS GRASOS IDENTIFICADOS EN LIQUIDO AMNIOTICO HUMANO. GARcia-Rios RIL
RODRIGUEZ-LANDA RL1, CONTRERAS CMY2*. [ABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA, INSTITUTO DE NEUROETOLOGIA, UNIVERSIDAD
VERACRUZANA. XALAPA, VERACRUZ. MIEXICO!. UNIDAD PERIFERICA EN XALAPA DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
2 EMAIL: CCONTRERAS@UV.MX, CCONTRERAS @BIOMEDICAS. UNAM.MX * BECA CONACYT ReG. 203280, * DoNATIVOS CONACYT CB-
2006-1, 61741 vy DGAPA-PAPITIN211111-3.

Introduccién. Una mezcla de ocho acidos grasos identificados constantemente en fluidos materno-infantiles como
el liquido amniodtico, el calostro y la leche materna humana, producen un efecto tipo ansiolitco semejante al
diazepam en la rata Wistar. Este efecto es detectado cuando se les administra 1 ml de la mezcla, el cual corresponde
a la proporcion precisa de los acidos grasos encontrados en el liquido amniético humano; sin embargo, es
desconocido el rango de concentracion que produce la accion ansiolitica. Objetivo. Identificar la concentracion de
una mezcla de ocho &cidos grasos efectivo para producir un efecto ansiolitico a nivel experimental. Métodos. En un
estudio trasversal ratas macho Wistar adultas fueron evaluadas en la prueba de enterramiento defensivo 1 h después
de la administracién de cuatro concentraciones (0.125, 0.25, 0.5 y 1 ml por rata) de una mezcla de acidos grasos
constituida por los acisos grasos: laurico (0.4%), miristico (3.0%), palmitico (15.3%), palmitoleico (7.1%), estearico
(3.7%), oleico (8.0%), elaidico (1.5%) y linoleico (4.4%). Como control activo se empled una dosis ansiolitica de
diazepam (2 mg/kg). Resultados. El volumen de 1 ml de la mezcla de &cidos grasos redujo el tiempo de
enterramiento defensivo (reduccion del indicador de ansiedad) e incremento la latencia al enterramiento (reduccion
de la reactividad del animal) de manera semejante al diazepam. Ninguno de los volimenes inyectados, ni el
diazepam, produjeron cambios significativos en la actividad motriz. Conclusion. El efecto ansiolitico a nivel
experimental producido por la mezcla de estos acidos grasos, se produce sélo con la proporcion de acidos grasos
encontrada en el liquido amnidtico humano.

BCF278

ACCION DE UNA FEROMONA DE ALARMA EN LA ACTIVIDAD NEURONAL DEL CIRCUITO AMIGADALA MEDIAL-
HIPOCAMPO.  MOLNA-JIMENEZ ~ T%,  GUTIERREZ-GARCIA  AGY2,  CONTRERAS ~ CM*13  (CCONTRERAS@UV.MX;
CONTRERAS@BIOMEDICAS.UNAM.MX). < LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA DEL INSTITUTO DE NEUROETOLOGEHA, UNIVERSIDAD
VERACRUZANA. XALAPA, VERACRUZ. MEXICO. © FACULTAD DE PSICOLOGIA, UNIVERSIDAD VERACRUZANA. XALAPA, VERACRUZ. MEXICO.

3 Unidad Periférica Xalapa, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Xalapa, Veracruz. México.

La amigdalay el hipocampo forman parte de un circuito cerebral involucrado en la memoria emocional. La amigdala
medial (AMe) recibe informacién olfativa y regula conductas sociales iniciadas por sefiales quimicas, y participa en
la modulacién de respuestas de miedo, pero se desconoce la accién de feromonas de alarma en la conexion
hipocampo-AMe. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la actividad neuronal de ésta conexién ante la
exposicion previa de 2-heptanona, una feromona de alarma. Se formaron dos grupos de ratas macho adultas de la
cepa Wistar. Uno de ellos fue expuesto a 2-heptanona 24 hrs antes del registro. Los grupos fueron sometidos a
registro unitario extracelular del hipocampo. El andlisis periestimulo base 25 ms indicé que las neuronas
hipocampales aumentan su actividad neuronal después de la estimulacion eléctrica de la AMe [F1152= 211.01,
p<0.001], pero en el grupo 2-heptanona significativamente [F1,150= 21.89, p<0.001] la respuesta de las células del
hipocampo a la estimulacion amigdalina, es de mayor amplitud y duraciéon que el grupo control. El analisis de
intervalos del grupo control indicé un histograma trimodal (2, 7 y 40 ms), en el grupo 2-heptanona desaparecio la
tercer moda, y las dos modas de intervalo corto (2 y 7 ms) fueron mas pronunciadas. Concluimos que el circuito
amigdala medial-hipocampo es sensible a una feromona de alarma, cuyo significado parece ser que la presentacion
Unica a una feromona de alarma prepara al sujeto ante una situacion potencialmente peligrosa en el largo plazo.

*Agradecimiento: CONACYT (CB-2006-1, 61741), UNAM (DGAPA-PAPIIT IN211111-3).
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PARTICIPACION DE LAS HORMONAS GONADALES EN LA REGULACION DE LA MICCION Y EL PATRON DE ACTIVIDAD
DEL PUBOCOCCIGEO Y EL BULBOESPONJOSO EN LA CONEJA DOMESTICA. SANCHEZ GO 1, CORONA QUINTANILLA DL 2,
PACHECO P 3, MARTINEZ GM 3 Y CASTELAN F2. ZDOCTORADO EN NEUROETOLOGEA, UNIVERSIDAD VERACRUZANA, °CENTRO TLAXCALA DE
BIoLOGIA DE LA CONDUCTA, UATX, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO?.

La miccién es un proceso fisiolégico que involucra el almacenamiento y la expulsién de la orina. Para ello requiere
de eventos coordinados entre la vejiga, la uretra, el esfinter de la uretra y los musculos del piso pélvico y perineal.
Se ha mostrado que la funcién de estas estructuras también estan reguladas por las hormonas gonadales (estradiol).
En mujeres con bajos niveles de estrogenos, principalmente se presentan prolapsos viscerales, disfunciones sexuales
y urinarias, asi como, disminucion de la fuerza de contraccion muscular. Por lo que pensamos que la disminucion de
las hormonas gonadales tiene efecto sobre la morfofisiologia del aparato urinario inferior y el patron de actividad
eléctrica de los musculos pélvicos y perineales. El objetivo del trabajo es evaluar el efecto de la disminucién de las
hormonas gonadales en la funcidn vesical, uretral y actividad eléctrica de los musculos pubococcigeo (mPc) y
bulboesponjoso (mBe). Mediante registros simultdneos de cistometogramas (CMG;s), de presion uretral (PU) y
electromiogramas (EMG;,s) del mPc y mBe. En conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas con
remplazo hormonal con Benzoato de estradiol (OVX+BE). Nuestros resultados muestran que el patrén de actividad
eléctrica del mPc y mBe de conejas OVX 'y OVX+BE esta desorganizado. Los parametros urodinamicos en las OVX'y
OVX+BE en comparacién con el grupo C mostraron un aumento en el volumen residual, una disminucion en la
eficiencia vesical, volumen expulsado. Respecto a la presién umbral y maxima solo hubo diferencias en el grupo
OVX. Para la funcién uretral en los grupo OVX y OVX+BE mostraron disminucién en la presion umbral de la PU, la
presion maxima, la duracion de la presion umbral que desencadena la presion uretral. El grupo OVX también mostro
diferencias en la presion umbral de la presion uretral. Respecto a la histologia del mPc no hay diferencias
significativas en el area transversal de las fibras. Mientras que en el mBe si hubo diferencias. El nUmero de mionucleos
por fibra incrementé en ambos musculos en el grupo OVX'y OVX+BE. Conclusién, las hormonas gonadales (estradiol)
participan en la regulacion de la miccion coordinando la funcion vesical, uretral y el patron de actividad eléctrica de
los mulsculos mPcy mBe.

Financiamiento de PROMEP-SEP (UATLX-PTC-109 a FC), PAPIT-UNAM (228110 a MMG) y becas del CONACyT a
OSG (248123).

BCF287

PARTICIPACION DE LAS NEUROTROFINAS EN LA TRANSMISION SINAPTICA DEL GANGLIO SIMPATICO DE RATA. ARIAS
RoMMEL, CIFUENTES FREDY, MORALES MIGUEL. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

Justificacion: la funcion del sistema nervioso simpatico (SNS) es coordinar y organizar las funciones autonémicas
del cuerpo, los cambios en su actividad sean fisiologicos o patolégicos, repercuten profundamente en la homeostasis
del organismo. Las neurotrofinas son potentes reguladoras de la transmisién sinaptica en otras areas del sistema
nervioso y dado que se encuentran presentes en forma nativa en los ganglios simpaticos, nos preguntamos si
tendran algun papel en la transmisién sinaptica del sistema simpético. Objetivo: evaluar la capacidad de las
neurotrofinas para modular la transmision sinaptica en el sistema simpético de la rata. Resultados: 1) La aplicacion
aguda de BDNF (200 ng/mL) o NGF (200 ng/mL) no modifica la respuesta ganglionar al pulso de prueba (0.2 Hz). 2)
Al inducir potenciacion sinaptica de largo plazo (LTP) estimulando a alta frecuencia (40 Hz, 3 s), encontramos que:
BDNF (200 ng/mL) aumentd la LTP 1.7 veces sobre el control (p < 0.01); por su parte, NGF a 200 ng/mL redujo la LTP
en un 48% (p < 0.0001), mientras que en 500 ng/mL la aumenté 1.5 veces sobre el control (p < 0.02). Nuestra
hipotesis es que BDNF (200 ng/mL) y NGF (>350 ng/mL) aumentan la LTP a través de un mecanismo mediado por
el receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75NTR; por su parte, NGF en dosis ~200 ng/mL actuaria
selectivamente sobre su receptor TrkA, inhibiendo la LTP. Para determinar si p75NTR y TrkA participan en los efectos
sobre la LTP, utilizamos C2-ceramida y el inhibidor de tirosin cinasa AG879, respectivamente. 3) En presencia de C2-
ceramida (100 uM), la LTP aumenté 4.1 veces sobre el control (p < 0.03), lo que sugiere la participacion de p75 en la
facilitacion. Por otra parte, al aplicar NGF (200 ng/mL) en presencia de AG879 (1 uM), el efecto de inhibicion sobre
la LTP se cancela (p < 0.003), por lo tanto, es posible que NGF reduzca la LTP via TrkA. 4) El compuesto AG879 tuvo
efecto per se sobre la LTP ganglionar, posiblemente por la interrupcion de la sefializacion de NGF/TrkA constitutiva.
En presencia de AG879 (1 uM), la LTP aumentd 2.4 veces sobre el control (p < 0.005). Conclusién: las neurotrofinas
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y sus receptores no participan en la transmision basal ganglionar, pero si modulan la respuesta plastica como la LTP,
inducida por estimulacién de alta frecuencia. Estos resultados sugieren que la sefalizacién a través de Nts regula la
plasticidad sindptica ganglionar lo que podria reflejarse en una modulacién de la actividad simpatica.

BCF291

EFECTO DE ESTIMULOS OLFATIVOS (2-HEPTANONA Y ACIDO OLEICO) SOBRE LA RESPONSIVIDAD DEL CIRCUITO
AREA TEGMENTAL VENTRAL-ESTRIADO VENTRAL. SALDIVAR-LARA M. 1, GUTIERREZ-GARCIA A. G2, CONTRERAS C. M3
MoLINA-JIMENEZ T 1L ABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA, INSTITUTO DE NEUROETOLOGIA, UNIVERSIDAD VERACRUZANA. AV. DR.
Luis CASTELAZO SN col. INDUSTRIAL LAS Anmvas, XALAPA 91190, VERACRUZ, MExico.
2FACULTAD DE PSICOLOGIA, UNIVERSIDAD VERACRUZANA. MANANTIAL DE SAN CRISTOBAL S/N. COL. XALAPA 2000. XALAPA, VERACRUZ,
MEXICO. 3 UNIDAD PERIFERICA XALAPA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.
Av. DR Luis CASTELAZO S/N COL INDUSTRIAL LAS ANIMAS, Xarapa 91190, VERACRUZ MEXICO. CCONTRERAS@UV.MX;
CONTRERAS @BIOMEDICAS.UNAM.MX.

Introduccion: La 2-heptanona (cetona de 7 carbonos) funciona como una feromona de alarma mientras que una
combinacién de 4acidos grasos (entre ellos el oleico) encontrados en fluidos maternos ejercen propiedades
ansioliticas. En ambos procesos el sistema olfativo parece desempefiar un papel fundamental ya que este se
encuentra en estrecha relacion con estructuras encargadas del procesamiento emocional. Objetivo: Evaluar los
posibles efectos del acido oleico y de la 2-heptanona sobre la responsividad del circuito area tegmental ventral-
estriado ventral (nicleo accumbens). Material y métodos: Se trabajé con 12 ratas macho Wistar de 3 meses de
edad con un peso promedio de 250 a 300 g. Se les realizd una cirugia estereotéxica y se localizaron las coordenadas
de las estructuras de interés. Se realizé una estimulacion olfativa (aire, 2-heptanona o acido oleico), posteriormente
se estimul6 eléctricamente el area tegmental ventral y se registré el nicleo accumbens en la region shelly por ultimo
se realizd una estimulacién simultanea (olfativa + eléctrica). Resultados: Se encontraron diferencias significativas
dependientes del estimulo olfativo (P<0.05). La excitabilidad de las conexiones tegmental-accumbens aumenta
durante la estimulacidon con 2-heptanona, mientras que el acido oleico produce el efecto contrario. Conclusion: El
acido oleico y la 2-heptanona modifican la actividad multiunitaria de las neuronas del nticleo accumbens de la regidn
shell conectadas con el drea tegmental ventral en sentido opuesto, lo que parece relacionarse con situaciones de
alarma y de quietud, respectivamente.

BCF301

EXPRESION DE CANALES DE CALCIO TIPO T EN NEURONAS SIMPATICAS EN RESPUESTA AL ESTRES. SANCHEZ-TAFOLLA
BM, HERNANDEZ-PLATA E, GOMORA JC, CIFUENTES F. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR.

El sistema nervioso simpatico (SNS) en respuesta al estrés aumenta su actividad y libera una mayor cantidad de
neurotransmisores desde sus terminales axonicas en ganglios simpaticos o desde células cromafines en la médula
adrenal, estructuras que lo conforman. La liberacién de catecolaminas (noradrenalina, adrenalina) representa un
mecanismo inmediato para hacer frente a situaciones de estrés. Esta liberacién es desencadenada por sefializacion
a través de calcio y ocurre por la apertura de diversos canales sensibles a voltaje. Los canales de calcio tipo-T (Ca,3.1-
3.3), que en condiciones normales no se expresan en células del SNS, regulan la entrada de Ca?* que ocurre por
despolarizaciones débiles y cercanas al potencial de reposo de la membrana, generando asi una sefial de Ca?*.
Estudios recientes en modelos experimentales /n vitro de estrés han observado en células cromafines un aumento
en la liberaciéon de catecolaminas a bajos potenciales de membrana y la disminucion del umbral de disparo, que
podrian significar la expresion de canales de calcio tipo T. Se desconoce si /n vivo ocurre la expresion de estos canales
en las células del SNS y si éstos serian funcionales.

El objetivo de nuestro trabajo es determinar si en respuesta al estrés por frio se expresan /n vivo los canales de
calcio tipo T en neuronas ganglionares simpaticas y en células cromafines de la médula adrenal.

Se us6 el modelo de estrés por aislamiento en ambiente frio, en el cual se colocaron ratas macho adultas de la cepa
Wistar de manera individual en un ambiente de temperatura controlada (4-6°C). En paralelo se colocaron animales
en condiciones control. Al transcurrir 5 dias se diseccionaron algunas estructuras importantes del sistema nervioso
simpatico: el ganglio cervical superior, el ganglio estelar y la médula adrenal. De dichos tejidos se obtuvo el ARN
total. Mediante RT-PCR dirigido a las secuencias Cav3.1-3.3 en ARN se encontro la expresién de varios subtipos de
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canales de calcio tipo T en todos los tejidos estudiados. Al digerir con BglIl el ADN amplificado, los fragmentos
generados indicaron la expresion de los diferentes subtipos de canales tipo T. Esta expresion podria significar un
mecanismo para aumentar la excitabilidad celular y facilitar la liberacién de catecolaminas.

BCF303

PATRON DE METILACION EN EL ENHANCER TESCO VINCULADO A LA DETERMINACION SEXUAL EN LA TORTUGA
GOLFINA LepiDOCHELYS OLIVACEA. TURBANO DEL AGUILA SP; 1VENEGAS SUAREZ PEREDO DE; 1MARMOLEJO VALENCIA JA;
1MERCHANT LARIOS H. ZDEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD
NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

La temperatura es un factor determinante en el desarrollo del sexo gonadal de algunas especies de réptiles. En la
tortuga golfina, la temperatura que influye a la gdbnada bipotencial hacia testiculo (26°C) u ovario (33°C) en la etapa
23-26 del desarrollo. Los genes vinculados a la determinacién sexual se encuentran altamente conservados en todas
las especies de vertebrados hasta ahora estudiados. Un ejemplo es el gen Sox9, que se expresa en células de Sertoli
gue inicia la organizacion testicular de vertebrados. La expresion del gen es via un enhancer denominado TESCO.
Estudios epigenéticos en promotores de genes involucrados en el sexo gonadal muestran diferencia en patrones
de metilacion en ambos sexos, ademas del hallazgo de secuencias homologas de TESCO en varios grupos de
vertebrados no mamiferos nos permite plantearnos: ;Si la tortuga contiene una secuencia homologa TESCO vy si es
afectada epigeneticamente por la temperatura?. Por lo cual el objetivo del presente trabajo fue analizar los niveles
de metilacion del enhancer TESCO comparando gdnadas incubadas a temperatura masculinizante o feminizante en
la tortuga golfina. EI ADN se adquirié de gdnadas embrionarias morfolégicamente diferenciadas en la etapa 27. El
ADN fue sometido al método de bisulfito de sodio para determinar el patron de metilacion de las islas CpG y
amplificado por PCR. Se realiz6 la clonacion molecular del producto de PCR para su posterior secuenciacion y andlisis.
Se obtuvo la secuencia completa del enhancer Tesco, ademas de encontrar médulos ECR descritos por Bagheri Fam
(2010), los cuales estan vinculados a factores transcripcionales involucrados en la determinacion sexual. Mientras
que los patrones de metilacion de los embriones diferenciados fueron similares. Basados en la literatura, nuestro
resultado fue inesperado, ya que esperabamos encontrar un patrén hipermetilado en hembra y hipometilado en
macho, debido a la expresion de Sox9 en las células de los cordones medulares en hembra se apaga mientras que
en macho se mantiene la expresion de Sox9 y crecen los cordones medulares para formacién de la godanogénesis
masculina. Esto permite concluir que la temperatura de incubacién no afecta a los niveles de expresién de Sox9 por
la via TESCO. Pero el hecho que conserve ECR puede sugerir que otra via esté involucrada en el mantenimiento de
Sox9 en las génadas diferenciadas.

BCF304

CO- TRANSMISION Y SEGREGACION /N VIV/O DE NEUROTRANSMISORES CLASICOS (GABA- ACH) EN NEURONAS
SIMPATICAS. ELINOS DiANA, CIFUENTES FREDY, MORALES MIGUEL ANGEL. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR ¥ FISIOLOGIA,
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

Las neuronas utilizan mas de un neurotransmisor en la transmisién sinaptica, en ésta capacidad neuronal conocida
como co-transmision pueden identificarse uno o mas transmisores principales que transmiten la sefal y uno o mas
co-transmisores que modulan dicha sefial (Burnstock, 2004). Hasta ahora se acepta que las neuronas almacenan y
liberan a sus transmisores y co-transmisores desde los mismos botones de un axén. Sin embargo, se han presentado
evidencias de que las neuronas pueden segregar (almacenar y liberar) a sus transmisores y co-transmisores en
diferentes botones sindpticos de un mismo axén (Samano et al, 2012). Por ejemplo, las neuronas simpaticas
segregan a su transmisor clasico acetilcolina (ACh) de sus co-transmisores /n vivo (Sdmano et al,, 2009), y a sus
neurotransmisores clasicos NE y ACh en cultivo (Vega et al., 2010). Aqui investigamos si las neuronas preganglionares
simpaticas (NPS) segregan los neurotransmisores clasicos ACh y GABA /n vivo en el ganglio cervical superior (GCS)
de rata. Determinamos la presencia y posible segregaciéon de ACh y GABA a través del doble inmunomarcaje del
transportador vesicular de ACh (VAChT) o la enzima limitante de ACh, la acetil-colin tranferasa (ChAT) para ACh, y la
enzima acido glutamico descarboxilasa (GAD67) para GABA. Usamos FluoroGold para marcar retrégradamente a
las NPS en médula espinal y a las ganglionares en el GCS. Confirmamos que GAD-67 se expresa tanto en somas
como en varicosidades de las NPS. Encontramos que GADG67 se co-expresa con el marcador vesicular sindptico
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sinaptofisina, lo que confirma su localizacion sinaptica, y que ésta marca desaparece después de denervar el GCS, lo
que indica su origen preganglionar. Mientras todos los somas GAD67 positivos co-expresan ChAT, un 38% de las
varicosidades positivas a GAD67 no expresan VAChT, es decir estas varicosidades carecen de ACh. Encontramos que
la mayoria de las neuronas ganglionares ricamente inervadas por GABA se localizan en la region rostral del ganglio
y envian sus axones por el nervio carotideo interno. Estos datos demuestran que las NPS en el ganglio intacto /n
vivo, al igual que las ganglionares en cultivo, tienen la capacidad de segregar transmisores clasicos. Es posible que
en condiciones fisioldgicas la segregacién de transmisores pudiera jugar un papel relevante en la regulacion de la
funcion simpatica.

BCF308

THE SUPRACHIASMATIC NUCLEUS MODULATES THE INFLAMMATORY RESPONSE. GUERRERO-VARGAS NN1, BASUALDO
MC?, SALGADO-DELGADO R?, FUENTES RI}, GARCIA J}, GUzMAN-RUIZ M1, EScOBAR C3, CARRERO JL* AND BuS RMY". LDEPARTAMENTO
DE BIoLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM, MEXICO; 2FACULTAD DE CIENCIAS,
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LuUIs PoToS S.L.P, MEXICO, > DEPARTAMENTO DE ANATOMIA, FACULTAD DE MEDICINA, UNAM,
MExico; * DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM, MEXICO. *RUUDBULIS @GMAIL.COM.

The circadian system synchronizes and coordinates physiological processes according to dynamic changes in the
environment. In mammals, the hypothalamic Suprachiasmatic nuclei (SCN) are considered to be the master circadian
pacemaker, which is entrained by the light-dark cycle. The SCN transmits this daily message to all body tissues
synchronizing behavior, hormone secretion, temperature changes and autonomic outflow thus maintaining
peripheral oscillators coupled to the light-dark cycle. Thus the correct timing of physiological functions is set by the
SCN.

Several studies have indicated the importance of time for the immune system; up till now evidence for this
relationship is scarce in relation to the SCN. To determine the involvement of the SCN in the inflammatory response,
we examined the temperature response, TNF-a and IL-6 production and neuronal activity of the SCN after
intravenous LPS in male Wistar rats in the beginning of the rest period (ZT2) or in the beginning of the active period
(ZT14). This was also evaluated in rats with bilateral SCN lesions.

During the rest period, when the SCN shows a high neuronal activity, an LPS challenge did not activate the SCN
further and induced moderate temperature and lower cytokine responses. Animals challenged with LPS during the
active period, when the SCN shows little neuronal activity, showed a decrease in core temperature and high cytokine
production. In addition LPS induced SCN neuronal activation. Bilateral lesions of the SCN followed by an LPS
challenge resulted in extreme elevated cytokines and temperature responses. We conclude that there is a close
interaction between the immune system and the SCN; this interaction influences the intensity of cytokine and
temperature responses. We suggest that the observed activation of the SCN after an LPS challenge is aimed to curb
the innate immune response. The less severe response during the rest period, coinciding with the highest neuronal
activity of the SCN, suggests that SCN activity is essential to inhibit the immune response.

BCF313

MODULACION GABAERGICA DE LA TRANSMISION SINAPTICA DIFERENCIAL DEL GANGLIO CERVICAL SUPERIOR.
RoODRIGUEZ R, ELINOS D, CIFUENTES F, MORALES MA. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

El &cido gamma aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso. Este
neurotransmisor se expresa en las neuronas preganglionares simpaticas, tanto en sus somas en la médula espinal
como en sus varicosidades en el ganglio cervical superior (GCS; Ito et al., 2007). Se ha demostrado que GABA reduce
la excitabilidad neuronal (Adams & Brown 1975) e inhibe la transmisién y plasticidad ganglionar (Burgos et al., 1994).
La expresion de GABA sigue un gradiente rostro-caudal en el GCS (Wolf et al, 1989). Considerando la distribucion
heterogénea de la inervacion GABAérgica en el GCS seria de esperarse un efecto inhibitorio diferencial regional. Para
investigar esta posibilidad de inhibicion GABAérgica diferencial estudiamos la transmisién ganglionar de la zona
caudo-medial separadamente de la rostral, a través de registrar los potenciales de accién compuestos (PACs) en los
nervios postganglionares caroti deo externo (NCE) e interno (NCI), respectivamente. Inicialmente confirmamos el
gradiente rostro-caudal de la expresién de GABA y con marcaje retrogrado la localizacién rostral y caudo-medial de
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las neuronas que proyectan sus axones por el NCI o el NCE respectivamente. Encontramos que GABA inhibe mas los
CAPs registrados en el NCI (Efecto maximo: 81.3%, IC50: 41.4 uM) que los del NCE (Efecto maximo: 61.5%, IC50: 86.3
MUM; p=0.002). La amplitud de la inhibicion con 100 uM de GABA también fue diferente segun el nervio registrado,
en el NCE los CAPs se bloquearon 37.4%, mientras que los del NCI se inhibieron 62.2% (p=0.02). Para determinar la
posible dependencia regional de la plasticidad ganglionar se estudio la potenciacion posteténica (PPT) sobre los
registros de los NCIy NCE, se encontré que la PPT es de mayor amplitud cuando se registra en el NCE, lo que podria
sugerir una inhibicién ténica en la sefial del NCI. El gradiente rostro-caudal de la expresion y de la inhibicién
GABAérgica en el GCS pudiera estar relacionado con los blancos inervados por las distintas regiones del ganglio, los
organos inervados por las neuronas de la regién caudal y medial a través del NCE requerirdn menos modulacién
inhibitoria GABAérgica que los inervados por las neuronas rostrales a través del NCL.

BCF319

DESENREDANDO CONTROVERSIAS SOBRE EL TDAH CON EVIDENCIA CONDUCTUAL. ROSETTI MARCOS?, ULLOA ELENA?,
VARGAS ILSEY, REYES-ZAMORANO ERNESTO 3, PALACIOS-CRUZ LINO3, DE LA PERIA FRANCISCO3 Y HUDSON ROBYN?. 1. PSICOBIOLOGIA DEL
DESARROLLO, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MIEXIco, MIExico DF

2. Depto. Psicofarmacologia Infantil, Hospital Psiquiatrico Infantil INN, México DF. 3. Instituto Nacional de Psiquiatria
RFM, México DF.

Los desordenes psiquiatricos estan entre los principales problemas de salud en el mundo. Por ejemplo, el Trastorno
por Déficit de Atencién e Hiperactividad (TDAH) esta diagnosticado en cinco de cada cien nifios, representando la
primera causa de busqueda de atencién psiquiatrica en México. Dudas sobre un sobrediagnostico ha llevado una
demanda de nuevos consensos para un diagnostico, clasificacion e identificacion de los procesos cognitivos
alterados funcién de sus sus bases bioldgicas. En este trabajo, probamos nifios en una tarea basada en la conducta
de busqueda, una conducta esencial de los organismos moviles y que en los seres humanos parece integrar el uso
de varios procesos cognitivos. La tarea ocurre en areas amplias, tiene pocas reglas; consiste en colectar pelotas de
golf escondidas bajo conos naranjas colocados sobre un campo de futbol. Encontramos que a la prueba involucra y
motivados a los sujetos, obteniendo todos un buen desempefio general. Sin embargo, los nifios diagnosticados con
TDAH tienen una menor eficiencia en la toma de decisiones ejecutadas durante el proceso de blusqueda aunque
logran compensar su falta de eficiencia mediante un gasto energético mayor. También identificamos un porcentaje
con un desempefio particularmente andémalo. Creemos que la prueba puede ayudar a identificar las bases biologicas
de los trastornos mentales en un contexto ecolégicamente vélido, ademas de ofrecer una plataforma para probar
otras psicopatologias del desarrollo.

Fondos de CONACYT FonSec Salud 162043.

BCF326

EFECTO DE LAS LESIONES DEL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO EN LA EXPRESION DE LOS RITMOS DE TEMPERATURA
CORPORAL Y ACTIVIDAD LOCOMOTORA DE CONEJOS EN DESARROLLO. HERNANDEZ O}, MONTUFAR CHAVEZNAVA R2Y
CALDELAS IL. ZDEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.
2AMITE, Asociacion Mexicana para la Innovacion en Tecnologia Educativa A.C, Distrito Federal, México.

Una caracteristica presente en los organismos es manifestar diariamente oscilaciones ritmicas en diversos
pardmetros biolégicos que van desde la expresion conductual, hasta mecanismos moleculares complejos. Estos
ritmos son generados de forma enddgena y autosostenida por marcapasos y osciladores circadianos. En mamiferos,
el principal marcapaso esta localizado en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) y es el responsable de controlar y
coordinar diversos ritmos. En roedores adultos se ha demostrado que lesiones completas del NSQ eliminan la
expresién de diversos patrones ritmicos tales como: la ingesta de agua, el ciclo suefio vigilia, la actividad locomotora
(AcL), los niveles de cortisol en sangre, entre otros. Sin embargo, algunos otros parametros persisten tales como el
ritmo de la temperatura corporal (Tc) y la actividad anticipatoria al alimento (AAA). En este estudio se investigo el
efecto de la lesion total del NSQ de conejos de 4 dias de edad sobre el patrén de la AcL y Tc mantenidos en luz
continua durante el amamantamiento, en ausencia de este y con alimentacion sélida controlada.
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Con esta estrategia encontramos que la lesion completa del NSQ, no tiene efecto en la expresion ritmica de la Tc y
AcL durante el periodo de amamantamiento y alimentacién solida controlada. Adicionalmente, la AAA de ambos
pardmetros persistieron en ausencia del amamantamiento en los animales lesionados, sin embargo se observd un
cambio significativo en la duracién e intensidad del componente anticipatorio de la AcL tanto en el periodo de
amamantamiento como en la alimentacion sélida controlada.

Estos datos demuestran que la ritmicidad observada tanto a nivel fisioldégico y conductual en conejos neonatos no
dependen de la integridad del NSQ, lo cual sugiere que otros osciladores circadianos centrales y periféricos son los
responsables de la generacion y mantenimiento de la ritmicidad circadiana en edades tempranas del desarrollo.
http://15yomodels.com/tag/madeleyne-vasquez-ttl-models/.

BCF332

DETERMINACION DE CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD SIMPATICA EN RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR).
A. ZALDIVAR, F. CIFUENTES, M. MORALES. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BiomEDIcAS, UNAM.

El sistema nervioso simpatico regula varias funciones fisiolodgicas esenciales y su disfuncion generalmente esta
implicada en diversas patologias cardiovasculares como puede ser la hipertension arterial (HTA). La hipertension
arterial esencial es un problema de salud muy serio, que a lo largo del tiempo provoca severas consecuencias como
deficiencia renal, infarto del miocardio y eventos cerebrovasculares. Afecta a 1 de cada 3 adultos en México. Se ha
descrito que existe una relacion entre el aumento de la actividad simpatica y la HTA.

Con el proposito de determinar los cambios de la actividad simpatica durante la instalacion de la hipertensién en
ratas espontaneamente hipertensas (SHR), en este proyecto se estudiara la expresion de la LTP en el ganglio cervical
superior de ratas SHR en tres etapas de la evolucion de la hipertensién, al inicio, cuando ya estéa instalada y en etapa
tardia de la patologia. El conocer la evolucién de la actividad simpatica durante la instalacién y evolucién de este
padecimiento cardiovascular, pudiera dar pistas para el diagnéstico temprano y para el prondstico de la HTA.
Cémo resultados preeliminares encontramos la expresién de la LTP en los gcs de las ratas de ambas cepas analizadas,
WHKY y SHR. A las 10 semanas con una n=5 se encontrd una tendencia, aun no significativa, de mayor LTP en las SHR.
Por lo cual es valido inferir en un cambio en la actividad simpatica en las ratas SHR dependiente de la fase de
instalacion de la HTA.

BCF359

ENSAYOS DE TRANSFECCION EN CULTIVOS DE NEURONAS SIMPATICAS GANGLIONARES. VELez PA, ELINOS D,
CIFUENTES F. Y MORALES MA. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y FISIOLOGIA. INSTITUTO DF INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

La cotransmision se define como presencia y liberacién de méas de un neurotransmisor en la misma neurona
(Burnstock, 2004). Hasta ahora lo generalmente aceptado es que en la co-transmisién los neurotransmisores se co-
almacenen y co-liberen por igual desde todos sus botones (distribucion homogénea), sin embargo han surgido
evidencias que muestran que se pueden almacenar en distintos botones de la misma neurona, a lo que se ha
denominado segregacion. En el laboratorio se ha demostrado que las neuronas simpéticas ganglionares en co-
cultivo con miocitos cardiacos segregan a sus transmisores clasicos norepinefrina (NE) y acetilcolina (ACh). En este
estudio, para mostrar de forma categodrica la segregaciéon de estos neurotransmisores, se planea identificar los
neurotransmisores en una sola neurona. Para esto se probo distintos métodos de transfeccion de GFP y se selecciond
el sistema basado en vectores virales, se buscaron los pardmetros 6ptimos de densidad celular y titulacion del vector.
Con este sistema se planea marcar VMAT-2 y VAChT con sondas fluorescentes diferentes (ej, GFP, DsRed protein)
para estudiar por medio de time-lapse como se distribuyen los neurotransmisores en las distintas terminales
nerviosas.
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BMB218

USO DE BACTERIAS LACTICAS Y RESAZURINA PARA MONITOREAR LA CADENA DE FRIO DE LOS PRODUCTOS
PERECEDEROS. JIMENEZ, G. T; PEREZ-GAVILAN, E.J.P *; MACEDO, S.L. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA.
Mail: pgavilan@unam.mx*

En los alimentos, e control de temperatura es importante. Proponemos la utilizacion de bacterias lacticas como un
medio para detectar los cambios de temperatura durante la su refrigeracién. Se utilizé Lactococcus lactis subespecie
lactis BM147. Absorbidos en un papel filtro con diferentes concentraciones de bacterias (1x10* y 1x107), los papeles
se deshidrataron en vacio (15 a 25 mm Hg) a 25°C, 30 min. Se humedecieron tiras de papel filtro con resazurina
(0.0125mg/25ml). Dos tiras (uno con la cultivo y el otra con resazurina) se pusieron en contacto en una bolsa de
polietileno que tenia encapsulada 0,3 ml de agua. Para activar el kit se oprimié la capsula humedeciendo los papeles
de la resazurina y las bacterias. Se observaron los cambios de color en funcién del tiempo, temperatura (4, 8, 22°C)
y concentracién buscando la concentracion de bacterias que cambia rapidamente el color de la resazurina al color
de rosa a 22°C y lentamente a 4°C. Varios kits se pusieron en contacto con pescado, cerdo y carne de vacuno, pollo
y leche, de tal manera que el alimento y el kit fueran expuestos a la misma temperatura durante el mismo tiempo.
Se midié el tiempo de los cambios de color de azul a rosado o blanco, y su correlacién con la concentracion de
bacterias en el alimento, a 4, 8, 22°C hasta el momento en que se produce el cambio de color.

Se encontré que los cambios de color resazurina de azul a rosa se da en 2 horas a temperatura ambiente, con una
concentracion de bacterias de 1x107. En 3 horas con una concentracién de bacterias de 1x106. En 6 horas con 1x10°
y 15 horas con 1x10% a 4°C los cambios se dan en menos de un dia con 1x107 bacterias. Con 1x10° dos dias. Con
1x10° 5 dias y mas de 12 dias con 1x10% Se encontrd relacion entre el cambio de color con el tiempo y temperatura
y la cantidad de las bacterias a las que es expuesto el kit. El kit puesto en alimentos, indicé que es posible predecir
la cantidad de bacterias en éste a través del cambio de color.

BMB223

BUSQUEDA DE COMPUESTOS BIOACTIVOS PRODUCIDOS POR HONGOS ASOCIADOS A MAGNOLIA DEALBATA
ZUCC. ESPINOSA A., GUzMAN SM., MACIAS ML., SANCHEZ S. UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, MEXICO, D.F., 04510, ESPINOSA_ALLAN @HOTMAIL.COM

Palabras clave: compuestos bioactivos, hongos, Geomyces.

Introduccion. Los productos naturales bioactivos son aquellos que poseen un efecto sobre otro organismo. Incluyen
antibioticos, fungicidas, herbicidas, antiparasitarios, antitumorales. Pueden obtenerse de plantas animales, insectos
y microorganismos. Las plantas ofrecen una gran diversidad de habitats para los microorganismos y han creado
interacciones fisioldgicas y ecoldgicas con ellos. Ademas, debido a que producen metabolitos secundarios, afladen
cierta complejidad a la relacidn, lo que resulta en una fuente abundante de compuestos bioactivos. Objetivo.
Evaluacion de hongos asociados a Magnolia dealbata Zucc. Por su capacidad para producir compuestos bioactivos.
Métodos. Las actividades bioldgicas evaluadas incluyen: antimicrobiana, fungicida, herbicida y antiprotozoaria
(trypanocida). Para la identificacién de los hongos seleccionados se amplificé una regién del DNA ribosomal que
comprende el ITS1, el gen 5.8S y el ITS2. Resultados. La mayoria de los hongos aislados con actividad antibiotica
presentan similitudes con el género Penicillium, pero su perfil de inhibicidn varia entre ellos. De éstos, escogimos
aquellos con el espectro mas amplio para identificarlos, resultando ser Penicillium chrysogenum. Entre los demas
hongos probados, nos interesamos en Geomyces sp., que mostrd ser psicrotolerante. Presenta micelio pequefio,
hifas hialinas y septadas, conidios esféricos, crece moderadamente a 25° C, y secreta un pigmento rojizo. El
microorganismo gener6 inhibicion parcial contra Micrococcus luteus, Bacillus subtilisy Saccharomyces cerevisiae. La
amplificacion, secuenciacién y BLAST del gen 5.8S lo ubica en el género Geomyces, y los estudios morfolégicos lo
descartan como miembro de la especie Geomyces destructans, el cual tiene conidios mas largos y curvos asi como
micelio cenocitico. Conclusiones. Hemos aislado hongos de los géneros Geomyces, Fusarium'y Penicillium.
Geomyces mostré un espectro de antibiosis moderado, y su morfologia no corresponde con Geomyces destructans
(patdgena) y mas bien parece corresponder a una nueva especie.
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BMB224

VOLUMETRIC POWER INPUT EFFECT ON THE MORPHOLOGY OF S. wuvipans UNDER THREE SHAKE FLASK
CONFIGURATIONS. MARIN-PALACIO LD 123, GAMBOA-SUASNAVART RAL2, VALDEZ-CRUZ NA 2, SERVIN-GONZALEZ L2, CORDOVA-
AGUILAR MS 4, SOTO E 4, KLOCKNER W >, BUCHS J 3, TRUJILLO-ROLDAN M2, 1. UNIDAD DE BIOPROCESOS 2. DEPARTAMENTO DE
BIoLoGiA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. 3. DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE
PROCESOS. UNIVERSIDAD EAFIT. MEDELLIN. CoLOMBIA. 4. CCADET, UNAM. 5. AVT — BIOCHEMICAL ENGINEERING, RWTH AACHEN
UNIVERSITY, AACHEN, GERMANY.

Mas del 90 % de las investigaciones con microorganismos son realizadas en matraces agitados. Sin embargo, no son
muchos los reportes que estudien las caracteristicas de estos cultivos desde un punto de vista ingenieril. Uno de los
parametros utilizado para especificar las condiciones de cultivo es la velocidad de agitacion. No obstante, el volumen
de llenado, el tamafo y la geometria del matraz afectan la cantidad de energia suministrada al fluido y por tanto
las condiciones de cultivo. En el presente trabajo, la energia suministrada al cultivo medida como potencia
volumétrica (P/V), fue caracterizada on-line durante el crecimiento de S. /ividans a 150 rpm y 30 °C en tres disefios
de matraz (matraz convencional-MC-, matraz bafleado-MB- y matraz con resorte-MR-) usando el método descrito
por Buchs (2000) que estad basado en la medicion del torque del agitador orbital. Los resultados obtenidos indican
que la mayor P/V es obtenida en MB (0.51 kW/m?3), sequido de los MR (0.44 kW/m?3) y MC (0.20 kW/m?3), durante
las primeras 50 h de cultivo, donde la P/V permanece constante. A partir de este tiempo, el comportamiento de la
P/V, disminuye para los sistemas de MB y MR y aumenta para el MMC. Adicionalmente, se encontraron mayores
didmetro de pellets en los cultivos realizados en MC (~370 pm) con respecto a los cultivos en matraces bafleados y
con resorte (~160 pm). Con el fin de determinar si los cambios en morfologia miceliar estan siendo determinados
por la P/V; se reprodujo la P/V inicial obtenida en MR en cultivos en MC. Con base en el valor de P/V obtenido en
matraces con resorte se plantearon dos experimentos; el primero, manteniendo la velocidad de agitacion a 150 rpm
y disminuyendo el volumen de llenado a 15 mL y un segundo experimento, aumentando la velocidad de agitacion
a 168 rpm con volumen de llenado de 25 mL. La reproduccion de la P/V obtenida en MR en matraces convencionales
fue satisfactoria en términos de la velocidad especifica de crecimiento. Sin embargo, no se reproducen los tamafios
morfoldgicos de S. /ividans obtenidos en matraces con resorte (~160 um), en los sistemas evaluados (~400 um); lo
que sugiere que la transferencia de oxigeno y los patrones de flujo en el cultivo, pueden estar influenciando la
morfologia. Biichs J, Maier U, Milbradt C, Zoels B. 2000. Biotechno/ Bioeng 68 589-593.

BMB226

ESTUDIO DE LA TRANSFERENCIA DE OXIGENO Y CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO EN MATRACES
AGITADOS POR UN SISTEMA DE RESONANCIA ACUSTICA. REYNOSO GI' Y TRUILLO MAL. ZUNIDAD DE BIOPROCESOS DEL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Los matraces agitados se utilizan para realizar experimentos iniciales en cultivos; el suministro insuficiente de oxigeno
en estos sistemas es un problema frecuente (Blichs, 2001). Se han establecido correlaciones empiricas del coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno (k.a) en matraces agitados en incubadora orbital (KIockner y Biichs, 2012),
este coeficiente depende de las resistencias a la transferencia de oxigeno en el tapdn y en la interfase gas-liquido
(Gupta y Rao, 2003). Como alternativa, Applikon® Biotechnology introduce al mercado el sistema RAMbio
conformado por una agitadora de resonancia acustica y los tapones de silicona flexibles “Oxypump”. La informacién
cientifica respecto al desempefio del sistema RAMbio es inexistente, hasta ahora solo ha sido evaluada
superficialmente por sus distribuidores; quienes cultivaron 2 microorganismos: Pichia pastoris pink (medio YPD a
30°C) y £scherichia coliBL21 (medio LB a 37°C), a un 20% de volumen de trabajo (Vf), incubados durante 25 h en el
sistema RAMbio (15 g) y en agitadora orbital (300 rpm). Las concentraciones finales de biomasa (ODgoonm) en el
sistema RAMbio fueron de P. pastoris pink 12.85 u.a. y de £.coli9.99 u.a,, las cuales superaron a las alcanzadas con
agitacion orbital: de 5.70 u.a. y 6.58 u.a. respectivamente. Por otro lado, se creci6 a £ co/iK12 en medio rico a 37°C,
a 20 g y 400 rpm, en matraces con V¢ del 20 y el 40%, determinando peso seco a las 7.5 h. La maxima concentracién
de biomasa se obtuvo en el sistema RAMbio a un V¢ del 40%. En este Ultimo cultivo se midié la tensién de oxigeno
disuelto: con agitacién orbital se alcanzo la anaerobiosis, mientras que, en el sistema RAMbio la saturacion de aire
no bajo del 20% durante las 25 h de cultivo. El objetivo de este trabajo es comparar de manera cuantitativa los
fendmenos de transferencia de masa (oxigeno), y la cinética de crecimiento bacteriano de £ coli'y Azotobacter
vinelandji; para matraces agitados por un sistema de resonancia acUstica en comparacion a una agitadora orbital.
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Para lo cual, se va a determinar el kia en matraces con agua en los dos diferentes sistemas de agitacién; variando la
capacidad (0.25, 0.5y 1 L), la velocidad de agitacién (5-20 g y 50-400 rpm), el V¢ (20 y 40%) y la temperatura (30 y
37°C). Se caracterizara la velocidad de agitacion del sistema RAMbio (g) en términos del kia y posteriormente, se
obtendra la ecuacion empirica que defina al kia en matraces agitados por el sistema RAMbio en funcién del didmetro
interno del matraz, el V¢, la velocidad de agitacion (g), la temperatura (t) y las propiedades del medio (p, y, D).
Finalmente, se van a comparar las constantes cinéticas de £ coli'y A. vinelandii cultivadas en los dos sistemas de
agitacion a un Kia equivalente. Referencias: Biichs J (2001) Introduction to advantages and problems of shaken
cultures. Biochem. Eng. J. 7: 91-98. Klockner W, Biichs J (2012) Advances in shaking technologies. Trends in
Biotechnol. 30: 307-314. Gupta A, Rao G (2003) A study of oxygen transfer in shake flasks using a non-invasive
oxygen sensor. Biotechnol. Bioeng. 84: 351-358. Applikon® Biotechnology (2013) Application note. Improvement of
culture growth and protein expression via use of resonant acoustic mixing.

BMB227

AISLAMIENTO Y BIOACTIVIDAD DE LOS EXOPOLISACARIDOS PRODUCIDOS EN CULTIVO SUMERGIDO DE HUMPHREYA
COFFEATA. GARCIA-GARCIA M.22 | MARIN-PALACIO L.D 123, AGUILAR-ZACARIAS M.C.2, VALDEZ-CRUZ N.A 2, ROCHA-ZAVALETA L.2,
TRUJILLO-ROLDAN M.AY2. IUNIDAD DE BIOPROCESOS, 2DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR v BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MExico. AP. 70228, Mexico, D.F., CP. 04510, MExico.?
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE PROCESOS, UNIVERSIDAD EAFIT MEDELLIN-COLOMBIA. MONSERRATG. G @IBIOMEDICAS. UNAM.MX.

Los hongos macroscopicos han sido consumidos por su valor nutricional, ademas, comprenden una vasta fuente
inexplotable de nuevos productos farmaceuticos?®. Los Exopolisacaridos (EPS) son uno de los metabolitos de interés
que se obtienen de hongos. Se ha reportado que los basidiomicetos entre ellos H. coffeata produce metabolitos con
actividad genotodxica, citotoxica y antioxidante?. El propdsito de este trabajo fue obtener los EPS de H. coffeata
mediante la precipitacion con isopropanol, y determinar su actividad citotoxica en células tumorales (Linea celular
K562) mediante el método del MTT. La obtencién de los EPS de H. coffeata se realizd en cultivo sumergido utilizando
dos geometrias de matraz (convencional -MC- y bafleado -MB-) y dos medios de cultivo (FZM, glucosa 35 g/L, pH
5.5y MPO, lactosa 50 g/L, pH 4.5). Los resultados hasta el momento muestran que no hay diferencias significativas
en la velocidad especifica de crecimiento en las dos geometrias de matraz utilizadas (MC 0.269+0.013 1/dia, MB
0.287+0.048 1/dia). Un alto rendimiento biomasa sustrato fue observada usando MPO (MC 0.934+ 0.002 y MB
1.102+0.002) al igual que alto rendimiento producto sustrato (MC 0.258+0.001 y MB 0.241+0.001). Cuando se usd
medio FZM los rendimientos biomasa sustrato (MC 0.240+0.001y MB 0.291+0.001 g/L) y producto sustrato (MC
0.52+0.010 y MB 0.065+0.001) fueron bajos. Sin embargo, usando medio FZM los pesos moleculares maximos de
los EPS obtenidos por Cromatografia de permeacion en gel (GPS) fueron mas altos (FZM: dia 18 MN 22,059 Da, MB
dia 18 19,315 Da. MPO: dia 18 MN 12,077 Da, dia MB 12,293 Da). Estudios preliminares sefialan que EPS de altos
pesos moleculares exhiben mayos actividad citotdxica en células tumorales. Los ensayos de MTT realizados hasta el
momento muestran que los EPS obtenidos de H. coffeata presentan actividad citotdxica en células K562. Sin
embargo es necesario realizar mas ensayos para determinar las dosis letales exactas. Referencias: 1. Fazenda M L,
Serviour R, McNeil B, Harvey L M 2008. Adv App/ Microbiol. 63:33-104. 2. Porras A S M, Valdez-Cruz N A, Rojano B,
Aguilar C, Rocha-Zavaleta L. & Trujillo-Roldan M A 2009. Int. J. Med. Mush. 11(4):335-350.

BMB229

ESTRATEGIAS DE CULTIVO PARA INCREMENTAR LA DENSIDAD CELULAR EN AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO
BIOFERTILIZANTE. CARRASCO, K.1, GARCIA, R.I1, VILLEGAS, J.1, BLANCAS, A.1, DE LEONARDO A.,, MORALES, M.,, TRUJILLO-ROLDAN,
M.A1. 1 UNIDAD DE BIOPROCESOS, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. > BIOFABRICA SiGLO XXI S.A DE CV.

La investigacion en bacterias fijadoras de nitrégeno condujo a que en 1973 se clasificard a Azospirillum como el
género mas estudiado entre las bacterias promotoras del crecimiento en plantas, siendo A. brasilense la mas
representativa. Su gran atractivo se debe a la capacidad de estimular el crecimiento en cereales y pastos forrajeros
al aumentar el rendimiento en biomasa de estos [1]. En la actualidad su uso comercial comienza a extenderse en
diferentes paises, incluido México [2,3]. Los inoculantes se componen de cultivos viables con una alta densidad
celular suspendida, embebida o mezclada en un acarreador. Para ello se necesitan procesos de fermentacion simples,
con medios eficientes [4]. El objetivo de este trabajo es explorar condiciones que favorezcan la obtencién de altas
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densidades celulares (mayor a 10°UFC/mL) ya sea modificando el medio o las condiciones de operacion de las cepas
Start y Calf de A. brasilense, las cuales son propiedad de la empresa Biofabrica Siglo XXI. En la primera etapa se
analizé el crecimiento en matraces (500mL) con medio minimo(100mL) y diferentes fuentes de carbono (gluconato
de sodio, glicerol y succinato de sodio (todos 5g/L)) los cuales se compararon con acido malico, el cual es el medio
tradicional, y en la segunda etapa se realizaron cultivos en reactor de columna de burbuja (6 L) a diferentes
velocidades de aireacion (0.1, 0.5 y 1.0 vwm- volumen de aire por volumen de medio) a 30°C y sin control de pH. La
mayor densidad celular se obtuvo en los cultivos realizados con acido malico (1.08 x 10° (Start) y 2.63 x 10° (Calf)
UFC/mL) y gluconato de sodio (9.10 x 10°%(Start) y 5.5 x 10° (Calf) UFC/mL). Sin embargo la viabilidad a cuatro meses
cayd en un orden de magnitud para ambas cepas en los cultivos con gluconato de sodio. Por otro lado el flujo de
aireacion a 0.1 vvm resultd en la mayor densidad celular tanto para Start (2.86 x 10° UFC/mL) como en Calf (7.8 x101°
UFC/mL) seguido de 0.5 y finalmente de 1.0 vwm. Dado que el &cido mélico es la fuente de carbono que proporciona
la planta y el ambiente rizosférico es microaerobio resulta evidente que las mejores condiciones son aquellas que
semejan la naturaleza. Bibliografia: Bashan, Y., Holguin, G., Ferrera-Cerrato, R. (1996) Interacciones entre plantas y
microorganismos beneficos I. Azospirillum. Terra, 14(2):159-194. 1. Caballero-Mellado, J. (2010). Microbios Capitulo
10. El género Azospirillum. Biblioweb, UNAM. 2. Fibach-Paldi, S., Burdman, S., Okon, Y. (2012) Key physiological
properties contributing to rhizosphere adaptation and plant growth promotion abilities of Azospirillum brasilense.
FEMS Microbiology letters 326: 99-108. 3. Bashan, Y (1998) Inoculants of plant growth-promoting bacteria for use in
agricultura. Biotechnol Adv 16:729-770.

BMB239

GENOME MINING: UNA APROXIMACION A LA BUSQUEDA DE METABOLITOS SECUNDARIOS BIOACTIVOS EN
STREPTOMYES THERMOCARBOXYDUS K-155. GUZMAN-TRAMPE S!, VINUESA P?, IKEDA H3 v SANCHEZ SY. L InsTrruTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.? CENTRO DE CIENCIAS GENOMICAS, UNAM. 3 KITASATO INST. FOR LIFE Sci, KITASATO UNIV.
KANAGAWA, JAPON.

Las bacterias del género Streptomyces producen dos terceras partes de los compuestos farmacéuticos bioactivos,
tales como cloranfenicol, estreptomicina y doxorrubicina. La falta de interés de la industria farmacéutica por nuevas
moléculas con actividad bioldgica, ha sido dominada por la secuenciacion masiva de genomas y el uso de
herramientas bioinforméaticas que han revelado un universo inesperado de genes almacenados en clusters
involucrados en la biosintesis de compuestos bioactivos, mismos que habian permanecido ocultos hasta ahora.
Interesados en la bUsqueda de nuevas moléculas con bioactividad, el ADNg de Streptomyces thermocarboxydus
K155 fue secuenciado mediante las plataformas 454 e Illumina. Se realizé un ensamble hibrido mediante Newbler y
la anotacion de los datos utilizando diferentes herramientas y bases de datos no redundantes (prokka, uniref90,
COG, Pfam, PROK, KEGG, PHA y CDD). Los analisis de gendmica comparada se realizaron con Mummer, Artemis
Comparison Tool (ACT) y Mugsy. La prediccion de las secuencias codificantes, genes ribosomales (rRNA) y RNA de
transferencia (tRNA), se realizé6 mediante Prodigal, rnamer v1.2. y aragorn, respectivamente. Se observo que el
genoma contiene al menos 7,467,017 bases (comprendidas en un scaffold), y que estas codifican para 6,685 genes
putativos (5260 anotados, 156 putativos y 1365 hipotéticos) y el contenido promedio de GC es de 72.14%. Los
analisis de gendémica comparada revelaron que el cromosoma de S. thermocarboxydus K155 es altamente sinténico
con respecto a otros Streptomyces. Las regiones variables se encuentran hacia las regiones subteloméricas del
cromosoma y las conservadas hacia el centro del mismo. El niUmero de genes predichos que codifican para tRNAs
fue de 82 y 6 operones de rRNA, (rrn). Los datos obtenidos con la anotacion revelan la presencia de al menos 15
clisters de genes relacionados con la biosintesis de metabolitos secundarios: ectoina, nocardamina, terpenos, un
lantibiotico, sider6foros y PKS tipo Iy tipo II. Esto implica que alrededor del 1.13% del genoma de K155 esta
involucrado en la sintesis de metabolitos secundarios. Sin embargo, a diferencia de otros Streptomyces, S.
thermocarboxydus K155 parece no sintetizar metabolitos de tipo NRPS. Los productos de algunos de estos clusters
seran corroborados experimentalmente con la finalidad de obtener la estructura quimica.
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LAS GLUCOSA CINASAS DE STREPTOMYCES PEUCETIUS VAR. CAESIUS. Ruiz-VILLAFAN, B., RODRIGUEZ-SANOJA, R., AND
SANCHEZ, S. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR ¥ BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. A.P.
70228, C.P. 04510 D.F., EMAIL SERSAN@BIOMEDICAS.UNAM.MX.

Las glucosa cinasas (Glk) son enzimas que catalizan la fosforilacién de la glucosa, para que ingrese a vias catabdlicas
como la glucdlisis. Estas enzimas son capaces de utilizar varios tipos de donadores del grupo fosfato, como el ATP,
ADPy el polifosfato. En diversos microorganismos se ha encontrado la actividad de la Glk dependiente de polifosfato
(pp-Glk), sobre todo en actinobacterias como Mycobacterium tuberculosis o Corynebacterium glutamicum. Sin
embargo, en el género Streptomyces existe solamente un estudio sobre su actividad y su relacién con la produccién
de antibidtico.En Streptomyces peucetius var. caesius, cepa sobreproductora del antitumoral doxorrubicina,
encontramos dos actividades de Glk, una dependiente de ATP y otra de polifosfato en una relacién pp-/ATP-Glk de
1.5. En contraste, al medir las actividades de ATP-Glk y pp-Glk en otras cepas de Streptomyces, como S. coelicolor,
S. lividans y S. thermocarboxydus K-155, observamos una relacion menor de 0.5. Sorprendentemente, la cepa
silvestre de S. peucetius también presentd una relacion de pp-/ATP-Glk menor de 0.5 al igual que las demas cepas
silvestres. La mayor actividad de pp-Glk en S. peucetius var. caesius podria estar relacionada con la mayor demanda
de esqueletos carbonados para producir el antitumoral doxorrubicina, ya que su crecimiento es semejante al de la
cepa silvestre, asi como la actividad de ATP-Glk. Lo anterior se ve apoyado por el hecho de que la mayor actividad
de la pp-Glk se presenté durante la fase estacionaria, momento de produccién del antitumoral.

BMB247

G0S24 UN NUEVO CO-REPRESOR DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA (REa) QUE FUNCIONA COMO SUPRESOR
TUMORAL. *BARRIOS TONATIUH, *TECALCO ANGELES, *GOMEZ VANIA, *MENESES IVAN, *CARMONA SANDRA, *GARCIA EDUARDO,
*CHAVEZ ENRIQUE, *LEON-DEL-RIO ALFONSO. *INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. PROGRAMA DE INVESTIGACION EN
CANCER DE MIAMA. E-MAIL’ TONABARRIOS @YAHOO.COM, LEON@BIOMEDICAS.UNAM.MX.

El receptor de estrégeno alfa (REa) media los efectos de la hormona 17-B estradiol en el tejido mamario normal y
en tumores de cancer de mama. Al unir su ligando el REa sufre un cambio conformacional que expone dos regiones
con actividad transcripcional, denominadas AF-1y AF-2. El dominio AF-2 funciona como una puerto de anclaje para
complejos activadores o represores de la transcripcién que incluyen enzimas con actividad de acetil transferasa de
histonas (p160, RIP-140) o de deacetilacion de histonas (NCoR y SMRT) respectivamente. El dominio AF-1 media la
actividad trasncripcional independiente de ligando del REa y juega un papel importante en la activacién del REa por
factores de crecimiento. Estas vias de sefalizacion estan involucradas en el desarrollo y progresion de tumores de
cancer de mama. Sin embargo el mecanismo responsable de la actividad transcripcional de AF-1 se desconoce
aunque se propone involucra el reclutamiento de diferentes factores celulares. En el laboratorio mediante un ensayo
doble hibrido identificamos a G0S24 como una proteina asociada a AF-1. Ensayos de microscopia confocal
identificaron a G0S24 en el citoplasma y nucleo celular en donde co-localiza con el REa. La interaccion de GOS24 y
REa in vivo en células MCF7 fue confirmada mediante ensayos de co-inmunoprecipitacién de proteinas. Utilizando
transfecion transitoria en células MCF7 demostramos que la expresién de GO0S24 regula negativamente la
transactivacion del REa. Ensayos de co-inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) confirmaron que G0S24 es un co-
represor bona fide del REa que es reclutado a la regién promotora de genes regulados por estradiol. El efecto co-
represor de GOS24 sobre el REa es mediado por el reclutamiento de enzimas con actividad de de-acetilacion de
histonas (HDACs).

Fisiolbgicamente la expresion de G0S24 disminuye la proliferacion de células MCF7 y su capacidad para formar
tumores en un modelo murino. Estos resultados sugieren que G0S24 funciona como supresor tumoral a través de
modular negativamente la actividad del REa. En este trabajo proponemos que G0S24 puede tener un papel
importante en el control del desarrollo de tumores de cancer de mama.
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STRATEGIES TO PRODUCE RECOMBINANT O-MANNOSILATED PROTEINS IN FILAMENTOUS BACTERIA IN
SUBMERGED CULTURES: FROM SHAKE FLASK TO BIOREACTOR IN THE PRODUCTION OF APA FROM
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IN STREPTOMYCES LIVIDANS. RAMSES A. GAMBOA-SUASNAVART 12, Luz D. MARIN-
PALACIO 125 WOLF KLOECKNER %, JOSE A. MARTINEZ-SOTELO 3, CLARA ESPITIA 3, LUIS SERVIN-GONZALEZ 2, NORMA A. VALDEZ-CRUZ
2 JOCHEN BUCHS # AND MAURICIO A. TRUJILLO-ROLDAN Y2* I UNIDAD DE BIOPROCESOS, 2DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y
BIOTECNOLOGIA, > DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA.INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MExico. AP, 70228, MExico, D.F, CP. 04510, Mexico. 4 AVT — BIOCHEMICAL ENGINEERING, RWTH AACHEN UNIVERSITY,
AACHEN, GERMANY. ®> UNIVERSIDAD EAFIT. MEDELLIN ~COLOMBIA. RAMSESGAMBOA@GMAIL.COM.

Alanine and Proline rich Antigen (APA) from Mycobacterium tuberculosis that recently has been proposed as a new
candidate to generate a new vaccine or diagnosis kit against Tuberculosis. Its immunological activity depends of its
O-mannosylation pattern.

Previously in our group, APA protein was produced both in bioreactor and in Erlenmeyer shaken flasks in
Streptomyces lividans. Shake flask design modified the O-mannosylation pattern of rAPA, while dissolved oxygen
only modified it in limited conditions. In order to determine the hydrodynamical/aeration conditions in shake flask,
oxygen transfer rate and power input were evaluated.

Additionally, production of APA protein was scaled up from coiled shake flask to 1.0 | bioreactor, based on S. /ividans
morphology and power input. In order to scale-up from previous reported shake flasks to bioreactor, data from the
literature on the effect of agitation on morphology of Streptomyces sp. strains were used to obtain gassed volumetric
power input values that can be used to obtain a morphology of S. /ividans in bioreactor similar to the morphology
previously reported in coiled/baffled shake flasks by our group.

The bacterial morphology size was evaluated by image analysis and protein detection was carried out by Western
Blot and SDS-PAGE. O-Mannosylation was evaluated by MALDI-TOF.

Scaled up was successfully achieved obtaining the same morphology size (0.21 + 0.9 mm in coiled shake flask and
0.15 + 0.01 mm in bioreactor) and a similar O-mannosylation degree, finding up to five mannoses attached to
carboxy-terminal in coiled flask and up to six mannoses in bioreactor cultures.

BMB260

CLONACION, EXPRESION Y PURIFICACION DE LA NUCLEASA PRODUCTO DEL GEN SCO5330 DE STREPTOMYCES
COELICOLOR A3(2). CADENA-SANDOVAL M, GONZALEZ-CERON G, MARTINEZ Al, SERVIN-GONZALEZ L. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. E-MAIL: MARTICDSN@COMUNIDAD. UNAM.MX.

Streptomyces es un género de bacterias gram positivas que tienen una gran importancia cientifica y econémica. S.
coelicolores el miembro mejor caracterizado a nivel molecular y genético. S. coelicolor cuenta con un fuerte sistema
de restriccion metil-especifico (SRME) que dificulta su manipulacion genética. Se ha demostrado que algunos de los
genes que codifican para dicho sistema estan localizados en islas gendmicas que han sido adquiridas por
transferencia horizontal. Previamente, en nuestro laboratorio, se obtuvieron mutantes que carecian de los genes que
codifican para algunas nucleasas del SRME; esas mutantes mostraron un alivio parcial de la restriccion de DNA
metilado. Aunque se lograron definir algunos de los genes involucrados en codificar esta importante barrera para el
intercambio genético, es necesario definir su contribucion especifica, en particular, las nucleasas involucradas en
restringir DNA metilado en adeninas. La nucleasa de interés en este estudio es el producto del gen SCO5330, que
previamente fue identificada y probada /n vivo su capacidad de restringir DNA metilado en adeninas,
especificamente en sitios Sall y Sphl. Dicha proteina fue clonada y expresada en £ coli para ser purificada y
caracterizada. Seria importante conocer si requiere de cofactores como ATP o GTP, o si requiere de iones como Mg?*
o Ca?*, como ha sido reportado para otras nucleasas. Finalmente, queremos determinar la secuencia en el DNA que
reconoce y que restringe esta proteina. Aunque el conocimiento sobre los SRME es poco, este estudio nos ayudara
a entender la complejidad, diversidad y los mecanismos moleculares de su funcionamiento. Ademas, facilitara el uso
de Streptomyces en la industria y en su manipulacién genética.
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DISPOSITIVO DE BACTERIAS LACTICAS INMOVILIZADAS EN UN SOPORTE DE CELULOSA PARA LA PRODUCCION DE
UNA BEBIDA TIPO YOGUR. DE LA CRUz M. D., MACEDO S. L., PEREZ-GAVILAN E. ). P. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y
BIOTECNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

A las bacterias acido lacticas (BAL) se les atribuye beneficios como la disminucion de intolerancia a la lactosa,
inhibicion de patdgenos intestinales, entre otros. Ellos atribuibles a las bacterias lacticas vivas y metabdlicamente
activas. Por ello nuestro objetivo fue generar un dispositivo de bacterias lacticas inmovilizadas en un soporte de
celulosa que puestas en contacto con leche de buena calidad fuesen capaces de fermentarla, obteniéndose una
bebida tipo yogur, garantizando de esta manera la supervivencia y cantidad de dichas bacterias. El dispositivo se
elaboré partiendo de un cultivo de Lactococcus lactis ssp. lactis BM147 incubado a 29°C/24horas, con este cultivo
se impregnaron tiras de celulosa de 3 x 4 cm, se secaron al vacio entre 37 y 10 kPa durante 40 minutos. Los
dispositivos fueron colocados en vasos con 200mL de leche de diferentes marcas en polvo, pasteurizadas y UHT
incubandolas durante 24 horas a 23°C, 29°C y 37°C. Trascurridas las 24 horas de incubacion se midié pH, acidez y
viscosidad de dichas bebidas. Se evalud la aceptabilidad de tres diferentes leches (UHT, pasteurizada y en polvo)
fermentadas con el dispositivo, se dieron a probar a 100 consumidores. Para evaluar la vida de anaquel del
dispositivo se realizd una prueba sensorial tipo triangular a 100 consumidores quienes evaluaron bebidas elaboradas
con dispositivos almacenados 1 dia y 6 meses a 4°C . El dispositivo al ser aplicado a las diferentes marcas de leche
entera a 23°C, 29°C y 37 °C es capaz de fermentarlas produciendo una bebida tipo yogur, agradable al gusto del
consumidor, con descenso de pH hasta 4 e incremento en la acidez y viscosidad, dichos resultados concuerdan con
los reportados para bebidas fermentadas, el almacenamiento del dispositivo durante 6 meses a 4°C no afecta el pH,
ni la acidez del producto final. El dispositivo elaborado resulta practico de utilizar y es una alternativa econémica
para la elaboracion de leches fermentadas.

BMB270

DESARROLLO DE UN MODELO DINAMICO DE LA RED DE REGULACION QUE CONTROLA LA DIFERENCIACION DE LOS
GRANULOCITOS. Ramirez C, ANDRADE FA, MARTINEZ ME, MENDEZ A Y MENDOZA LA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.
CRAMIREZA@CIENCIAS. UNAM.MX.

Introduccién: Los granulocitos son el grupo de células hematopoyéticas que incluyen a los neutréfilos, basofilos y
eosinofilos. Estos se originan de poblaciones de progenitores mieloides que a su vez se derivan de células troncales
hematopoyéticas. Este proceso estd regulado por redes de regulacion genética GRNs, las cuales pueden ser
simuladas mediante modelos de redes. Objetivos: Proponer un modelo red que simule correctamente el proceso
de diferenciacién del linaje de los granulocitos, validarlo con los datos experimentales reportados y hacer
predicciones en base a las simulaciones del modelo. Metodologia: Para la realizacion del modelo primero se
identifico en la biblidsfera los factores y las interacciones presentes durante la diferenciacion del linaje mieloide, con
esta informacion se infirié la GRN que regula el proceso y se construyé un modelo dindmico booleano determinista.
En las redes booleanas, los genes de una GRN se representan como nodos cuyos valores de activacion pueden ser
061,y las interacciones como arcos o conexiones, estas Ultimas definen funciones l6gicas que determinan el valor
de activacion de cada nodo o gen particular en el tiempo siguiente de acuerdo con el valor de los genes vecinos. En
las simulaciones se identificaron los atractores del sistema, es decir, aquellas configuraciones asintéticas con respecto
al tiempo. Resultados: La presente propuesta de red booleana cuenta con 23 nodos y 51 interacciones que
determinan la topologia del modelo. Partiendo de todos los iniciales posibles el modelo logré rescatar los atractores
que corresponden a todos los linajes mieloides. Se procedié a validar la red mediante la simulacién de los mutantes
de cada uno de los nodos y se observé una concordancia en lo general con lo reportado. Conclusiones: La presente
red logra obtener los atractores de todos los linajes de granulocitos, sin embargo, la validacion de la presente red
sugiere que hacen falta nodos y/o interacciones, especificamente en el médulo que determina la decision de los
linajes de basdfilos y eosinofilos.
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EVALUACION IV VITRODEL STEM CELL FACTOR COMO POTENCIADOR MOLECULAR DE LA METASTASIS DE CANCER
DE PROSTATA. JIMENEZ A., ROCHA L. DEPTO. BioLOGiA MOLECULAR v BIOTECNOLOGEH, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNAM.

El cdncer de prostata es el mas comuin en hombres. El 90% de las metastasis se desarrolla en la médula dsea. Los
mecanismos detras del desarrollo metastasico de cancer de préstata en la médula 6sea son poco entendidos.
Dentro de las moléculas producidas en la médula dsea, el Stem Cell Factor (SCF) es fundamental ya que promueve
la proliferacién, sobrevivencia y migracion de precursores hematopoyéticos mediante la activacion del receptor c-
Kit. Se sabe que c-Kit se expresa en diversos tipos tumorales, activando su proliferacion, sobrevivencia, migracion y
clonogenicidad. Sin embargo, en el cancer de prdstata la presencia de c-Kit y la implicacion de su activacién son adn
controversiales. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del SCF sobre células de cancer de prostata. La
expresion de c-Kit se demostrd por RT-PCR y Western Blot en las lineas celulares, DU145 y PC3, derivadas de
metastasis prostatica en cerebro y médula dsea, respectivamente. Por citometria de flujo se determiné que el 3.68%
de células DU145 y 0.88% de células PC3 expresan a c-Kit en la membrana. Evaluamos el efecto de SCF sobre la
proliferacion, la sobrevivencia, la formacién de colonias y la migracion de células DU145 y PC3. La proliferacion
aumentd 50% en DU145 y 20% en PC3. El analisis por citometria de flujo mostrd que la proporcién de células que
expresa c-Kit disminuyd después de 6 dias de cultivo en presencia de SCF, lo que sugiere un fenotipo tipo troncal
tumoral de estas células. La migracion se evalué con microscopia confocal y un conteo semi-automatico de los
nucleos teflidos con DAPI de células que migraron a través de membranas de policarbonato usando el software
ImageJ; solo se observd migracién en DU145, mientras que el niUmero de colonias formadas fue mayor en ambas
lineas. Finalmente se observo el SCF protege a las células DU145 de la muerte por falta de nutrientes. En conjunto
estos resultados sugieren que las células que expresan c-Kit tienen un fenotipo troncal tumoral y que el SCF induce
la proliferacion y la formacién de colonias de ambas lineas celulares, ademés de proteger contra la muerte por falta
de nutrientes e inducir la migracién en células DU145. Por tanto, nuestros resultados indican que el SCF es un
potenciador molecular general de la metastasis de cancer de prostata.

BMB279

INFLUENCIA DEL FOSFATO EN LA DINAMICA DE LAS ACTIVIDADES DE ATP-GLUCOSA CINASA Y POLIFOSFATO-
GLUCOSA CINASA EN STREPTOMYCES PEUCETIUS VAR. CAESIUS. MANZO M, RocHA D, Ruiz B, SANCHEZ S. UNAM,
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA, MExico D. F., A.P. 70228,
C.P.04510.

Introduccion. Los estreptomicetos son conocidos como productores de diversos metabolitos secundarios, su
biosintesis es regulada negativamente por altas concentraciones de fosfato. En 1976, Hostalek y col. encontraron
que una cepa de Streptomyces aureofaciens sobreproductora de clortetraciclina (CTC) presenta dos actividades de
glucosa cinasa (Glk), una dependiente de ATP (ATP-Glk) y otra dependiente de polifosfato (pp-Glk). La mayor
actividad de la ATP-Glk se presenta en la fase estacionaria de crecimiento, mientras que la de pp-Glk en la fase
logaritmica y siguiendo el mismo patrén que la formacion de CTC. Dicho comportamiento también se observa en
Streptomyces peucetius var caesius. Por tal motivo, se pretende determinar la influencia de la concentracion fosfato
en el comportamiento de las actividades de la ATP-Glk y la pp-Glk de Streptomyces peucetiusvar caesiusy la relacion
de las mismas con la produccion de antraciclinas. Metodologia. Se cultivd a S. peucetius var. caesius en medio NDM
suplementado con glucosa 100 mM y variando la concentracién de fosfato (de 0.1, a 20 mM). El micelio se cosech6
a diferentes tiempos de fermentacion y se determinaron crecimiento (mediante peso seco), concentracién de glucosa
residual (2) y de fosfato (3), la actividad de ATP-Glk, la produccién de antraciclinas (4), asi como la actividad de pp-
Glk (Ruiz B. en preparacion). Resultados. El crecimiento de S. peucetius var. caesius se estimuld al aumentar la
concentracién de fosfatos en el medio. Por el contrario, la biosintesis de antraciclinas y la actividad de ambas glucosa
cinasas se afecté negativamente. En el medio con 20 mM de fosfatos, la concentracién de fosfato residual se mantuvo
constante, mientras que en los medios de menores concentraciones de fosfato se consumié todo el fosfato
disponible. En los medios de cultivo complementados con 0.1 y 1 mM de fosfato, las actividades de la ATP-Glk y pp-
Glk siguen el mismo patrén observado por Hostalek y colaboradores, mientras que en 20 mM, en donde la
produccion de antraciclinas es reprimida completamente, ambas enzimas presentan patrones de actividad similares,
siendo en la fase logaritmica de crecimiento donde se presenta la mayor actividad. Tal comportamiento nos indica
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que el metabolismo del fosfato cambia a concentraciones mayores y podria sugerirnos que la regulacién por fosfato
en la produccién de antraciclinas es similar a la ejercida en las actividades de las Glks.

Referencias: 1. Hostalek Z, et a/. (1976). Folia Microbiol. 21:131-138. 2. Trinder P (1969). Ann Clin Biochem; 6:24-33
3. Ohtomo R. (2004) Anal Biochem. 328:139-146. 4. Segura D, et al. (1996). ASPA J. Mol. Biol. Biotechnol. 4:30-36.

BMB283

ANALISIS FUNCIONAL DE LA PROTEINA SCO2582 DE STREPTOMYCES COELICOLOR. SANCHEZ B, SANCHEZ S. INSTITUTO
DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA.

Introduccion. Streptomyces coelicolores una bacteria que ha sido extensamente usada como modelo para estudios
fisiologicos y de desarrollo morfoldgico. Nuestro grupo de trabajo ha reportado una posible relacion de la proteina
SCO2127 en el fendmeno de represién catabodlica por carbono. SCO2127 es capaz de unirse a SCO2582 presente es
extractos proteicos intracelulares obtenidos del cultivo de S. coelicolor en medio completo. El analisis /n silico de la
secuencia de la proteina SCO2582 sugiere una homologia con las metalopeptidasas de la familia M48. SCO2582 fue
detectada durante la fase estacionaria del crecimiento de S. coelicolor, sugiriendo su posible participacion en
procesos de diferenciacion morfoldgica ya que se ha propuesto un modelo general en el que participan proteasas
intracelulares y extracelulares. El objetivo del presente es determinar la expresion de SCO2582 en cultivo de S.
coelicolory su posible actividad proteolitica. Métodos. Para el cultivo de S. coelicolor, se inocularon 4X10° esporas
en medio YMG y se incubaron durante 96 h a 29°C y 180 rpm. Se colectaron muestras cada 12 horas y la biomasa
de lisd por sonicacion para obtener los extractos proteicos intracelulares del microorganismo. Las proteinas se
separaron por electroforesis SDS-PAGE y la expresion de SCO2582 durante la fermentacion se detectdé mediante
Western Blot empleando anticuerpos monoclonales contra SCO2582. La actividad caseinolitica de los extractos
proteicos se determiné mediante zimografia. Resultados. Para poder relacionar la fase de crecimiento de S.
coelicolory la expresion de la proteina SCO2582, los extractos proteicos obtenidos de la fermentacion se analizaron
por Western Blot detectando una sefial en aumento a partir de las 24 h de fermentacién hasta las 96 h
correspondiente a SCO2582. Para determinar la actividad caseinolitica de las proteinas del cultivo se realizé un
zimograma en el cual se detectaron varias bandas de protedlisis. Sin embargo, comparando los perfiles de migracion
de los geles PAGE del zimograma con el Western Blot, SCO2582 no presenta actividad contra caseina. Conclusiones.
Se determiné la expresién SCO2582 en cultivos de S. coelicolor a partir de la fase exponencial de crecimiento del
microorganismo. Sin embargo, no se encontrd actividad caseinolitica que corresponda con la banda detectada para
SCO2582 en el Western Blot.

BMB284

GLUCOCINASAS Y LA SINTESIS DE ANTRACICLINAS EN STREPTOMYCES PEUCETIUS VAR, CAESIUS. ROCHA DI, MANZO
MB, Ruiz B v SANCHEZ S. UNAM, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR ¥
BIOTECNOLOGIA.

Streptomyces peucetius var. caesius (Spvc) productor de antraciclinas, presenta dos actividades de glucocinasa, una
dependiente de ATP (ATP-GIk) y otra de polifosfato (PP-Glk). La ATP-Glk forma parte del proceso de regulacion en
la represion catabdlica por carbono. Se encontré que Spvc también presenta actividad de PP-Glk, que contrario a lo
observado en otras cepas de Streptomyces, esta actividad es mayor a la de ATP-Glk. En 1967 Hostalek y
colaboradores reportaron para Streptomyces aureofaciens actividad de PP-Glk y su posible participacion durante la
sintesis de metabolitos secundarios. En este trabajo se pretende evaluar la participacion de ambas enzimas en el
crecimiento y la formacion de metabolitos secundarios en Spvc. Se obtendran las mutantes AATPglk, APPglk y
AATPg/k/APPg/k mediante la metodologia de PCR-Targeting. Se evaluarad el efecto de cada mutacion sobre el
crecimiento en diferentes fuentes de carbono y la formaciéon de antraciclinas. Al crecer a Spvc en medio minimo con
glucosa se evalud el crecimiento, ambas actividades y la formaciéon de antraciclinas. Se observé que la maxima
actividad se presento6 durante la fase exponencial de crecimiento para ATP-Glk y estacionaria para PP-Glk, y que ésta
Ultima coincide con la sintesis de antraciclinas. Por otra parte, se esta trabajando en la obtencion de las mutantes
mediante el reemplazo del gen de interés (ATPg/k) por uno de resistencia al antibiotico apramicina (aac(3)IV) en dos
pasos de recombinacién homdloga. Hasta el momento se considera como exitoso el primer paso de recombinacion
homologa realizado en la cepa de £ coli BW25113/ plJ790/pSET151-FATPg/k. Se realizard el segundo paso de
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recombinacion en Spvc. La conclusion es que aparentemente es necesaria la actividad de PP-Glk en Spvc durante la
fase estacionaria de crecimiento para soportar la formacion de antraciclinas.

BMB285

ANALISIS FUNCIONAL DE TRES MODULOS DE UNION AL ALMIDON EN TANDEM. MANTEROLA AM, PEREZ R, GUILLEN DA
& RODRIGUEZ R. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.
WOODSTOCK K25@HOTMAIL.COM.

La a-amilasa de Lactobacillus amylovorus posee dos dominios funcionales, el N-terminal o dominio catalitico y el C-
terminal o dominio de unién al almidon (SBD). Este SBD esta formado por cinco modulos repetidos contiguos en el
C-terminal. En estudios previos se ha observado que cada médulo que forma al SBD es capaz de adsorberse al
almidén de manera independiente y que la adsorcién incrementa conforme aumenta el nimero de médulos. Guillén
et al. (2007) demostraron que al incrementar el nimero de médulos se obtiene un efecto cooperativo, y que a partir
de tres modulos de unién en tdndem se presenta un comportamiento de adsorcion semejante al obtenido por el
SBD completo. Por lo tanto, es posible que tres dominios de unidn sean suficientes para conferir adsorcion. El
objetivo del presente estudio es comparar la capacidad de adsorcion al almiddn insoluble de la a -amilasa y del DC
fusionado a tres médulos CBM26 en tandem. Para comparar si un nimero menor de modulos permite la adsorcion
al almidon de una proteina no relaconada, también se planted la construccién de la proteina GFP-CBM26x3. El DC
fue obtenido por PCR a partir del gen de la amilasa y clonado en el vector CloneJET. El gen gfp, fue ligado al SBD
(Pérez, 2008) y CBM26x3de la a-amylasa de L. amylovorus, en el vector pQE-31, mediante la complementacion del
sitio BamHI. Por otra parte, el DC fue fusionado al vector CBM26x3 pQE-31. Las proteinas GFP-CBM26x5 y GFP-
CBM26x3 fueron expresadas en E. coli XL-10 y purificadas por cromatografia de afinidad a metal y B-ciclodextrina
Dos ensayos de adsorcion sobre almidon insoluble, cualitativo y cuantitativo, fueron evaluados. La capacidad de
adsorcion al almidén puede ser transferida a proteinas no relacionadas, mediante la fusion al SBD. En este estudio
se observo que la proteina GFP-CBM26x5 se une eficientemente al granulo de almidén insoluble y de forma similar
alaamilasa; y que tres médulos CBM26 permiten la adsorcion de la proteina recombinante GFP-CBM26x3 al granulo
de almidén. La relacidon numérica de la adsorcion entre ambas proteinas esta por establecerse.

BMB288

DOMINIOS DE FIJACION AL ALMIDON DE LA o-AMILASA DE L AMYLOVORUS COMO "“SCAFFOLD" EN LA
CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA COMBINATORIAL. ARMENTA S, MUNGUIA MEL, GONZALEZ F2, MANOUTCHARIAN K,
RODRIGUEZ RL. 1. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR ¥ BIOTECNOLOGIA, IIB. 2. FACULTAD DE QUIMICA. D.F,, MExico, 04510;
SILE4 QAPUMA@YAHOO.COM.MX.

Introduccion. Los dominios de fijacion al almidén (DFA) presentan una estructura B-sandwich ampliamente
conservada, donde el sitio de unién tiene forma de ranura. Los aminoacidos aromaticos dirigen la interaccion con el
sustrato; sin embargo, un mecanismo comun de reconocimiento no explica la afinidad y especificidad por otros
sustratos o maltoligosacaridos. El dominio de unién a almidén (DFA) de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus
incluye cinco médulos idénticos, con la capacidad de unirse a almidon crudo insoluble. Cada modulo del DFA se
clasifica por su estructura primaria en la familia 26 de los mdédulos de unién a carbohidratos. La mutacién dirigida
de tres aminoacidos aromaticos del sitio de unién provoca cambios en el reconocimiento del sustrato, donde el W32
es determinante para que la interaccion ocurra; sin embargo esto no explica los cambios de especificidad y afinidad.
Por lo tanto, con el fin de comprender y mejorar las caracteristicas estructurales de estos dominios, se estudié el
potencial de diversificacion de un médulo CBM26 mediante la introduccién de mutaciones aleatorias en el sitio de
unién para obtener variantes con mejorada adsorcion y selectividad hacia almidon, que podrian ser utilizados en el
desarrollo de importantes aplicaciones biotecnolégicas. Metodologia. Se realizd la prediccion de la estructura
terciaria de un CBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus con el programa de I-TASSER. A partir de este modelo se
seleccionaron 5 residuos del sitio de unién para ser mutados por cualquiera de los 20 aminoacidos. Las mutaciones
se introdujeron con siete oligonucledtidos por PCR de solapamiento, el producto de esta amplificacion fue re-
amplificado con los cebadores pQNcol y pQBamHL La biblioteca se cloné en el fagémido pG8SAET y se obtuvieron
particulas de la biblioteca desplegada en el bacteri6fago M13. Resultados. Se realiz6 varios alineamientos mdltiples
para obtener una visién general de las similitudes entre las secuencias de aminoéacidos de los dominios de fijacion
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al almiddn, de los cuales se conoce la estructura terciaria, con el LaCBM26. Nueve dominios fueron seleccionados
de la base de datos de CAZY (http://www.cazy.org) y del PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Estos
dominios se han reportado como dominios de unién a almidén funcionales con informacion estructural. Basado en
la estructura terciaria y la alineacion multiple, cinco aminodcidos fueron elegidos cuidadosamente para la
mutagénesis. Los cinco residuos se encuentran en el sitio de uniény son: Y18, Y20, Q68, E74 y F77. Oligonucleotidos
degenerados fueron utilizados para introducir las mutaciones disefiadas, la biblioteca tiene un tamafio maximo
tedrico de 3,2 X 10° variantes. Después de la transformacién, se obtuvo una biblioteca de 1,1 x 10° clonas. La
variabilidad de la biblioteca fue confirmada por secuenciacion. Conclusiones. Se obtuvo una estructura terciaria del
dominio CBM26, mediante analisis /n silico, necesaria para construir la biblioteca combinatorial del dominio CBM26
de la a-amilasa de L. amylovorus. El tamafio de la biblioteca (1,5 x 10° variantes) es adecuado para continuar con la
Bioseleccién de variantes de interés mediante la interaccion con almidén soluble e insoluble.

BMB294

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE RHIZOBIUM ETLIEN CULTIVO EN LOTE ALIMENTADO. Rios DP, DANIEL A. Y TRUJILLO
MA. UNIDAD DE BIOPROCESOS DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.

El uso indiscriminado de fertilizantes quimicos en el suelo ha disminuido el desarrollo y calidad de los productos
agricolas. Ademas ha ocasionado graves problemas de contaminacién, ya que la mayoria de las veces al aplicar un
fertilizante nitrogenado la cantidad no es la adecuada o su forma de aplicacion no es la mas correcta por lo que
componentes quimicos residuales terminan en el suelo, lagos y rios!!l. Debido a la conciencia socio-ambiental que
se ha generado sobre la explotacién de los recursos naturales se han desarrollado nuevas tecnologias mas amigables
con el medio ambiente. Un ejemplo claro de esto son los biofertilizantes, los cuales son productos elaborados a base
de microorganismos vivos no patdgenos que se asocian a las plantas ayudando a su proceso bioldgico de nutricion,
promoviendo el crecimiento de las mismas. Son la opcion natural de fertilizacion quimica que provee beneficios
tangibles; dentro de los cuales esta la fijacion de nitrdgeno al suelo, que permite que las plantas asimilen el nitrdgeno
de la atmosfera. Rhizobium etli; es una alfa-proteobacteria reconocida por su capacidad de llevar a cabo la fijacién
de nitrégeno mediante simbiosis con plantas, especialmente en leguminosas!?. En este proceso se da la formacion
de nddulos en las raices de la planta y por la accién de la nitrogenasa se convierte el nitrdgeno de la atmosfera en
nitrégeno combinado, haciendo posible que las plantas puedan obtenerlo y asimilarlo.B! En este trabajo se pretende
evaluar la influencia del perfil de alimentacién sobre la bacteria Rhizobium etli cultivada en reactores alimentados
de 1.0 L, con el fin de encontrar el perfil mads adecuado para aumentar su densidad celular en procesos de
fermentacion simples, pero con medios eficientes. En la primera etapa, se llevo a cabo un cultivo en lote con tres
medios de cultivos diferentes (YEM, YEG, PY) para identificar el medio méas adecuado para el crecimiento del R. etli.
Para esto se realizd una cinética de crecimiento por un periodo de 24 horas, midiendo la concentracién en unidades
de densidad Optica, en intervalos de tiempo de 4 horas. Adicionalmente, se efectud la mediciéon de azlcares
reductores para el medio YEG, por medio del método de DNS. También se hace una tinciéon de gran para confirmar
el caracter gram negrativo de R. etli. La siguiente etapa, tiene como objetivo explorar especificamente un perfil de
alimentacion que favorezca la obtencion de altas densidades celulares (mayor a 10°UFC/ml) con el medio ya
predeterminado. Referencias. 1. (Medina, 2009) Los biofertilizantes microbianos: alternativa para la agricultura en
México. 2. (G. Davila,2005), Genomes and Genomics of Nitrogen-fixing Organisms. Springer link. 3.
(Resendis,2007).Metabolic Reconstruction and Modeling of Nitrogen Fixation in Rhizobium etli. LoS Comput Biol
3(10): e192.
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EFFECT OF MILD HYPOTHERMIA ON SECRETION OF RECOMBINANT GLYCOPROTEIN TPAIN CHO CELLS. BEDOYA-LOPEZ
Al ESTRADA GUERRA K.2, SANCHEZ-FLORES A2, RAMIREZ REIvVICH O.T.3, TRUJILLO-ROLDAN M.A.L, VaLDEz-CRuz N.A.L
1DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR v BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS/UNAM.2UNIDAD
UNIVERSITARIA DE APOYO BIOINFORMATICO, INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA /UNAM.3DEPARTAMENTO DE MEDICINA MIOLECULAR ¥
BIOPROCESOS, INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA/UNAM. DIRECCION POSTAL: AV. UNIVERSIDAD No. 3000, CoL. UNIVERSIDAD INACIONAL
AUTONOMA DE MEXIco, CU. DFLEGACION COYOACAN, CP 05410. TeL: 56229204. F-MAIL: ADRIVALDEZ1 @ GMAIL.COM.

Recombinant glycoproteins (RGP) are widely used as bio-pharmaceutics in the treatment of many diseases. However,
their manufacturing and processing are expensive hence the need to improve their production. It has been reported
that temperature downshift (TDS) from 37°C to 28-34°C, could increase the specific productivity (Qp) of RGP and
duration culture. Particularly, the Q, of tissue plasminogen activator (tPA) increased 1.6 folds produced in Chinese
hamster ovary (CHO) cells "TF70R". The objective of this work is understand at molecular level, the effect of TDS over
the Qp increase was performing analysis of transcriptome and secretome of CHO cell cultured under biphasic
conditions, with special interest in the secretory pathway of RGP. Biphasic cultures (TDS at 48 h of 37 to 30°C) and
control at 37°C, were sampled at Oh, 24 h and 48 h after TDS. RNA was isolated using the Qiagen RNeasy kit and
mRNA was sequenced by Illumina, The secretome differential was obtained by 2D gel SDS-PAGE and western blot.
The cell line TF70R has a specific growth rate (u) of 0.021 hat 37°C, cells under moderate hypothermia (30°C)
decrease its u at 0.05 h7, the cultivation time becomes longer at 144 h, consumes 46% less glucose, 59% less
glutamine produced 1.6 times more protein / cell * day and have less waste products (17% lactate) compared with
control cultures to 37 ° C. The, transcriptomic analysis by massive sequencing, showed differentially expressed genes
related with secretion pathway principally those related with endoplasmic reticulum (ER) and Golgi. Were found
around 31 genes overexpressed and 44 repressed at 24 h, and 28 genes up-regulated and 21 down-regulated at 48
h, after TDS. For example, hspa5 coding for chaperone BiP was 1.7-1.9 fold overexpressed at 24 and 48 h and
calreticulin increases 1.7 times at 24 h after TDS. Is important to mention, that many of the affected genes by TDS
are finely regulated during stress response and are involved in peptide folding. Also was observed that TDS changed
the pattern of proteins secreted, determined in 2-D gels and western blot. A total of 6 isoforms of tPA were
determined in biphasic culture conditions, while in control cultures only were observed 5 isoforms. Moreover,
differences in molecular weight as well in isoelectric distribution were different suggesting changes in the
glycosylation profile.

BMB316

PRIMERA APROXIMACION PROTEOMICA DEL POZOL. Rizo JOCELIN MARARLL, CARDENAS MARIA CATALINA!, RODRIGUEZ
ROMINA?, WACHER CARMENZ, DIAZ GLORIA 2. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS?, FACULTAD DE QUIMICA?.

Introduccién. El pozol es uno de los alimentos tradicionales fermentados de México, cuyo consumo se ha dado
desde tiempos prehispanicos. Se elabora a base de masa fermentada de maiz nixtamalizado. Sus componentes
mayoritarios son el almidon, las proteinas y los lipidos. De él se han aislados e identificados una gran diversidad y
abundancia de microorganismos como bacterias acido lacticas, bacterias no acido lacticas, hongos y levaduras. En
cuanto a la actividad amilolitica presente, Unicamente se ha estudiado en bacterias lacticas. Los resultados obtenidos
a la fecha no logran explicar la dinamica de la fermentaciéon. También se ha reportado la presencia de bacterias
proteoliticas y de fijadoras de nitrégeno en este sistema, sin embargo, no existen estudios detallados sobre las
bacterias y hasta donde sabemos ninguno respecto a las proteasas. Con el objetivo de entender esta dinamica, en
el grupo de trabajo se propuso llevar a cabo una aproximacion proteomica utilizando la estrategia del shotgun, para
la busqueda de las enzimas amiloliticas y proteoliticas que se encuentren presentes en ella, debido a que ademas
de la fuente de carbono, los microorganismos requieren para crecer nitrégeno. De la primera aproximacion hemos
logrado identificar algunas enzimas amiloliticas como alfa amilasas, alfa gucosidasas y glucoamilasas de origen
fungico. Ademas, se encontraron enzimas como xilanasas, quitinasas y pectinasas las cuales sugieren que no solo el
almiddn es utilizado, y que probablemente se esté utilizando el material celulolitico remanente después del proceso
de nixtamalizacion como fuente de carbono. En cuanto a la actividad proteolitica, se han identificado dos bandas
con un peso molecular de aproximadamente 42 KDa a los 2 y 3 dias de fermentacion y 21 KDa en todos los tiempos.
Ambas en proceso de identificacion. A diferencia de otros alimentos fermentados ricos en almidén, el pozol muestra
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una dindmica de fermentacion particular, puesto que la mayoria de las enzimas identificadas a las 360 horas son de
origen fungico. La actividad proteolitica pareciera ser importante desde el inicio de la fermentacion.

BMB317

CARACTERIZACION DE LA FUNCION DE PHAP EN LOS GRANULOS DE PHB DE CAULOBACTER CRESCENTUS. SALINAS
AL, OSORIO A, POGGIO S. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNAM.

En las bacterias, una manera muy comun para almacenar energia es formando granulos de polihidroxialcanoatos
(PHA), éstos se sintetizan cuando la célula se encuentra en medio rico en fuentes de carbono y estrés nutricional de
algun otro compuesto. Los granulos, ademas de estar compuestos por el polimero agregado, tienen 4 tipos de
proteinas asociadas: sintasas, depolimerasas, regulatorias y estructurales o fasinas. Estas Ultimas son las mas
abundantes en la superficie del granulo. En organismos como Ralstonia eutrophay Pseudomonas putida, se ha
encontrado una fasina (PhaM y PhaF respectivamente) que tiene un dominio de unién a DNA inespecifico en el C-
terminal, lo que permite que los granulos se segreguen conjuntamente con el cromosoma. Caulobacter crescentus
es una bacteria oligotréfica con un ciclo celular dimorfico. Esta bacteria forma granulos de PHB y la segregacién
apropiada de éste es posiblemente de gran relevancia para esta bacteria. Utilizando una tincion especifica para PHB,
hemos determinado que la segregacion del PHB ocurre de manera dirigida en C crescentus. En el genoma de C
crescentus se puede identificar una sola fasina (phaP cc_2160) la cual carece de un domino de interaccion con el
DNA, sugiriendo que en esta bacteria debe existir otra proteina responsable de la segregacion del PHB. PhaP de
otros organismos es la proteina mayoritaria y principalmente tiene un papel estructural.

Para determinar el papel de phaPen C. crescentus se obtuvo una mutante de este gen. La caracterizacién de esta
cepa sugiere que PhaP no tiene un papel estructural sino regulatorio ya que en la mutante la cantidad de PHB
sintetizado disminuye considerablemente, y este se encuentra distribuido en varios granulos, obteniendo un
fenotipo distinto al de mutante de la fasina estructural en otros organismos. Para analizar las proteinas presentes en
la superficie de los granulos se purificaron granulos de PHB de la cepas silvestre, de la mutante de phaPy de una
cepa en la que phaP esté fusionado con el gen que codifica para la proteina fluorescente mCherry. El hecho de que
la proteina mayoritaria del granulo estd presente en todas la cepas y que la cantidad de PhaP aumenta en
condiciones que favorecen la sintesis de PHB, soportan nuestra conclusion sobre el papel fundamentalmente
regulatorio de PhaP.

BMB321

POTENCIAL INMUNOGENICO DE UN NOVEDOSO SISTEMA TRANSPORTADOR DE ANTIGENOS EN MUCOSA. MORENO
MENDIETA SA?, Espimia C2, HERNANDEZ R3, Y RODRIGUEZ RY. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, DEPARTAMENTOS 1. BIOLOGIA MIOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA. 2. INMUNOLOGIA. 3. INNCMSZ. MExico
D.F.

La asociacion de proteinas o péptidos con microparticulas es una estrategia exitosa para el transporte y liberacion
de antigenos en mucosa. No sélo se retiene la actividad antigénica y se protege de una excesiva degradacién
enzimatica, sino que puede inducirse una fuerte respuesta inmune. Sin embargo, esta estrategia se ha utilizado sélo
con métodos de inmovilizacion covalente o atrapamiento. En el presente trabajo se utilizd un Dominio de Fijacion
al Almidén derivado de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus (DFAwg) para la inmovilizacién no covalente del
antigeno alfa cristalina (Acr) de Mycobacterium tuberculosis sobre microparticulas de almidén; su posterior
administracion via mucosa intestinal y nasal y la caracterizacién de la respuesta inmune inducida, con el objetivo de
evaluar el potencial del sistema para el transporte y entrega de antigenos en mucosas.

La proteina recombinante Acr-DFAq se produjo en Escherichia coliy se purificé mediante cromatografia de afinidad
a B-ciclodextrina. Se administraron 50 ug de proteina pura inmovilizada en almidén a ratones Balb/c hembras y la
respuesta inmune obtenida se caracterizéd y compar6 con la obtenida en animales inmunizados con la fusién libre y
con Acr. Se observo que la administracion oral e intranasal de la proteina Acr-DFAqg inmovilizada induce una mayor
respuesta inmune humoral que la obtenida con los animales que recibieron la proteina fusion libre o sélo Acr. La
inmovilizacion ademas favorece la respuesta de tipo Thl indicada por los mayores niveles de IgG2a anti Acr y
corroborada por los niveles de INF-y detectados en sobrenadantes de cultivo de células de bazo de animales
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inmunizados. En conclusion, el sistema transportador de antigenos propuesto tiene potencial inmunogénico y
permite la opcidon de modular la respuesta a una respuesta de tipo celular (potencial efecto adyuvante) segun el
antigeno utilizado y el esquema de inmunizacién utilizado.

BMB328

IDENTIFICACION DEL SISTEMA DE DOS COMPONENTES QUE REGULA LOS GENES FLAGELARES 2 DE RHODOBACTER
SPHAEROIDES. BENJAMIN VEGA-BARAY[1], CLELIA DOMENZAIN[1], ANET RIVERA, AURORA OSORIO[1], SEBASTIAN POGGIO[1],
GEORGES DREYFUS[2] Y LAURA CAMARENA. [1]. /1] INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. [2] INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR.
UNAM. Cp. UNIVERSITARIA, MEXICO D.F. 04510.

Rhodobacter sphaeroides expresa dos grupos de genes flagelares. Uno de estos se expresa de forma constitutiva
en las condiciones del laboratorio (Flal), mientras que el segundo sistema (Fla2) sélo se expresa en cepas mutantes
que han sido seleccionadas para nadar en ausencia del flagelo 1. Las proteinas que forman al flagelo 2 ensamblan
multiples flagelos que se agrupan formando una trenza que permite el nado de la bacteria en medios liquidos. Al
secuenciar el genoma de una cepa seleccionada que es capaz de expresar los genes fla2 se encontré una mutacién
puntual en el gen homodlogo de cckA de Caulobacter crescentus. La cinasa de histidinas hibrida, CckA, es el sensor
del sistema de dos componentes CckA-ChpT-CtrA, esta via regula el ciclo celular y la motilidad en C crecentus.
Ensayos de complementacidn en trans, mostraron que el cambio puntual encontrado en cckA era suficiente para
encender la expresion de los genes flagelares 2 en una cepa no matil Flal-; mientras que la expresion del alelo wt
de este mismo gen fue incapaz de hacerlo. Estos resultados indican claramente que la mutacién puntual encontrada
en cckA es suficiente para activar esta via de sefializacion. La relevancia de las proteinas ChpT y CtrA en la expresién
de los genes fla2 se demostré por la pérdida del nado dependiente de Fla2 en las cepas mutantes para cualquiera
de estos genes. Diez mutantes independientes fla2+ fueron aisladas y secuenciadas para el gen cckA pero sélo dos
de estas mostraron cambios. Como se esperaba, la expresion en trans de estos alelos fue suficiente para promover
la expresion de los genes fla2. Las 8 supresoreas restantes no mostraron cambios en cckA chpT, ni ctrA, sugiriendo
la existencia de otras proteinas involucradas en la regulacion de los genes flagelares 2. Para probar esta idea
intentamos aislar cepas Fla2+ a partir de las cepas AcckA o AchpT . Sélo se encontraron supresoras para la
cepa AcckA, lo que sugiere que capT es un gen esencial para la transcripcién de los genes fla2. No se encontro
ningun cambio en los genes chpTy ctrA en estas supresoras. Ademas, en estas supresoras la expresion de los genes
flagelares es aun dependiente de ChpT. Estos resultados sugieren que en estas cepas una cinasa distinta podria ser
la responsable de la activacion de CtrA via ChpT para permitir la expresion de los genes flagelares 2.

BMB334

EFECTO DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO DE SINORHIZOBIUM MELILOTIEN BIORREACTOR DE TANQUE AGITADO.
RAMIREZ JU, VILLEGAS J, GARCIA R, TRUJILLO MA. UNIDAD DE BIOPROCESOS, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

La humanidad enfrenta el reto de abastecer la demanda alimentaria a partir de técnicas sustentables y eficientes.
Una alternativa con mayor competitividad bioldgica, econémica y ecoldgica, es la fijacién biolégica de nitrégeno
(FBN). Sinorhizobium meliloti es una bacteria fijadora de nitrégeno, establece relaciones simbidticas con la
leguminosa Medlicago sativa (alfalfa). En este trabajo se presenta el efecto que tiene el pH sobre el cultivo sumergido
de S. meliloti. Se analizan la velocidad de crecimiento, la viabilidad celular y la produccion de exopolisacaridos (EPS),
los cuales tienen un impacto benéfico en el proceso de invasion bacteria-hospedero [Jones, 2012] y dan proteccion
a las células [Saranya et al., 2011]. Objetivo. Caracterizar el efecto del pH en el crecimiento de S. meliloti en cultivo
sumergido en biorreactor de tanque agitado de 1 L. Metodologia. La cepa de estudio fue S. melilotiM7B46. Se llevo
a cabo una caracterizacién microscdpica y macroscopica. El cultivo en biorreactor (1L) se realizd a 30°C, con control
de oxigeno disuelto al 35% en medio YEM. Se midié a lo largo del cultivo la densidad éptica, las UFC’s/mL, el
consumo de sustrato [DuBois et a/,1956] y la produccion de EPS [Saranya et a/, 2011]. Resultados. La vista
microscopica y macroscopica coincide con lo reportado por Kuykendall et a/, (2005), siendo bacilos Gram-negativos.
Las colonias son mucoides, semitrasltcidas, ligeramente beige. Las cinéticas en biorreactor de 1L muestran que la
velocidad especifica de crecimiento es afectada por el valor de pH. Siendo menor a valores de pH &cidos (ppHs=
0.0376 h't, ppne= 0.1322 h't) comparado con el pH neutro (Ppn7= 0.18 h') y alcalino (ppns= 0.26 h'2, ppre= 0.106 h?).
La viabilidad no es afectada en las condiciones neutras o alcalinas, alcanzado cuentas celulares de hasta 10° UFC/mL.
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La mayor generacion de EPS se presenté a pH 8. Conclusiones. El pH durante el cultivo sumergido de S. meliloti
tiene efecto en la velocidad especifica de crecimiento, produccién de EPS y en la viabilidad celular. La condicion de
pH con la mayor velocidad de crecimiento, asi como la mayor produccién de EPS se presentd a un valor de 8.

BMB344

EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF THE GLYCOPROTEIN APA (45/47 «Da); A MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS ANTIGEN CLONED IN PICHIA PASTORIS. JUAREZ-LOPEZ DY, TRUJILLO-ROLDAN M.A.L, VALDEZ-CRUZ N.A.L.
LINSTITUTO DE  INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA v BIOLOGIA MOLECULAR UNAM.  EMAIL:
ADRIVALDEZI @GMAIL.COM.

Introduction: The glycoprotein APA (45/47 kDa) is produced and recovered in the M. tuberculosis culture
supernatant. It is described as an immunodominant antigen with an O-mannosylation pattern in 4 residues of
Threonine, conferring antigenic properties to the molecule. Mannoses added in the C-terminal is suspected to
influence T-cell proliferation as well as delayed-type hypersensitivity (DTH) reaction when expressed in £ colj, M.
smegmatis and M. bovis. Recently, the expression of APA in S /ividans proved to mediate a stronger
lymphoproliferative response compared with native protein when mannosylated. In this project a novel bioprocess
was designed to express recombinant APA in the yeast P. pastoris to facilitate induction, expression, purification,
culture time and media. Characterization of the C-terminal and immunoassays will determine the properties of rAPA
compared with previous expression systems. Objective: Design, express and characterize rAPA synthesized in P.
pastoris. Methodology: According to databases, gene modD was optimized for yeast system and A-glycosilation
sites mutated. The sequence was synthesized with appropriate restriction sites and ligated into the expression vector,
transformed £. coliand selected with LB+Zeocine media. The plasmid was propagated, purified and sequenced, then
electroporated in P. pastoris X-33 and grown in YPD+Zeocine until colonies formed. PCR will confirm correct
insertion and copy number. Induction will be done with methanol, and secreted rAPA will be purified by Con-A,
confirmed by PAGE and Western Blot. rAPA will be digested with Lys-C and the C-terminal fragment will be analyzed
by MALDI-TOF to observe mannosylation patterns. Additionally, it is being proposed to perform immunoassays in
collaboration with PhD. Clara Espitia using lymphoproliferation assays. Results: PCR and DNA electrophoresis of
plasmid from an isolated colony of £ coli successfully transformed with pAPADJNV proved the desirable plasmid
size. Sequentiation proved the correct insertion of the gene into an ORF. The sequence backtranslated into
corresponding aminoacid and Blast confirmed 100% homology to native APA. Transformation of P. pastoris was
achieved and clonal selection is being performed at the time. Acknowledgements: Funds granted by CONACYT
104951-Z, 178528, CONACYT-INNOVAPYME 181895 y PAPPIT-UNAM IN-210013, IN-209113.

BMB346

PRODUCCION DE ESFINGOMIELINASA D (SM-D) RECOMBINANTE EN £ COLI EN DIFERENTES CONDICIONES DE
CULTIVO. CASTELLANOS AL, ALAGON A. 2, OLVERA A. 2, ZAVALA PADILLA G.3, TRUJILLO-ROLDAN MAL, VALDEZ-CRUZ NAL
LDEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR ¥ BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS/UNAM, 2DEPARTAMENTO
DE MEDICINA MIOLECULAR Y BIOPROCESOS INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA/UNAM,; 3 UNIDAD DE MICROSCOPIA ELECTRONICA, INSTITUTO
DE BroTecNoLoGia/UNAM.

Introduccion. La esfingomielinasa D (SM-D) del veneno de la arafa Loxosceles reclusa es la proteina responsable
de la actividad toxica del veneno. La SM-D tiene un peso molecular de aproximadamente 33 a 35 KDa cuya actividad
hidroliza la esfingomielina en 1-fosfoceramiday colina(1). En la actualidad los antigenos utilizados para la produccion
de antivenenos son los venenos nativos, por lo que el uso de las toxinas recombinantes puede ampliar el panorama
de inmunizacién y produccion de antivenenos. Por otro lado, £scherichia colies el sistema idéneo para la produccion
de proteinas recombinantes (PR). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos medios y dos condiciones
de cultivo sobre la produccion de SMD recombinante (rfSMD). Metodologia. La cepa de £ coliBL21 productora de
rSMD de garrapata se cultivo por triplicado en matraces agitados a 200 rpm, a 37 °C con 100 yg/ml de ampicilina,
en medio Luria Bertani (LB) (2) y medio Super-Broth (SB) (3). Los cultivos de la cepa BL21-rSMD también se realizaron
en cultivos en lote en biorreactores de 1 L. La expresion rSMD se indujo con IPTG 0,1 mM a las 5 h. en todos los
cultivos. Se recolecté la biomasa después de 20 h de la induccidn a partir de la cual se cuantificé proteina total para
analisis por SDS-PAGE. Resultados. La velocidad de crecimiento fue similar entre los cultivos en matraces agitados
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usando medio LB y SB (Fig. 1). Sin embargo, se observdé un aumento del 30% de la productividad de rSMD en el
cultivo con medio SB. Con base en este resultado se seleccioné el medio SB para realizar los cultivos en biorreactores.
La velocidad de crecimiento especifico fue similar a la obtenida en matraces pero se aumentd en un 40% la
produccién de biomasa con respecto a los cultivos en matraces agitados. Importantemente, se obtuvo 27% mas
proteina soluble en el cultivo en bioreactor comparado con el cultivo en matraz. Conclusiones. La velocidad de
crecimiento fue similar en los medios utilizados. EI medio SB favorecio el metabolismo para la sintesis de rSMD en
los cultivos en matraces agitados. La produccion de rSMD en forma soluble mejoréd 27% en el cultivo en biorreactor,
sugiriendo que las condiciones usadas mejoran la sintesis de proteina heteréloga en el citoplasma bacteriano. La
proteina heteréloga SMD producida bajo la condicién B en bioreactor representa el 10% de la proteina total, 6 horas
después de la induccion Estos resultados nos permiten proponer que en las condiciones del biorreactor no se satura
el sistema de chaperonas, permitiendo mejorar la solubilidad. Agradecimientos El apoyo econémico de CONACYT
104951-7, 178528, CONACYT-INNOVAPYME 181895 y PAPPIT-UNAM IN-210013, IN-209113. Bibliografia 1. Ramos
y Vazquez, 2000. 2. Bertani, G. (1951). J. Bact. 67, 696. 3. Lodish, H.F.(1970) J. Mol Biol 50, 689-702.

BMB3438

UN HOMOLOGO DISTANTE DE LA PROTEINA FLGT INTERACTUA CON MOTB Y FLIL, Y ES ESENCIAL PARA LA
ROTACION FLAGELAR EN RHODOBACTER SPHAEROIDES. SALVADOR FABELAL, CLELIA DOMENZAIN!, VICTOR RAMIREZ-
CABRERAL, JAVIER DE LA MORAZ, AURORA OSORIO?, SEBASTIAN POGGIOY, GEORGES DREYFUS? Y LAURA CAMARENAL. L DEPARTAMENTO DE
BioLoGIA MOLECULAR v BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. 2ZDEPARTAMENTO DE GENETICA
MOLECULAR, INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR, UNAM.

En este trabajo describimos una proteina periplasmica que es esencial para la rotacion flagelar en Rhodobacter
sphaeroides. Dicha proteina esta codificada rio arriba de flgA, y su expresion es dependiente del regulador flagelar
maestro FleQ y del activador flagelar de clase III FleT. Analisis de secuencia sugieren que esta proteina es un
homologo distante de la proteina FIgT recientemente reportada en Vibrio. En R. sphaeroides, FIgT interacta con las
regiones periplasmicas de MotB, FliL y con la proteina flagelar MotF, la cual fue recientemente caracterizada como
un componente membranal del flagelo en esta bacteria. De acuerdo a estos resultados, hemos observado que la
localizacién de GFP-MotF depende por completo de FIgT. El fenotipo Mot~ de las células AflgT fue suprimido
débilmente por mutaciones puntuales en MotB, las cuales presumiblemente mantienen el canal de protones abierto;
el fenotipo Mot+ también fue rescatado por mutaciones en motB que fueron aisladas a partir de células que
recobraron la capacidad de nado en ausencia de FliL y MotF. Sin embargo la baja eficiencia de dicho fenémeno
sugiere que FIgT podria desempefar un papel adicional a la sola apertura del canal de protones (formado por las
proteinas MotA/B). La presencia de FIgT en los complejos gancho-cuerpo basal purificados a partir de la cepa
silvestre, fue confirmada mediante Western blot. La visualizacién de estas estructuras mediante su observacién en el
microscopio electronico mostré que los cuerpos basales de las células AflgT habian perdido un anillo que cubre a
los anillos LP en la estructura silvestre. Ademas, MotF fue detectada mediante Western blot en cuerpos basales
obtenidos de la cepa silvestre, pero no de la cepa Aflg7. Con estos resultados, proponemos que FIgT es necesaria
para la formacién de un anillo alrededor del anillo LP, el cual ancla a MotF y podria participar en la estabilizacion del
estator en el motor flagelar.

BMB352

CARACTERIZACION DE LA O-MANOSILACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE APA 45/47 KDa DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSISPRODUCIDA EN STREPTOMYCES LIVIDANS. FERNANDEZ, L.Al, ROMAN GONZALEZ S.A%
ARREGUIN R.2 TRUJILLO-ROLDAN M.A3, VALDEZ-CRUZN.AL. 1 DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR. INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES ~ BIOMEDICAS. UNIVERSIDAD ~ INACIONAL ~ AUTONOMA DE  MExico. 2 DEPARTAMENTO DE  QUIMICA DE
BIOMACROMOLECULAS. INSTITUTO DE QUIMICA. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO 3 UNIDAD DE BIOPROCESOS, INSTITUTO
DFE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

Mycobacterium tuberculosis es la bacteria causante de tuberculosis, la cual representa un problema global de salud
publica, ya que es la segunda causa mundial de mortalidad (1). Se han detectado proteinas glicosiladas altamente
inmunogénicas en esta bacteria, entre ellas, la proteina O-manosilada APA de 45 /47 kDa. Se ha demostrado que la
capacidad de APA para estimular la proliferacion de linfocitos T dependiente de su glicosilacion (2,3). Por lo que ha
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sido propuesta como una alternativa para generar una nueva vacuna contra la tuberculosis o para kits de diagnostico
de la etapa infecciosa de la enfermedad(4). Para desarrollar estas alternativas, es necesaria la produccion de APA
recombinante (rAPA) a mayor escala y entender como afectan las condiciones ambientales su produccién y
glicosilacién. Siendo necesario, establecer métodos sencillos para caracterizar las posibles variaciones en la O-
manosilacion de la proteina rAPA. Por lo que en este trabajo se disefiard una estrategia analitica que consiste en
mapas peptidicos de rAPA producida en Streptomyces lividans, bacteria grampositiva, conocida por su capacidad
de glicosilar proteinas heterélogas,comparados con mapas peptidicos de rAPA no glicosilada obtenidos de E.coli
con la finalidad de que permita identificar las variaciones en la O-manosilacion. La rAPA no glicosilada fue obtenida
a partir de cultivos de la cepa recombinante £.co/iRosetta D3 con el plasmido pET15b que contiene el gen codificante
para la proteina APA. La purificacion de rAPA no glicosilada se realizé mediante cromatografia de afinidad utilizando
una columna de niquel (Ni-NTA, Qiagen). Posteriormente se sometié a cromatografia de alta resolucién usando
una columna C-8, analitica. La purificacién de la proteina fue verificada por western blot. La proteina rAPA de £ coli
fue digerida usando la enzima Lys-C. Los péptidos obtenidos fueron purificados por HPLC. En los cromatogramas se
observaron 8 componentes, que estan siendo analizados por espectrometria de masas. Por otro lado se realizaran
cultivos de S'./ividans 1326 wild type, transformada con el plasmido plJ6021 en 10%, TOD en biorreactor de 1L. Las
proteinas O-manosilados seran separadas mediante cromatografia de afinidad (Con-A). La purificacion de rAPA se
realizard mediante R-HPLC. Las masas y la caracterizacion de O-glicanos serd determinada usando el métodos
descrito de digestidn e identificacion por espectrometria de masas. Los sitios especificos de O-manosilacion seran
identificados mediante degradacion de Edman. Agradecimientos El apoyo econémico de CONACYT 104951-Z,
178528, CONACYT-INNOVAPYME 181895 y PAPPIT-UNAM IN-210013, IN-209113. 1. World Health Organization
(WHO) Global Tuberculosis Report 2012. 2 Lara M,Servin-Gonzalez L, Singh M, Moreno C I, Nimtz M,Espitia C. 2004
Appl Environ Microbiol, 70:679-685. 3 Horn C,Namane A,Pescher P,Riviere M, Romain F,Puzo G,Barzu O, Marchal G.
1999. Biol Chem. 274:32023-32030. 4 Sable SB, Cheruvu M, Nandakumar S, Sharma S, Bandyopadhyay K, et al.2011.
PLoS ONE 6:22718.

BMB356

EFECTO DE TEMPERATURAS SUB-OPTIMAS Y MEDIO DE CULTIVO EN LA PRODUCCION DE a-NEUROTOXINA
RECOMBINANTE EN £ COLIBL21 (DE3) GOLD. LUNA-PALACIOS Y A8, CASTELLANOS-MENDOZA AE B, ZULUAGA-RAVE DF &,
ALAGON A P, OLVERA AP, TRUJILLO-ROLDAN MA P, VALDEZ- CRUZ NA 8. A UNIVERSIDAD POLITECNICA DEL VALLE DE TOLUCA, &
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR v BIOTECNOLOGIA, © INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS UNAM, © INSTITUTO DE
BioTecnoLoGiA UNAM. AP. 70228, Mexico, D.F.,, CP. 04510, MEXICO. YRYXLUNA@GMAIL.COM.

En México, los envenenamientos por las serpientes de coral son tratados con el antiveneno Coralmyn® , no obstante,
se ha reportado baja capacidad neutralizante contra el veneno de Micrurus laticollaris, se ha propuesto que es debido
a variaciones en la a-neurotoxina (a-NTX) (Carbajal-Saucedo 2004). Con la idea de mejorar la obtencion de
anticuerpos neutralizantes contra la a-NTX, se clond y expres6é en £ coli BL21 (DE3) gold. Sin embargo, los
anticuerpos generados contra la a-NTX no fueron neutralizantes, debido a un mal plegamiento y la formacion de
cuerpos de inclusion (CI) (Carbajal-Saucedo et al. 2013). Se ha demostrado que los cultivos a bajas temperaturas
(<37°C) y medios ricos disminuyen la formacién de CI, mejorando la produccién de la proteina recombinante, (San-
Miguel et al. 2013). Se visto que a bajas temperaturas aumentan la cantidad de proteina soluble y se favorece su
actividad (Ar et al. 2007; DeGroot & Ventura 2006). Por lo anterior, se evalud el efecto de la disminucion de la
temperatura y diferentes medios de cultivo en la produccion de a-NTX recombinante en forma soluble o de CI en
cultivos sumergidos de £ co/iBL21 (DE3) gold producidos en tres diferentes temperaturas (37°C, 25°C y 18°C) y dos
cultivos bifasicos (crecidos inicialmente a 37°C y con cambio de temperatura en la fase exponencial tardia a 25° o
18°C), en dos medios de cultivo (Luria Bertani y Super Broth). Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250mL vy los
metabolitos se cuantificaron con el equipo YSI 2900. Los rendimientos se calcularon mediante desnsitometria de
SDS-PAGE y se utilizd Western Blot para identificar la proteina. Se analizé el perfil de degradacion de los CI usando
proteinas K. El medio de cultivo no afect¢ la velocidad de crecimiento (u). La p en los cultivos a 25°C disminuyo 45%
y 78% en los mantenidos a 18°C, comparados con los cultivos a 37°C. En los cultivos en SB se obtuvo la mayor
concentracién de biomasa con 3.54 g/L. A 18°C en SB obtuvo el mejor rendimiento de proteina soluble total
(108.81ug de proteina/mg de biomasa). La produccion la a-NTX soluble en 18°C fue 85% mayor a la obtenida a 37°C
en LB. Se demostrd que el medio de cultivo si afecta el plegamiento de la proteina, siendo los CI producidos en LB
al8°C degradados mas rapidamente que los SB a 18°C. Ari, A. et al., 2007. The Conformational Quality of Insoluble
Recombinant Proteins Is Enhanced at Low Growth Temperatures. , 96(6), pp.1101-1106. Carbajal-Saucedo, A., 2004.
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comparacion inmunoquimica del veneno de serpientes de coral (Flapidae: Micrurus, Micruroides) mexicanas.
Instituto de Biotecnologia. UNAM. México. Carbajal-Saucedo, A. et al., 2013. Isolation, characterization, cloning and
expression of an alpha-neurotoxin from the venom of the Mexican coral snake Micrurus laticollaris (Squamata:
Elapidae). Toxico: official journal of the International Society on Toxinology, 66, pp.64-74. Groot, D. & Ventura, S.,
2006. Effect of temperature on protein quality in bacterial inclusion bodies., 580, pp.6471-6476. San-Miguel, T,
Pérez-Bermudez, P. & Gavidia, L, 2013. Production of soluble eukaryotic recombinant proteins in E. coli is favoured
in early log-phase cultures induced at low temperature. SpringerPlus, 2(1), p.89.

BMB361

LA LOCALIZACION DE OMPA EN CAULOBACTER CRESCENTUS DEPENDE DE LA POSICION DEL GEN EN EL
CROMOSOMA. GINEZ VAZQUEZ LD, OsoRIO FRANCO A. & POGGIO GHILARDUCCI S. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR Y
BIOTECNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

La envoltura celular de las bacterias Gram-negativas consta de tres capas: la membrana plasmatica, la pared celular
y la membrana externa (OM). En Escherichia colila estabilidad de la membrana externa depende de su interaccion
con la pared celular a través de la lipoproteina de Braunn (Lpp), OmpA y el sistema Tol-Pal. Mutantes en /pp, pa/u
ompA forman vesiculas de membrana externa, liberan proteinas de membrana externa al medio extracelular y son
hipersensibles a detergentes y antibidticos. Caulobacter crescentus carece de la lipoproteina de Braunn, y se ha
mostrado que el sistema Tol-Pal es esencial, lo cual sugiere que los mecanismos que mantienen la integridad de la
envoltura celular en esta bacteria son diferentes. Aunque no existen homélogos del gen ompA en el genoma de C.
crescentus, codifica seis proteinas con un dominio C-terminal tipo OmpA, dos de las cuales forman un dominio barril
beta de membrana externa, como sucede en OmpA de £. co/i. Un microarreglo muestra que uno de esos dos genes
es altamente expresado y que puede ser una proteina abundante, sugiriendo que este gen podria codificar para la
proteina OmpA de C crescentus. Una fusion entre OmpA y la proteina rojo fluorescente mCherry (OmpA-mcCh)
mostrd que la proteina forma un gradiente de concentracion a partir de la prosteca y del polo celular viejo hacia el
polo celular nuevo. El gradiente de concentracién comienza a formarse temprano en el ciclo celular, pero llega a ser
mas pronunciado con la edad de la célula. Dado que el gradiente no se forma cuando la proteina es expresada a
partir de un plasmido y que la posicién del gen en el cromosoma tiene lugar cerca del polo prostecado era posible
que el patrén de localizacion dependiera de la posicion del gen en el cromosoma. Para investigar esta posibilidad,
se transloco el gen ompA-mChjunto con su propio promotor a la mitad y al polo opuesto del cromosoma. En células
de estas cepas la proteina se localizd preferencialmente en el polo no-prostecado. La longitud promedio de la
prosteca en estas cepas se redujo un 70% y algunas células formaron esferoplastos. Un western-blot revelé que
cuando el gen ompA-mCh estaba en una posicion diferente del cromosoma su nivel de expresién era menor,
indicando un cambio en su regulacion. Para determinar la funcion de OmpA en C crescentus, se obtuvo un cepa
mutante AompA. Las células de esta cepa tienen prostecas reducidas y una tasa de crecimiento menor que la cepa
silvestre, ademas son mas sensibles a deoxicolato de sodio y forman burbujas de membrana externa. Actualmente
se estad determinando si la longitud reducida de las prostecas es causada por la deslocalizacion o actividad reducida
de proteinas relacionadas con el crecimiento de la pared celular en la base de la prosteca. Estos resultados muestran
que en C. crescentus, la posicién de ompA en el cromosoma es importante para la localizacién de la proteina y que
esto es relevante para su funcién.
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NEUROCISTICERCOSIS: LA RESISTENCIA ALTRATAMIENTO CISTICIDA SE ASOCIA A UNA DESREGULACION DEL PERFIL
IL17/TGFB. CARDENAS GRACIELA 12, FRAGOSO GLADIS 2, ROSETTI MARCOS 2, RANGEL-ESCARENO CLAUDIA 3, URIBE LAURA 3, SCIUTTO
EDDA 2, FLEURY AGNES L. 1.-INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA ¥ INEUROCIRUGIA. UNIDAD PERIFERICA PARA EL ESTUDIO DE LA
NEUROINFLAMACION IIBM/INNN. 2.-INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA. 3.-INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES GENOMICAS. UNIDAD DE MIICROARREGLOS.

Antecedentes: La neurocisticercosis (NC) es una enfermedad parasitaria del SNC endémica en paises de
Latinoamérica, Africa y Asia. La NC puede presentarse con una amplia diversidad de formas clinico-radiolégicas. Las
formas mas severas ocurren cuando los parasitos se localizan en los ventriculos o en el espacio subaracnoideo de la
base, y en ocasiones son resistentes al tratamiento cestocida-esteroideo y requieren mdultiples ciclos de tratamiento
para destruir al parasito. Objetivo: Evaluar los factores inmuno-inflamatorios asociados a la
susceptibilidad/resistencia al tratamiento. Materiales y métodos: Se colectaron muestras de sangre y LCR de 10
pacientes con NC (5 con tratamiento esteroideo crénico), antes del tratamiento y después de iniciar o reanudar el
tratamiento cestocida. Las células mononucleares se incubaron con antigeno vesicular de cisticercos durante 72 y
120 hrs., se extrajo el ARN y se hibridizé en microarreglos Human gene 1. El perfil inmuno-inflamatorio periférico
encontrado en los resultados de microarreglos se confirmé midiendo los niveles de las citocinas adecuadas mediante
ELISA, agregandose un segundo grupo, de 32 pacientes con neurocisticercosis. Resultados: Los pacientes con
tratamiento esteroideo crénico (no respondedores a cisticidas) presentaron antes del tratamiento sub-expresado
algunos genes pro-inflamatorios en particular algunos genes asociados a la respuesta Th17 (RORyC). Este perfil anti-
inflamatorio se confirmé con la medicion de las citocinas; los pacientes resistentes o no respondedores a tratamiento
cestocida presentaron mayores niveles de TGFB (p=0.05) en LCR y menores de IL17 periféricos (P=0.01).
Conclusiones: Los resultados del presente trabajo sugieren que la respuesta adecuada al tratamiento especifico se
asocia con la presencia de un perfil inflamatorio central de tipo Th17. Este resultado es de gran importancia dado
que los pacientes con formas inflamatorias son generalmente tratados simultaneamente con corticoides lo cual
podria suprimir la respuesta TH17, impidiendo la eliminacion de los parasitos. Este hecho podria estar involucrado
con la frecuente resistencia al tratamiento que presentan estos pacientes y sefiala la relevancia de continuar en la
busqueda de tratamientos antinflamatorios mas especificos.

INM216

MODULATION OF FCGAMMARS EXPRESSION IN MACROPHAGES DERIVED FROM THP-1 CELLS (THP-1-M®)
POLARIZED TO INFLAMMATORY, WOUND-HEALING AND REGULATORY PHENOTYPES. RiverRA-FUENTES, A.D. AND
ORTEGA, E. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS UNAM,

Macrophages can display a high degree of phenotypic heterogeneity, depending on their anatomical location, and
also as a result of activation in response to microenvironmental factors. Characterization of these diverse activation
states is important because of its relevance for the induction of an effective immune response and because
inappropriate activation can have pathogenic effects.

We sought to establish a cell-line model in which to study and characterize the phenotypic changes of human
macrophages associated with distinct types of activation. We used THP-1 promonocytic cells, and differentiated
them to a macrophage-like phenotype (THP-1-M®) with PMA. THP-1-M® cells were exposed to different cytokines,
to be polarized into three subpopulations of macrophages: INFy for inflammatory macrophages, IL-4 for wound-
healing macrophages and IL-10 for regulatory macrophages. The polarization phenotype was corroborated by the
expression of the surface markers CD80, CD206 and CD163 respectively. To assess the effect of polarization on FcyR
expression and function, we evaluated the expression of CD64 (FcyRI) and CD32 (FcyRII), as well as phagocytosis of
IgG-coated sheep erythrocytes. INFy polarized macrophages showed a 2.7-fold increase in CD64 expression, but a
reduction of 50% in phagocytic capacity. In contrast, IL-10 treatment increased 1.7-fold the membrane expression
of CD32, and three times the phagocytic capacity as compared with control cells. In IL-4 treated macrophages we
observed a decrease of 30% in phagocytosis, and no statistically significant changes in CD32 and CD64. This model
can be used to study phenotypic changes and plasticity in macrophage-like cells.
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ANALYSIS OF POLYMORPHISMS IN TLRs AND FCGRs IN SUSCEPTIBILITY TO TUBERCULOSIS IN A MEXICAN
POPULATION. HERNANDEZ-BAZAN SUJHEY!, SANCHEZ B.2, ORTEGA EL. LINSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOoMEDICAS, UNAM, DF,
MEXico, 2 INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y INUTRICION SALVADOR ZUBIRAN, DF, MEXICO.

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis. In México, specifically in the state of
Veracruz, there’s a relative high prevalence, so it’s important to identify factors which affect the susceptibility to TB
in this population. To investigate the influence of genetic variants in TLRs and FcyRs in TB, we conducted a case-
control study for the polymorphisms: 7LR1 (p.N248S), TLR2(p.R753Q) 7LR4 (p.D299G; p.T399I), TLR6 (p.S249P), TLRIO
(p.A163S; p.V298A), FCGRIIA (p.R131H) and FCGRIIA (p.V158F).

In a total of 281 cases and 572 controls, we found a protective association to the 7.R4 299G and 3991 variants
(OR=0.183 and OR=0.304 respectively) in a heterozygous genotype. The association is statistical significant
(p=0.0018 and p=0.02). For the other SNPs there was no association found.

For 7TLR4 SNPs, the haplotype G-I was more frequent in controls than in cases (2% and 0.4%) and also represent a
protective factor (OR=0.32, p=0.027) and the D-T haplotype was more frequent in cases than in controls (99.2% and
96.9%) with an OR=3.19 (p=0.027), so this haplotype represent a risk factor. The analysis of linkage disequilibrium
(LD) indicated that 7LR4 (chr:9, D'=96) and TLRIO (chr4, D’=97) polymorphisms were in LD.

Our results so far indicate that the SNPs analyzed for the TLR4 gene represent a protective factor in our study
population during TB infection.

INM228

PROTEOMIC STUDY OF TAENIA SOLIUM SECRETOME GENETIC VARIABILITY. GOMEZ FUENTES SANDRA!, PALAFOX FONSECA
HECTOR?, PARADA MARIA CRISTINAZ, EsPITIA CLARAZ BOBES RAUL?, NELLY VILLALOBOS?, ASIEL ARCE SILLAS!, FRAGOSO GLADIS?,
SCIUTTO EDDAZ, ADALID LAURAL. UNIDAD PERIFERICA PARA EL ESTUDIO DE LA INEUROINFLAMACION EN PATOLOGIAS INEUROLOGICAS,
UNAM-INNNLINSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIAZ. FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIA ¥ ZOOTECNIA, DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA®.

Flatworm 7aenia solium causes both human and pig cysticercosis. When cysticerci establish in the human central
nervous system they cause neurocysticercosis, a potentially grave disease.

Genotypic differences among cysticerci from a same host, cysticerci from different hosts, and cysticerci from different
endemic regions of the world have been found. Such differences, added to the particular microenvironment of the
host-parasite relationship, let us to presume there is heterogeneity in the patterns of molecules secreted by cysticerci
with different background.

This work is aimed to isolate and characterize proteins secreted by cysticerci from different pigs, to assess the
differences in the secretome of cysticerci from central Mexico, and to identify those cysticercal components
conserved among pig hosts which could aid in designing diagnostic assays.

Secretion products from 7. solium cysticerci from 3 naturally-infected pigs were obtained and characterized.
Cysticerci were cultured in vitro, harvesting supernatants up to day 21. Samples were lyophilized, and the profile of
secreted molecules was characterized by 2D-PAGE proteomic analysis. Spots were identified and sequenced by
mass-spectrometry. The obtained sequences were compared with those in NCBI and Expasytools databases.

The following protein sequences were identified: Cysticercosis-specific antigen gi|6288722; Oncosphere-specific
antigen gi|21930119; 8kDa Diagnostic antigen TsRs2 variant-1 gi|19879960; Immunogenic protein Ts21 gi|7339851;
secreted antigen Ts8B2 gi|23477224; Enolase gi|261266611; Annexin gi|7578879; Antigen cC1 gi|4960053; Trypsin-
like protein gi|311335041.

The results show differences in molecules secreted by cysticerci from different host pigs, both in protein number and
type. Based on these, a set of candidate molecules was selected, which could be of interest for optimizing
neurocysticercosis diagnostics. The possible immunomodulator role of these molecules will be evaluated.

IBt. SANDRA GOMEZ FUENTES

UNIDAD PERIFERICA PARA EL ESTUDIO DE LA NEUROINFLAMACION EN ENFERMEDADES NEURONALES (INNN-
IIBm/UNAM).

tel. 56063822 ext 1085

sammxmx@hotmail.com
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INM232

FUNCIONALIDAD Y MECANISMOS DE ACCION DE CELULAS T REGULADORAS DURANTE LA NEUROCISTICERCOSIS
HUMANA. ARCE-SILLAS ASIELY, CASANOVA-HERNANDEZ DIDIERY, ALVAREZ-LUQUIN DIANAL, CARDENAS GRACIELAL, FLEURY AGNESY,
FRAGOSO GLADIS?, SCIUTTO EDDAZ ADALID LAURAL. ZINSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA ¥ NEUROCIRUGIA. MANUEL VELASCO
SUAREZ. 2INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO. 3 CENTRO MIEDICO NACIONAL
SiG6Lo XXI.

Introduccion: La neurocisticercosis humana (NC) es una enfermedad causada por el establecimiento del cisticerco
de Taenia solium en el SNC. Las células T reguladoras (Tregs) juegan un papel relevante en el control de la
neuroinflamacion, sin embargo, alin se desconocen los mecanismos a través de los cuales las Tregs ejercen su efecto.
Objetivo: Establecer los mecanismos de regulacion de la respuesta inmuno-inflamatoria mediada por las células T
regs en la NC humana. Materiales y Métodos: En 23 sujetos con NC y en 6 controles se cuantificaron los niveles de
Tregs, moléculas con caracter supresor (CTLA-4, LAG-3, GITR, IL-10, CD95 y PD-1) y la respuesta proliferativa a través
de citometria de flujo. Las moléculas involucradas en la induccion de muerte celular como granzima y perforina se
cuantificaron por RT-PCR. Resultados: Se observd un aumento significativo en los niveles de los diferentes fenotipos
de células Tregs periféricas en los pacientes NC relativo a los controles. También se observé un aumento significativo
en los niveles de moléculas supresoras por contacto célula-célula (CD4+CD25"9"CTLA-4+, CD4+CD25MI"LAG-3+,
CD4+CD25"9"GITR+) y por induccidén de muerte celular (CD4+CD25"9"CD95+, CD4+CD25M9"PD-1+). Discusién: Los
resultados obtenidos muestran un aumento de las Tregs y en particular de Tregs activadas lo cual implica que estan
ejerciendo su funcidn reguladora. Se encontré un aumento en las moléculas CTLA4, GITR, LAG-3, PD-1y CD95 en
los pacientes con respecto a los controles pero no de IL-10 que sefiala la participaciéon de los mecanismos en los
que se involucran estas moléculas a excepcién de IL-10. Conclusién: Durante la NC las Tregs estan participando en
el control de la neuroinflamacién ejerciendo su funcién supresora a través de su interaccion con las células
presentadoras de antigeno por medio de CTLA-4, GITR y LAG-3 y por induccién de apoptosis a través de CD95 y
PD-1.

INM233

PROTEOMICS OF THE HOST-PARASITE RELATIONSHIP IN TAENIA SOLIUM CYSTICERCOSIS. JOSE NAVARRETE-PEREAL,
BARBARA B. MOGUEL!, GLADIS FRAGOSO!, GUILLERMO MENDOZAZ", EDDA SciutTo!, RAUL J. BOBES!, JUAN P. LACLETTEL
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, MEXICO 2" IN MEMORIAM, FACULTAD DE MEDICINA.
UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MExIco, MEXICO.

Cysticercosis is a parasite disease caused by the larvae of Taenia solium that is still prevalent in countries of Latin
America, South East Asia and Africa. However, human migration has also increased its incidence in industrialized
countries (Sciutto et al ,2000). Little is known about the physiopathology of this complex host-parasite relationship;
nevertheless, it is known that cysticerci are able to evade (Laclette JP et al, 1992), and even modulate the hostimmune
response as a way to survive in the host tissues, (Sciutto E et al, 1995). ). It is known that helminth parasites are able
to modulate the immune response, one feature of the host-parasite relationship in cestode infections is the uptake
of host proteins, the presence of host proteins in vesicular fluid of helminth parasites has been well documented,
specially there are several studies about the uptake of prealbumin, albumin and immunoglobulin. Aditionally, little
is known about the dynamics of serum proteins during cysticercosis, there are several studies focused in serum
components, like the different subclasses of immunoglobulins during the experimental infection in pigs, the
persistence of immunoglobulins after medical treatment in pigs, hormonal changes in pigs wich had naturally
acquired cysticercosis, and immune patterns in human neurocysticersosis. In this study, we analyze the influence of
the localization of the cysts in the host's tissues, as well as the intensity of local inflammatory response on the protein
expression of this parasite. 2D-PAGE analysis were carried out on crude extract of cysticerci collected from central
nervous system and skeletal muscles from infected pigs. Briefly, we used sera from pigs with naturally acquired
cysticercosis and a serum from a non infected animal for comparison. Tissue samples and vesicular fluids of cysticerci
dissected from muscle or brain of infected pigs were also obtained. The sera, the cyst's tissues and the vesicular
fluids were separated by 2D-PAGE. The sera from infected and non infected pigs showed an average of 126 and 116
protein spots, respectively. About half of these proteins can be clearly identified using different 2D protein maps.
Seventy two spots were not shared between both sera; 26 were exclusive of the infected animals. Numbers of protein
spots in the tissue samples and in the vesicular fluids of cysticerci were more variable: cysts dissected from the central
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nervous system of the pigs showed 301-340 protein spots in crude extracts of parasite tissue and 250-320 in the
vesicular fluids, whereas those dissected from skeletal showed 270-310 for the tissue and 250-270 for the fluid. We
are currently working in the identification of these protein spots. As an example, at least 6 proteins are of host origin,
including porcine serum albumin and IgG, accounting for about 4 % of the total protein.

INM235

ANALISIS DE LA VARIABILIDAD DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL DEL CARCINOMA DUCTAL DE LA MAMA EN
UN MODELO EXPERIMENTAL MURINO. Diaz-ZARAGOZA, MARIANA; HERNANDEZ-AVILA, RICARDO; OSTOA-SALOMA, PEDRO.
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

En México, el cancer de mama es una enfermedad muy importante al presentar una incidencia de 9 mujeres cada
100 000. La autoexploracién, el ultrasonido y las mamografias son las herramientas para su diagnostico, pero sélo
del 5 al 10% de los casos se detectan en etapas tempranas. El objetivo es describir el perfil inmunoldgico del cancer
de mama ductal murino en las diferentes etapas de su desarrollo y obtener antigenos-anticuerpos candidatos a una
posible herramienta para el diagnéstico temprano. Ratones BALB/c AnN machos y hembras de 8 semanas de edad
se implantaron en una mama via subcutanea con células tumorales 4T1 y se obtuvo el suero antes y después del
implante (semana 1 a 5). Se generaron inmunoblots-2D de la respuesta inmune IgG e IgM en las diferentes etapas
de la enfermedad, proteinas de células 4T1 se separaron en electroforesis, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y por cada suero se hizo un Western Blot. Los inmunoblot-2D se digitalizaron en imagenes y se
analizaron con los programas PdQuest. Los inmunoblots-2D tuvieron diferencias (variabilidad) en la distribucién y
cantidad de spots de la deteccion de antigenos por IgG e IgM de los sueros de cada raton con cancer de mama en
las distintas etapas de desarrollo del tumor, entre individuos y entre inmunoglobulinas. La deteccién de antigenos
por IgM en hembras y machos se present6 en toda la etapa de desarrollo de la enfermedad, atribuyendo que las
IgM en el suero de la semana 0 son anticuerpos naturales, mientras las IgM de la segunda a quinta semana son de
la respuesta inmune adaptativa. La IgG se observd en los sueros de la semana 2 a 5 en ratones machos, y en los
sueros de la semana 1 a 3 en hembras, pero se observd inmunosupresion de IgG, ya que la respuesta disminuye a
lo largo del desarrollo de la enfermedad en los ratones de ambos sexos. Al encontrar diferencias la distribucion de
spots en los inmunoblots-2D de la respuesta de IgM, el patron de spots puede convertirse en una variable de Oy 1,
que podria representar una firma de la respuesta inmune de cada individuo. Los antigenos que son reconocidos
por algunos ratones hembra en la primera semana después del implante de células 4T1 también son reconocidos
por otras hembras en el tiempo O, lo que dificulta el uso de IgM adaptativa como una herramienta para el
inmunodiagndstico. La respuesta de IgM e IgG contra antigenos de células 4T1 fue diferente de acuerdo al tiempo
y al sexo. No obstante, para estudiar la IgM adaptativa para el establecimiento de una prueba de inmunodiagndstico,
sera de gran importancia diferenciar IgM adaptativa de IgM innata.

INM237

EFECTO INMUNOMODULADOR DE LA A-MANGOSTINA EN UN MODELO DE ARTRITIS MURINA. HERRERA DR12, ROSAS
G3, CERVANTES J1, ARRELLIN G3HERNANDEZ B*, ScIUTTO E!, FRAGOSO Gl. IDEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. 2FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA v ZOOTECNIA, UNAM. 3FACULTAD DE MEDICINA,
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS. * DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE TEADOS E INMUNOTERAPIA, FACULTAD DE
MEDIcINA, UNAM.

Introduccién: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que se asocia a una respuesta Thly Th17
exacerbada y a la produccién de autoanticuerpos dirigidos contra componentes propios de la articulacién. Se ha
propuesto que puede ser controlada por la induccion de células T reguladoras (Tregs). Los farmacos que se utilizan
actualmente para su control presentan efectos adversos importantes. La a-mangostina tiene efectos
antiinflamatorios y antioxidantes potencialmente, aunque no se conocen los procesos bioquimico-inmunoldgicos
en los que subyacen estos efectos. Objetivo: Evaluar el efecto anti-inflamatorio de la a-mangostina en la AR a través
de la disminucién de citocinas proinflamatorias y/o de la generacién de células reguladoras. Materiales y Métodos:
Se realizd la polarizacion de células hacia Th17 /in vitroy se determind por citometria de flujo la capacidad de distintas
concentraciones de a-mangostina de desviarla hacia un subtipo Treg. Se utilizé el modelo de artritis inducida por
colagena (CIA) en ratones CD1. Se manejaron cinco grupos: sin CIA, con CIA, CIA y carboximetilcelulosa (0.05%), CIA
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y metotrexato y CIA y a-mangostina. La actividad antiinflamatoria se evalué cuantificando la severidad clinica de la
artritis, el aspecto histopatologico de las articulaciones, los niveles de anticuerpos anticoldgena IgG1 e IgG2a y de
células Tregs esplénicas. Resultados: La a-mangostina presenté una mayor capacidad de desviar la polarizacién de
células activadas de un fenotipo Th17 hacia un fenotipo T regulador con la consecuente disminucion de IL-17 y TNF-
a e incremento de TGF-B a partir de concentraciones de 5 pg/ml en ensayos /n vitro. In vivo, la a-mangostina
presentd un mejor efecto antiinflamatorio que el metotrexato en el modelo de CIA segln la evaluacion
histopatoldgica que se acompafio con una disminucion de anticuerpos anticoldgena IgG2a y aumento de células
Tregs esplénicas. Conclusiones: La a-mangostina presento capacidades antiartriticas en el modelo de CIA, en el que
participan la promocién de un ambiente regulador y la disminucién de la produccion de citocinas pro-inflamatorias
y de anticuerpos IgG2a anticolagena. Esto la hace un valioso candidato para investigaciones posteriores como un
nuevo agente anti-artritico.

INM240

USO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES MURINOS, PARA LA CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE
TRYPANOSOMA CRUZI BENiTEZ JM Y ESPINOZA B. LABORATORIO DE ESTUDIOS SOBRE LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA,
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA.

En el estudio del parasito 7. cruzi los anticuerpos monoclonales han sido de gran importancia, principalmente en la
identificacion y aislamiento de antigenos del parasito; tanto para conocer su biologia, en el diagndstico clinico y con
fines terapéuticos.

En nuestro laboratorio, Lopez Olmos produjo anticuerpos monoclonales (MAbs) contra la cepa Querétaro, entre
ellos los MAbs C16D, F14B e ID5. El primero reconoce un epitopo de 41 y 65 kDa, el MAb F14B identifica un par de
proteinas de 29 y 40 kDa e MID5 reacciona con un antigeno de 43 kDa.

El objetivo de este trabajo fue el determinar las diferencias en el reconocimiento de los MAbs en un extracto total
de epimastigotes sometido a distintas formas de extraccion y conocer la composicion glicosidica de las proteinas
reconocidas por estos anticuerpos.

Fueron realizados geles SDS-PAGE con extracto total de epimastigotes de 7. cruzi cepa Querétaro 6 fracciones
proteicas que contenian los antigenos reconocidos por los MAbs. Los extractos se lisaron por sonicacion é con buffer
de Tiurea Urea (TU). Posteriormente se transfirieron a nitrocelulosa y se llevaron a cabo Inmunoblots y Lectin blots.
En el extracto sonicado se reconocieron los antigenos antes mencionados, mientras que en el Western blot con el
extracto TU, el MAb F14B reconocié proteinas de 55 y un doblete de 98 kDa. La diferencia en el reconocimiento por
parte de F14B, es debido a los agentes caotrépicos del buffer de lisis TU, los cuales promueven una mejor extraccion
proteica. En los ensayos de Lectin blot se observéd que la mayoria de estas lectinas no reconocieron carbohidratos
que coincidieran en peso molecular con los antigenos a los que se unen los MAbs. Sélo la lectina con-A que reconoce
a los azlcares a-manosa y glucosa coincidié con las proteinas reconocidas por el MAb F14B y PNA que se une a B-
galactosa y N-acetilgalactosamina con el antigeno de 65 kDa identificado por C16D. Esto indica que la mayoria de
los antigenos reconocidos por estos MAbs son de naturaleza proteica.

Como perspectiva, se planea identificar a las proteinas reconocidas por los MAbs, con Espectometria de Masas
(MS/MS).

INM243

COMPARATIVE STUDIES OF BIOCOMPATIBILITY BETWEEN FUNCTIONALIZED AND NON-FUNCTIONALIZED
HALLOYSITE CLAY NANOTUBES. TOLEDANO YA, JIMENEZ KB, LACLETTE JPA, CARRERO JCA. A DEPARTMENTO DE INMUNOLOGIA,
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, CD. UNIVERSITARIA, 04510, MExico,
D.F., MExico. B UNIDAD DE APOYO A LA INVESTIGACION, FACULTAD DE QUIMICA, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIcO, CD.
UNIVERSITARIA, 04510, MExico, D.F., MExico.

Halloysite nano clays is an aluminosilicate that have attracted increasing interest in biomedicine for their potential
applications in polymer composites, bone implants, controlled drug delivery, and protective coating. However, just
a few attempts have been made to evaluate the potential undesirable effects of halloysite nanotubes. Herein,
ahlloysite nanotubes (FHT y DHT) were added to macrophages cell cultures from different sources such as human
peripheral blood, mice bone marrow and the cell line 264,7, and the cytotoxicity was systematically evaluated by
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measuring cell viability with vital markers tripan blue and fluorescent CFDA-SE / IP, activation of apoptosis with
Annexin V-FITC and induction of inflammatory cytokine release with the Th1/Th2 10 plex kit followed by flow
cytometry . In vivo biocompatibility evaluation was performed exposing CD1mice to a single 1, 2.5 or 5 mg/Kg dose
of any of both halloysite ) by cutaneous, subcutaneous, intramuscular and intraperitoneal routes, and determining
the impact on liver and kidney functionality, local histopathological changes and nano clay accumulation in organs
determined by atomic absorption after a month of post-administration. Similar evaluation of biocompatibility was
also done in mice breeding during three generations in constant external exposition to any of both halloysite clay
nanotubes in the cages. No evidence of in vitro macrophages alterations in proliferation and death for any culture
assayed as well as in vivo physical changes, pathological alterations, organs accumulation or congenital
malformations in any mice were detected, suggesting that halloysite nano clays exhibits a high level of
biocompatibility and very low cytotoxicity, rendering them a good candidate for household materials and medicine.

INM245

CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS MENORES A 20 kDA Y DETECCION DE ACTIVIDAD DE LISOZIMAS TIPO “C" EN
HEMOLINFA DE TRIATOMA PALLIDIPENNIS. Diaz, EP & ESPINOZA, B. LABORATORIO DE TRIPANOSOMIASIS AMERICANA
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA.

Los insectos pertenecientes a la subfamilia 7riatominae (Hemiptera: Reduviidae) son vectores de Trypanosoma cruzi,
agente causal de la Enfermedad de Chagas. Trabajos previos demostraron que el sistema circulatorio (hemolinfa) de
Triatoma (Meccus) pallidijpennis (vector de importancia epidemioldgica en México) es rica en proteinas, sin embargo
la zona de péptidos menores de 20 kDa no habia sido estudiada. Por lo que en este trabajo estudiamos los cambios
gue tiene la hemolinfa a nivel peptidico de 7. pallidijpennis provocados por la ingesta de sangre y/o por la presencia
de T. cruzien el tracto digestivo, éstos se caracterizaron por medio de lectinas y por la deteccién de actividad de
lisozimas. Utilizamos ninfas de 5° estadio, la extraccion de hemolinfa se realizd por una puncién en la membrana
entre la coxa y el trocanter a diferentes dias post alimentacién (0, 1, 3, 10, 17, 31 y 41). Tuvimos 2 grupos de insectos,
uno alimentado de ratones sanos y otro alimentado de ratones infectados con 7. cruzi. La hemolinfa se separd por
electroforesis SDS/PAGE y buffer de Tricina en el catodo. El anélisis de glicopéptidos se realizd por Western Blott
utilizando 2 lectinas biotiniladas: lectina de Artocarpus integrifolia (reconoce galactosa, galactosil y N-
acetilgalactosamina) y de 7riticum vulgaris (N-acetilglucosamina). Para la deteccién de lisozimas se prepararon geles
de acrilamida SDS/PAGE con 0.2% de Micrococcus lysodeikticus como sustrato enzimatico. Identificamos 11
péptidos de los pesos moleculares: 20, 18, 17,15 14, 13, 12, 11, 10, 9y 2 kDa, de los cuales 2 (20 y 18 kDa) tuvieron
algun cambio en su expresion en los dias a los que se analizé la hemolinfa. Detectamos un péptido de 10 kDa, que
varia su presencia entre el grupo control y el infectado. La lectina de Artocarpus integrifolia reconocio 6 glicopéptidos
de 9, 10, 11, 15, 17 y 18 kDa y la lectina de Triticum vulgaris, reconoci6 3 glicopéptidos de 15, 17 y 18 kDa. Se
identifico una lisozima de 15 kDa. Se propone secuenciar los péptidos que tuvieron algin cambio en su presencia,
para poder conocer su naturaleza bioldgica (neuropéptidos 6 péptidos antimicrobianos).

INM249

CARACTERIZACION DE FIBROBLASTOS DERIVADOS DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL INDUCIDO POR FARMACOS.
GONZALEZ W Y ROSALES C. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion. El agrandamiento gingival es un padecimiento que surge como efecto secundario indeseable en los
pacientes que son tratados con algunos farmacos. Tres grupos de farmacos inducen agrandamiento gingival:
inmunosupresores, como la Ciclosporina A; bloqueadores de canales de calcio, como la Nifedipina; y anticonvulsivos,
como la Fenitoina. El mecanismo que provoca el crecimiento anormal de la encia no se conoce bien. En modelos de
rata se ha encontrado que hay disminucién en la expresion de Integrinas a2 en los fibroblastos gingivales y una
concentracién mayor de colagena. En fibroblastos de encias agrandadas humanas no se sabe si las mismas
alteraciones ocurren. Objetivo. Caracterizar el crecimiento celular y la expresion de integrinas en fibroblastos
humanos derivados de agrandamiento gingival inducido por Nifedipina y Ciclosporina A. Métodos. Se establecieron
cultivos primarios de fibroblastos gingivales de pacientes tratados con Nifedipina o Ciclosporina A. El nimero de
células en cultivo se estimé diariamente por colorimetria durante 11 dias. La expresion de integrinas se evalud por
tincién con anticuerpos especificos y deteccion con citometria de flujo. La adhesién de fibroblastos a Fibronectina o
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Colagena Tipo I se evallUa a las 2 horas de incubacion. Resultados. Los fibroblastos de pacientes tratados con
farmacos crecen mas lento. El tiempo de duplicacion se incrementa 24 h para Nifedipina y 72 h con Cislosporina A,
comparandolos con los fibroblastos de individuos sanos. Los fibroblastos de pacientes no presentaron cambio en la
expresion de integrinas a2 y a3, pero si perdieron la expresién de integrinas a5 y 3. Todos los fibroblastos se
adhirieron a fibronectina pero no a colagena. La adhesion a fibronectina de los fibroblastos de pacientes con
Nifedipina fue 2.5 veces mayor. El bloqueo de integrinas a5 disminuye la adhesién sobre fibronectina. Conclusién.
Los fibroblastos de pacientes tratados con farmacos crecen mas lento que los normales, por tanto el agrandamiento
gingival no se debe a mayor proliferacién celular.

INM251

FORMACION DE NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS (NETS) ESTIMULANDO RECEPTORES Fc. ALEMAN O R Y ROSALES
C. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. UNAM.

Introduccion. Los neutréfilos son células de origen hematopoyético pertenecientes al sistema inmune innato. Los
neutrdéfilos, al estar totalmente diferenciados, abandonan la medula ésea y entran al torrente sanguineo donde
tienen una vida media de pocas horas. Durante una infeccion los neutrofilos traspasan el endotelio vascular y migran
a los sitios de infeccion donde montan diferentes estrategias para combatir a los microorganismos invasores. Estas
estrategias son la fagocitosis, la degranulacion que libera agentes microbicidas y la secrecion de citocinas. En 2004
otra estrategia de los neutrdfilos para enfrentar a los microorganismos fue descrita. Esta consiste en la formacion
de redes extracelulares denominadas NETs por sus siglas en inglés (Neutrophil Extracellular Traps). Las NETs estan
formadas por cromatina asociada con proteinas de los granulos. En las NETs, los microorganismos son atrapados y
comienzan a ser degradados. La mayoria de los datos obtenidos sobre la formacion de NETs son resultado de
estimular al neutréfilo con microorganismos completos o con PMA (del ingles phorbol myristate acetate). No hay
reportes de que algun receptor del neutréfilo pueda inducir la formaciéon de NETs. Objetivo. Determinar si los
receptores Fc para anticuerpos del neutréfilo pueden inducir la formacién de NETs. Métodos. Purificar neutréfilos
humanos de sangre periférica y estimular selectivamente cada uno de los FcR de neutréfilos mediante anticuerpos
monoclonales especificos: IV.3 (anti-hFcRIIA) y 3G8 (anti-hFcRIIB). Detectar la formacién de NETs mediante tincion
directa de DNA y mediante inmunohistoquimica para histona H2B y elastasa de neutréfilo (D7). Resultados.
Estimulando con el FcRIA no hay formacion de NETs. Al estimular selectivamente el FcRIIB se forman NETs.
Conclusién. Unicamente el FcRIIB presente en neutréfilos humanos inicia la formacion de NETS.

INM252

ACTIVACION DE FACTORES NUCLEARES POR RECEPTORES Fc EN MONOCITOS. MoRA N., RODRIGUEZ-CRUZ A Y ROSALES
C. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion: Los leucocitos o glébulos blancos de la sangre son muy importantes en tareas de defensa del
organismo durante procesos infecciosos y en inflamacidn. Durante estos procesos los leucocitos reciben sefales
especificas que determinan su comportamiento a través de proteinas de matriz extracelular y a través de los
anticuerpos. Existen en los leucocitos receptores especificos para los anticuerpos que son llamados receptores Fc
(FCR). Por medio de la activacion de los FcR, los anticuerpos activan gran variedad de funciones celulares como
liberacién de mediadores quimicos inflamatorios, fagocitosis, activacion de factores nucleares, citotocicidad
dependiente de anticuerpos y citotoxicidad. Existen tres tipos de receptores Fc para IgG: FcyRI, FcyRII, FcyRIIL Estos
receptores se expresan en diferentes tipos celulares y generan diferentes vias de sefial al interior de la célula. Los
receptores Fc del neutrofilo FcyRIIA y FeyRIIIB son capaces de activar diferentes respuestas celulares. El FcyRIIA induce
fagocitosis (1) mientras que el FcyRIIB induce activacion de factores nucleares (2). En monocitos se expresan tres
receptores Fc diferentes y no se conoce si cada uno de ellos sefiala para una respuesta distinta. Objetivo. Determinar
si los receptores FcyRI, FcyRIIA 'y FcyRIIIA de monocitos inducen la activacion de factores nucleares. Metodos: En la
linea celular de monocitos THP-1, se estimularon selectivamente con cada uno de los receptores Fc, utilizando
anticuerpos monoclonales especificos. Los nucleos se aislaron y se detectd la presencia de factores nucleares por
citometria de flujo. Cambios en la concentracion citoplasmica de calcio se detectaron en células cargadas con Fura-
2 en un espectrofluorimetro. Resultados: Las células THP-1 expresaron los receptores FcyRI y FcyRIIA. No se detectod
la presencia del receptor FcyRIIL. Ambos receptores FcyRI'y FcyRIIA indujeron un incremento en la concentraciéon de
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calcio, aunque la respuesta de FcyRIIA fue mayor. Ninguno de los receptores indujo la aparicién de ERK fosforilado
en el nucleo de las células. Conclusion: Los receptores Fc de monocitos pueden generar movilizacion de calcio, pero
aparentemente no sefialan al nicleo por medio de la activacion de ERK.

INM253

PRODUCCION DE HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-FCRIIB. MUNOZ GODINEZ R Y
ROSALES C. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion. Dentro de la familia de receptores Fc para IgG (FcyR) existen el receptor FcyRIIA que funciona como
activador de diversas respuestas celulares y el receptor FcyRIIB que regulan negativamente ciertas funciones
celulares. Estos dos receptores comparten 96% de identidad en la region extracelular. Los anticuerpos que existen
contra estos receptores reaccionan indistintamente con ambos. Objetivo. Produccion de hibridomas secretores de
anticuerpos monoclonales anti- FcyRIIB. Métodos. Inmunizacién de ratones con células NIH3T3 que expresen el
FcyRIIB humano. Extraccion de células del bazo de los ratones y fusion de éstas con células inmortales de mieloma.
Seleccion de hibridomas detectando los anticuerpos que unan selectivamente al FcyRIIB expresado en las células
NIH3T3. Resultados. Hasta el momento, las células NIH3T3 se han transfectado con el cDNA para FcyRIIB y se estan
seleccionado en medio con antibidtico G418 para obtener una poblacién homogénea de células que expresen el
receptor. Estas células se utilizaran para inmunizar a los ratones para que produzcan el anticuerpo contra esta
molécula. Conclusion. La obtencion de células transfectadas con el receptor FcyRIIB es un paso critico en este
proyecto ya que estas células se utilizaran como antigeno para inmunizar a los ratones.

INM258

DEVELOPMENT OF A NOVEL INTRANASAL AND SUBCUTANEOUS RECOMBINANT ADJUVANT FOR INFLUENZA
VACCINE. 1SEGURA-VELAZQUEZ RENE, *CERVANTES JACQUELYNNE, *ACOSTA ERNESTO, 2SANCHEZ-BETANCOURT IVAN, 2VILLALOBOS
NELLY, 2RODARTE LUIS FELIPE, JFRAGOSO GLADIS, 1SCIUTTO EDDA. LINSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, DEPARTAMENTO DE
INMUNOLOGEA, UNAM. 2FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA ¥ ZOOTECNIA, UNAM.

Introducction. The synthetic peptide GK-1 derived from T7aenia crassiceps enhances the protection induced by
human influenza vaccine in both young and aged mice. Peptide epitopes in the hybrid bacteriophages have been
reported to be strongly immunogenic against different infectious diseases without the need of external adjuvants.
On the other hand, the effectiveness of adjuvants and vaccines can be improved by using an adequate delivery
system for their presentation. A proper delivery system could also extend the vaccine usefulness to different
administration routes, i.e. intranasal, intradermal, or even oral. Aim. To express GK-1 in filamentous bacteriophage
for its delivery, to enhance the effectiveness of GK-1 as an adjuvant and to test its efficacy for parenteral and
intranasal administration. Methods. GK-1 was recombinantly bound to the major capsid protein pVIII thus the
peptide is ‘displayed’ as an extension at the N-terminus of the coat protein on the surface of the phage particle
(FGK1). Considering that influenza virus enters through mucosal surfaces, the effectiveness of FGK1 was evaluated
when subcutaneously and intranasally co-administered with the inactivated influenza vaccine in mice and pigs.
Results. In mice, FGK1 significantly increased the expected IgG and IgA anti-influenza antibody levels both in sera
and in bronchoalveolar fluids when intranasally or subcutaneously co-administered as an adjuvant with human
influenza vaccine. Single-dose pig co-immunization with FGK1 and swine influenza vaccine induced serum levels of
IgG anti-influenza antibodies similar to those elicited by a two-dose immunization with the influenza vaccine alone.
Conclusions. GK-1 expressed in flamentous bacteriophage also exhibited effective adjuvant properties both in mice
and pigs and when intranasally or subcutaneously delivered. Preclinical evaluation of FGK1 with the influenza vaccine
is currently in progress, in order to recommend its use for veterinary purposes.

This investigation was partially supported by ConsejoNacional de Ciencia y Tecnologia (126978), Instituto de Ciencia
y Tecnologia del DF (PICSA11-19), and DGAPA, UNAM (IT-214311). This study has been also supported by the
Institutional program “Programa de Investigacion para el Desarrollo y la Optimizacion de vacunas, adyuvantes y
métodos diagndsticos del IIB".
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INM259

PARTICIPACION DE LAS CELULAS T REGULADORAS EN LA CISTICERCOSIS EXPERIMENTAL MURINA POR TAENIA
CRASSICEPS. Ruiz MONROY NATALY MONTSERRATY, PALAFOX FONSECA HECTOR?, LOPEZ ROBLERO ALEXANDERY, ARCE SILLAS ASIELY,
CAMACHO-VAZQUEZ CYNTHIAZ, NAJERA-OCAMPO MARISOLZ, FRAGOSO GLADIS? FLEURY AGNES?, SCIUTTO-CONDE EDDA!, ADALID-
PERALTA LAURAY3. ZUNIDAD PERIFERICA PARA EL ESTUDIO DE LA NEUROINFLAMACION EN PATOLOGIAS INEUROLOGICAS, UNAM-INNN.
2INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA. INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA ¥
INEUROCIRUGIA.

Introduccion. La cisticercosis murina causada por 7aenia crassiceps se ha utilizado como modelo de cisticercosis
para el estudio de la relacién hospedero-parasito. Al respecto, se ha reportado que las hembras son méas permisivas
que los machos; que la cepa C57BL/6J es mas restrictiva que la cepa BALB/cAnN al establecimiento y reproduccion
del parasito. Diversos estudios han asociado componentes inmunes a la resistencia de la infeccién. Sin embargo,
aun no se ha explorado la participacién de células T reguladoras (Tregs) en la modulacion del habitat en el que el
parasito se desarrolla (peritoneo). Objetivo. Determinar el rol de las células Tregs durante la infeccion del cisticerco
de 7. crassiceps en ratones hembras C57BL/6. Materiales y métodos. Se emplearon ratones hembras de 4 a 5
semanas de edad de la cepa C57BL/6J. Se formaron dos grupos, el grupo I se inoculd por via intraperitoneal con 20
cisticercos por raton, el grupo II fue el control sin infectar. A diferentes tiempos de infeccién (5, 30, 90 y 130 dias) se
determino el nivel de células Tregs en peritoneo, ganglios mesentéricos, placas de Peyer y bazo. Por otra parte, se
evalud la capacidad proliferativa de células de bazo estimuladas con antigenos (Ag) de 7. crassiceps. Paralelamente
se determino la expresién de moléculas con caracter supresor en Tregs de peritoneo mediante RT-PCR. Resultados.
Los niveles de Tregs se mantuvieron constantes a lo largo de la infeccion en ambos grupos tanto en bazo como en
peritoneo. En cuanto a la respuesta proliferativa, se observaron niveles similares de proliferacién en ambos grupos
cuando se estimularon con Ag del cisticerco y no se observo proliferacion de células T efectoras ni de Tregs. Por otro
lado se observé un aumento en la expresion de granzima B a los 5 dias post-infeccion y perforina a los 5 y 30 dias.
Discusion. El parasito de 7. crassiceps promueve una disminucion en la capacidad proliferativa de los linfocitos T
que es independiente de células Tregs Ag-especificas. El aumento en las moléculas inductoras de citélisis como
perforina y granzima en tiempos tempranos de infeccién parece no estar asociado a la presencia de células Tregs,
ya que estas no estan incrementadas en el sitio de instalacion del paréasito. Conclusion. La resistencia a la infeccién
por el cisticerco en ratones de la cepa C57BL/6 no esta asociada a la presencia de células Tregs.

INM26 4

NEUROCISTICERCOSIS HUMANA: EVALUACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE CISTICERCOS DE TAENIA SOLIUM
Y SU ASOCIACION CON CARACTERISTICAS DEL HUESPED Y DE LA ENFERMEDAD. HECTOR PALAFOX FONSECA?, GERARDO
ZURIGA2, TzIPE GOVEZENSKY?, RAUL BOBES?, DANIEL PINERO3, LAURA TEXCOY, MARISELA HERNANDEZ?, JEFFERSON PROARIO?* GRACIELA
CARDENAS, AGNES FLEURY® , EDDA SCIUTTO! Y GLADIS FRAGOSO?. 1. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM,;: MExico, D.
F., 04510, MEexico. 2. EScUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, IPN; MEexico, D.F., 11340, Mexico. 3. INSTITUTO DE ECOLOGIA,
UNAM; Mexico, D. F., 04510, MExico. 4. CENTRO MEDICO INACIONAL SIGLO XXT INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, MIEXICO
D.F. 5. INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA DR. MIANUEL VELASCO, SECRETARIA DE SALUD, MEXIcO D.F. 6. UNIDAD
PERIFERICA DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE LA UNAM EN EL INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
DR. MIANUEL VELASCO, SECRETARIA DE SALUD, MExico D.F.

Introduccion. La neurocisticercosis (NC) humana (causada por el estado larvario de T7aenia solium) es una
enfermedad heterogénea clinica y radiolégicamente, ya que puede haber pacientes con cisticercos Unicos o
multiples, con localizacion en espacio subaracnoideo de la base y en ventriculos y con inflamacién nula, moderada
o exacerbaba. La heterogeneidad observada en la NC podria estar dada por factores del hospedero y/o del paréasito.
Objetivo. Identificar si variaciones genéticas del parasito podrian asociarse con la heterogeneidad demografica,
clinica y radiolégica de los pacientes con NC. Métodos: Se colectaron cisticercos aislados quirdrgicamente de
diferentes individuos con NC de los cuales se extrajo el DNA. Se obtuvieron los productos de amplificacién del gene
mitocondrial Cytb, los cuales se secuenciaron para identificar variaciones que se asociaran los variables demograficas
y/o clinico-radiologicas de los pacientes. Resultados. Se encontraron variaciones genéticas en el marcador
mitocondrial Cytb en cisticercos aislados quirirgicamente de diferentes individuos con NC y de diferentes
localizaciones del SNC, se identificaron 9 haplotipos los cuales formaron 4 haplogrupos; los haplogrupos 3 y 4
presentaron una tendencia de asociaciéon con la edad y el sexo, respectivamente (P=0.1) sin embargo no se
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encontraron asociaciones entre la heterogeneidad en la NC y los haplotipos & haplogrupos encontrados.
Conclusiones: Aunque no encontramos asociaciones significativas entre la heterogeneidad y las variaciones
genéticas del Cytb, el hecho de encontrar diferencias genéticas en los parasitos en un gen que es muy conservado
puede ser un indicativo que otros genes involucrados en la patogenicidad del cisticerco contengan polimorfismos
que si se asocien a la heterogeneidad clinico-radioldgica de la NC. Las asociaciones con sexo y edad encontradas
podrian participar en las diferencias en la presentacion de la NC entre hombres y mujeres y adultos y nifios que han
sido reportadas previamente.

INM27 4

TRANSMISION ORAL DE TRYPANOSOMA CRUZI:EVALUACION DE DOS CEPAS MEXICANAS. DEHESA RG; MARTINEZ, MI
Y ESPINOZA GB. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. UNAM.

La transmision de 7. cruzi por la via oral, es actualmente el mecanismo mas importante en alguna regiones de
América del Sur. Una alta tasa de mortalidad debido al desarrollo de una miocarditis severa, es la principal
consecuencia de una infeccion oral. Posiblemente esta patologia observada, se deba al cardiotropismo del linaje
genético Tcl, el cual se ha reportado en la transmisién oral con este parasito. El conocimiento de la capacidad
infectiva de 7. cruzipor la via oral, permanecen restringidos a cepas sudamericanas. La importancia de este trabajo
fue lograr desarrollar una infeccidén por via oral con dos cepas mexicanas de 7. cruzi tipo Tcl.

Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c. Dos grupos experimentales fueron inoculados oralmente con 1X10°
tripomastigotes de la cepa Querétaro (Qro.) o Ninoa, respectivamente. El grupo control fue inoculado con sangre
de ratdn sin parasitos. Se evalud la presencia de nidos de parasito e infiltrado inflamatorio por IFI y por tincion de
H/E en cortes histoldgicos. El infiltrado inflamatorio se cuantifico usando el software Image J. Se determinaron
curvas de parasitemia y la tasa de sobrevivencia para los grupos infectados. Por ELISA-indirecta se evaluaron los
anticuerpos IgG e IgA-secretora, en suero y sobrenadantes de heces, respectivamente.

Se encontraron nidos de 7. cruzien estbmago de ratones infectados con la cepa Qro. En los ratones infectados con
la cepa Ninoa, se observaron nidos en el corazén. Se observo en los grupos experimentales, infiltrado inflamatorio
en estdbmago, corazén y musculo esquelético, con diferencias significativas con el grupo control. Se encontr6 la
presencia de anticuerpos IgG e IgA-s anti- 7. cruzi en las muestras de suero y sobrenadantes. En IgG se encontraron
diferencias significativas con respecto al grupo control. Se encontré diferencias significativas en las curvas de
parasitemia y la tasa de sobrevivencia entre ambos grupos experimentales.

Con base a los resultados obtenidos, se demostré que las cepas mexicanas Qro. y Ninoa de 7. cruzi tipo Tcl, son
capaces de infectar por la via oral y establecer posteriormente una infeccion a nivel sistémico, induciendo una
respuesta inmune humoral.

INM275

PAPEL DEL PEPTIDO ANTIMICROBIANO (CDAP-4) CONTRA CEPAS DE £ COLI/RESISTENTES A AMPICILINA. RODRIGUEZ
ALEJANDROY. HERNANDEZ JAZMINY. GARCIA EDUARDO AL, 1.CBRL, DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BiomepicAs , UNAM, MExico D.F.

Los péptidos antimicrobianos son una alternativa emergente para el tratamiento de infecciones bacterianas. CDAP-
4 (Chemokine Derived Antimicrobial Peptide-4) es un péptido sintético derivado de la parte carboxilo terminal de la
quimiocina humana CCL13. Ademas de inducir la quimiotaxis y activacion celular la quimiocina de clasificacion CC,
tiene propiedades antimicrobianas principalmente contra bacterias Gram-negativas. La seccion carboxilo terminal
de CCL13 tiene un potencial electrostatico positivo, esta caracteristica ha sido relacionada con la actividad
antimicrobiana, del mismo modo CDAP-4 presenta cargas positivas, lo cual sugiere su capacidad antibacteriana. Sin
embargo, los mecanismos mas alla de la lisis celular no han sido estudiados. En este trabajo con el propésito de
caracterizar mejor la actividad antimicrobiana de CDAP-4, se evalUa el efecto de la actividad antimicrobiana contra
sepas de £ coliasi como su repercusion en el proceso de fagocitosis de £ coli por macréfagos y monocitos.

Las cepas de £ coli fueron transformadas con plasmidos codificantes para GFP o RFP y resistencia a ampicilina. Se
midio el crecimiento bacteriano para las cepas de £ coli, bajo los tratamientos con CDAP-4 o antibidticos. Se
realizaron ensayos de fagocitosis con monocitos y macréfagos humanos en conjunto con las baterias y un
tratamiento con CDAP-4.
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El crecimiento de £ coli fue arrestado bajo un tratamiento con CDAP-4 a una concentracion de 200 ug/mL para
ambas cepas. Los ensayos de fagocitosis reportaron un incremento en la efectividad bactericida de los monocitos y
macréfagos, bajo un tratamiento con CDAP-4 (100 ug/mL) el nimero de UFC (unidades formadoras de colonias) se
redujo en un 50 % para ambas cepas. Por lo que sugiere un efecto opsonizante de CDAP-4 sobre las bacterias.

En el trabajo se muestra la actividad antimicrobiana de CDAP-4 contra cepas de £. coliresistentes a ampicilina. Hasta
ahora nuestros resultados indican la importancia de la actividad antimicrobiana de CDAP-4 contra bacterias Gram-
negativas. Por otro lado se muestra un aumento en la destruccién bacteriana por monocitos y macréfagos bajo un
tratamiento con CDAP-4. Por lo que podria ser un mecanismo importante que ayude el control de las infecciones
bacterianas. Debido a esto los péptidos son un objeto de estudio innovador para generar nuevas alternativas de
tratamientos.

INM276

IDENTIFICACION DE MIMOTOPOS DE EPITOPOS DE CELULAS T USANDO BIBLIOTECAS DE EPITOPOS VARIABLES Y UN
MODELO MURINO DE ADENOCARCINOMA DE MAMA. PErez EG, SERVIN R, MUNGUIA ME, DOMINGUEZ AN, ZAMORA R,
MANOUTCHARIAN K. INSTITUTO DF INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion. El disefio de vacunas como tratamiento para los pacientes con cancer de mama se ha limitado por
distintos factores, por lo que los avances en inmunologia y biotecnologia han permitido el disefio de nuevas
estrategias para el desarrollo de vacunas, tal como el uso de Bibliotecas de Epitopos Variables (BEVs). El uso de BEVs
permite identificar mimotopos, los cuales tienen la ventaja de imitar estructuras antigénicas sin ser idénticas a ellas
por lo que son capaces de incrementar la respuesta de los linfocitos T ante células tumorales cuando los antigenos
asociados al tumor inducen una respuesta ineficiente . Objetivo. Evaluar la actividad antitumoral de una BEV y
obtener mimétopos de epitopos reconocidos por Linfocitos T mediante el tamizaje de la BEV. Metodologia. Para
identificar mimétopos de células T se empled una BEV, la cual consiste de epitopos de 9 aminoéacidos de longitud y
un epitopo control. Se implantaron ratones BALB/c hembras con células 4T1 via subcutanea, 5 dias después del
implante los ratones se inmunizaron con la BEV o con el epitopo control. Posteriormente, se llevd a cabo el
seguimiento del crecimiento del drea tumoral y se efectuaron ensayos de proliferacién celular. Resultados. Se
observd que el crecimiento tumoral de los ratones implantados con células 4T1 e inmunizados con la BEV tiende a
ser menor que el de aquellos ratones implantados e inmunizados con el epitopo control. La inmunizacién de ratones
implantados con células 4T1 empleando la BEV indujo un incremento en los porcentajes de proliferacién celular
comparados con los obtenidos al inmunizar con el epitopo control. Conclusiones. El uso de BEVs en el disefio de
vacunas terapéuticas de uso en cancer de mama es una estrategia de utilidad, en este caso, al seleccionar mimétopos
de epitopos de células T que puedan ser empleados como componentes de vacunas para asi incrementar la
respuesta inmune antitumoral. Referencias. Bramswig KH. (2007). Clin Cancer Res 13 (21):6501-6508.

INM293

PARTICIPACION DE CARBOHIDRATOS EN LA FAGOCITOSIS DE CUERPOS APOPTOTICOS MICOBACTERIANOS. GARCiA
T.C., ESPINOSA P., MANCILLA R. Depro. INMUNOLOGIA. IIB.UNAM.

Introduccion. Existen observaciones que sugieren la exposicion en la superficie celular de las células apoptoticas
glicoproteinas con patrones de glicosilacion anormales (Savill J et al., 2002). Por estudios previos en el laboratorio
se sabe que el receptor de manosa participa en la fagocitosis de cuerpos apoptéticos por medio de la unién a
residuos de carbohidratos, que podrian ser manosa, fucosa y/o N-acetilglucosamina expuestos en la superficie de
los cuerpos apoptoticos. Estos residuos podrian estar presentes en lectinas que se han expuesto o intercambiado a
la superficie celular durante el proceso de apoptosis (Mancilla y col; observaciones no publicadas). Objetivo.
Investigar la participacion de receptores de tipo lectina en la fagocitosis por macréfagos de cuerpos apoptéticos
inducidos por paredes de M. smegmatis transformada (LpgH). Metodologia. Los cuerpos apoptéticos fueron
tratados con paredes de M. smegmatis transformada con LpgH una glicolipoproteina apoptogénica de M.
tuberculosis y fueron obtenidos por centrifugacion. Los ensayos de inhibicién de la fagocitosis de cuerpos
apoptdticos fueron con azlcares competidores del receptor de manosa N-acetilglucosamina y Manana y con un
anticuerpo monoclonal bloqueador del Receptor de Manosa (MR). Se realizaron ensayos de inhibicién del ARNm
del MRy de la fagocitosis de cuerpos apoptéticos con siRNA del MR. Resultados. En los ensayos de inhibicion de

44




Memorias Inmunologia

la fagocitosis de cuerpos apoptéticos con 5ug del AcMn con anti-MR fue de 74.9%% y con 10 pg de 83.9%. En los
ensayos de inhibicion de la fagocitosis con cuerpos apoptdticos con azlicares competidores del MR N-
acetilglucosamina fue 41.9%% y con Manana 36.6%. Por Ultimo, en los ensayos de inhibicion con el siRNA del MR
se obtuvo 60.9% de inhibicion en la fagocitosis de cuerpos apoptéticos. Conclusiones. Las observaciones sugieren
gue el MR participa en la fagocitosis de cuerpos apoptéticos por la unién de residuos de carbohidratos que pueden
ser manosa, fucosa y N-acetilglucosamina expuesta en la superficie de los cuerpos apoptoticos. Estos residuos
podrian estar presentes en lectinas que han sido expuestas o intercambiadas a la superficie celular durante la
apoptosis.

INM305

EXPRESSION OF 7. SOLIUM ANTIGENS IN PLANT CELLS THROUGH A RIBOSOMAL SKIP MECHANISM: IMPLICATIONS
ON VACCINATION AND DIAGNOSTIC APPROACHES. MONREAL-ESCALANTE E!, BANUELOS-HERNANDEZ B!, HERNANDEZ M?,
FRAGOSO G2, SCIUTTO E2, ROSALES-MENDOZA St. ZLABORATORIO DE BIOFARMACEUTICOS RECOMBINANTES, FACULTAD DE CIENCIAS
QUIMICAS, UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN Luis POTOS S.1.P. °DPTO. INMUNOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

Introduction. 7aenia solium cysticercosis is a major parasitic disease that affects human health and economy in
underdeveloped countries. Porcine cysticercosis is indispensable to maintain the life cycle of the parasite and is
vulnerable to vaccination. Different recombinant and synthetic antigens proved to be effective as vaccines.
Objective. Herein, a novel delivery system appropriate for multiepitope oral vaccines is explored. Materials and
Methods. The S3Pvac vaccine components (KETcl, KETc12, KETc7, GK1 (KETc7)) and the protective HP6/TSOL18
antigen were expressed in a Helios-2A poly-protein system. This system is based in the ‘ribosomal skip’ mechanism
mediated by the viral 2A-sequence that induces self-cleavage events at the translational level. This protein
arrangement was expressed in transgenic tobacco cells. Results. The corresponding insert and transcript were
detected by PCR and RT-PCR in several Helios 2A lines. The amount of the recombinant protein TSOL18 was
estimated in approx. 3% of the total plant soluble extract by ELISA. The vaccine peptides expressed in the plant-
derived Helios 2A system proved to be immunogenic and antigenic. BALB/c mice immunized with the Helios-2A
poly-protein system antibodies that strongly recognized the respective vaccine S3Pvac-peptides and the
HP6/TSOL18 recombinant protein. The peptides expressed in the Helios-2A poly-protein system are also specifically
recognized by cerebral spinal fluid from patients with neurocysticercosis. Conclusions. All these evidences support
that Helios-2A poly-protein is a promising system to be considered for the expression of multiple antigens in a single
construction of interest for oral vaccination and diagnosis.

INM312

EFECTO DEL LPS EN LA CONDUCTA DE RATONES BALB/cCANN Y CD-1 DE AMBOS SEXOS. ARODRIGUEZ M., “ROSETTI M.,
AFLORENTINO A., “FRAGOSO G., “BFLEURY A., ASCIUTTO E., AMENESES G. “ADEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. BUNIDAD PERIFERICA, INSTITUTO INACIONAL DE INEUROLOGIA Y INEUROCIRUGIA/INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.

Introduccion. La activacién del sistema inmune puede resultar en modificaciones conductuales y se atribuyen
principalmente a modificaciones en los niveles de las citocinas proinflamatorias, que activan a la enzima indoleamina
2.3-dioxigenasa (IDO) y desencadenan la produccion de 3-HQ3 y C7H5NOA4, resultando en atrofia del hipocampo y
alteraciones conductuales. En nuestro laboratorio hemos observado diferencias en los niveles de TNFa sistémico y
central entre los ratones BALB/cANnN (B) y CD-1(C) tratados con LPS. Objetivo. En este trabajo se evaluara la relacién
entre los niveles de TNFa inducidos por la administracion intraperitoneal (IP) de LPS en la conducta de ratones By
C de ambos sexos (H/M). Metodologia. Se utilizaron ratones By C de ambos sexos, de 6 a 8 semanas de edad (n=5-
10, 5 por caja). Se incluyeron ratones control y con LPS (1 mg/Kg IP). Se grabé durante dos minutos cada caja, 2 h
antes del tratamiento, y cada dos horas después del tratamiento hasta las 24 h. La conducta se analizé a través de
tres parametros: a) magnitud de la movilidad, b) tiempo de inmovilidad, ¢) niUmero de veces que se paran en dos
patas (P2). Los datos fueron analizados con la prueba glmm (modelo generalizado lineal mixto). Resultados. Los
ratones tratados con LPS mostraron movilidad disminuida a partir de las dos horas posteriores al tratamiento y
comenzaron a recuperarse 10 h después del tratamiento, sin diferencias significativas entre cepas y sexos. Se
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observaron diferencias significativas entre cepas y sexos en los tiempos de inmovilidad (1.3 C-M vs 0.6 B-M). Los
ratones recuperaron los niveles normales de inmovilidad después de las 14 h de tratamiento. Se registro el nimero
de P2, parametro que correlaciona con un movimiento mas fino de movilidad. Se encontraron diferencias
significativas entre cepas y sexos: en B ningun ratdn se registré P2 y en C se observaron registros positivos en ambos
sexos a partir de las 10 h después del tratamiento. Conclusiones. Los parametros de mediciéon de movilidad e
inmovilidad no se asocian con los cambios de los niveles de TNFa sistémicos ni centrales. La evaluacién de movilidad
a través del registro de P2 es un parametro sensible a modificaciones en los niveles de TNFa sistémicos ni centrales
que nos permitira evaluar su relacién con los cambios conductuales en las dos cepas y sexos utilizados.

INM314

RELEVANCIA DE FACTORES SEXUALES Y GENETICOS EN LA MODULACION DE LA NEUROINFLAMACION AGUDA
INDUCIDA POR LPS. AESCALANTE P., “RODRIGUEZ M., “FRAGOSO G., “BFLEURY A., ASCIUTTO E., AMENESES G. “AINSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, 8 UNIDAD PERIFERICA DEL [TB/INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y
NEUROCIRUGIA.

Introduccion. La neuroinflamacién se ha asociado a diferentes patologias de origen infeccioso y no infeccioso
incluyendo las neurodegenerativas. Diferentes estimulos periféricos inflamatorios pueden promover
neuroinflamacién con caracteristicas particulares segin multiples factores propios del individuo asi como
circunstanciales. Objetivo. Evaluar la participacién de efectos genéticos y sexuales en la modulacién del fendbmeno
inflamatorio periférico y central inducido por el LPS. Métodos. Ratones BALB/cAnN (B) y CD1 (C) de ambos sexos
de 6 a 8 semanas de edad (n=5), se inocularon por via intraperitoneal (IP) con LPS (1mg/Kg). Dos horas posteriores
a la inoculacion los ratones fueron sangrados a blanco y se recuperd cerebro y bazo de cada uno de ellos. En suero
y proteinas solubles (extracto de bazo y cerebro) se cuantificaron los niveles de TNFa, IL-1B e IL-6 por ELISA. Se
cuantifico el porcentaje de microglia y su estado de activacion en células de sistema nervioso central por citometria
de flujo (CD45 ¥+ /CD11b+/IA%+). Resultados. Los ratones B de ambos sexos presentan mayores niveles de
citocinas proinflamatorias (pg/ml) en periferia que los ratones C: TNFa en suero, (691 vs 495) y bazo: (847 vs 380),
en bazo, IL-1 B (23,640 vs 11,970) e IL-6 (6,267 vs 2,670), respectivamente. En cerebro ambos sexos de la cepa C,
presentan mayores niveles de TNFa que los ratones B, (376 vs 95); y B mayores niveles de IL-1 B que los C (2,749 vs
365), respectivamente. En periferia las hembras son mas productoras de citocinas que los machos y en SNC solo se
encontraron diferencias en los niveles de IL-1 B siendo mayor en hembras de B y en machos los C. En las células de
SNC, no se encontraron diferencias en el porcentaje de microglia (CD45 '°¥+ /CD11b o CD45 '*%+/IA%+). Se encontrd
un incremento significativo en la intensidad media de IA9 en los ratones C de ambos sexos con respecto a los B (71.1
vs 54.2). Conclusiones. Los resultados sefialan que los ratones B responden ante el estimulo de LPS con una mayor
secrecion de TNFa en la periferia, mientras que en la cepa exogamica C, presentan niveles elevados de TNFa en SNC
y mayor expresion de antigenos de clase II que indican una mayor estimulacion de la microglia. Al respecto del sexo
las hembras son mas pro-inflamatoria que los machos en periferia mientras los machos presentan mayores niveles
de IL-1B en SNC.

INM322

PAPEL DE CD5 EN LA INDUCCION DE CELULAS T REGULADORAS N VITRO. BURGUENO EPY, MIER-AGUILAR CAL, RoA NSZ,
RAMAN C.2 CHAVEZ-Rios JR! GARCIA-ZEPEDA E!, SOLDEVILA G.. IDEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIHA, UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MExico, MExico DF, MEXICO. ° DEPARTMENTS OF MEDICINE AND MICROBIOLOGY, UNIVERSITY OF ALABAMA AT
BIRMINGHAM, USA. CONTACTO: QFB.BURGUENO@GMAIL.COM.

Introduccion. Las células T reguladoras (Tregs), tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la tolerancia
inmune. Su generacion en periferia requiere de una sefial baja del TCR, un coestimulo subéptimo y TGFB e IL-2. CD5,
una glicoproteina de 67kDa, actia como regulador negativo de las sefales del TCR, ya que posee residuos
fosforilables en su regién citopldsmica. En el raton CD5KO la poblacion CD4+Foxp3+CD25+ se encuentra
incrementada en porcentaje y nimeros totales tanto en el timo como en periferia. Interesantemente en ganglios y
bazo de este ratén se encuentra incrementada una poblacion CD4+Foxp3+CD25-, las cuales podrian ser T
reguladoras inducidas. La poblacion de Tregs timica analizada en el raton CD5KO presenta una menor apoptosis
comparada con el ratébn WT. Por otro lado, en otros trabajos, se ha observado que estas células presentan una mejor

46




Memorias Inmunologia

capacidad supresora /n vitro. Hipotesis. Puesto que CD5 es un modulador de las sefiales del TCR, el bloqueo de la
sefializacion de CD5 afectara la generacion de iTregs /n vitro. Objetivos. Estudiar el efecto que tiene el bloqueo de
CD5 en la induccién de linfocitos T reguladores a partir de células T virgenes /n vitro. Metodologia. Se separan las
células virgenes (CD4+CD25-CD44loCD62Lhi) de ratones Balb/c y se ponen en cultivo bajo diferentes condiciones
de activacion en presencia o ausencia de TGFb y rshCD5 o a-CD5m. Resultados. Bajo condiciones de activacién
suboptima en presencia de TGFp, la generacion de Tregs (CD4+CD25+Foxp3+) incrementa. Esta poblacion se ve
disminuida en porcentaje cuando a los cultivos bajo estas condiciones, se les adiciona rshCD5 o a-CD5, los cuales
bloquean de las sefiales de CD5. Por otro lado, en presencia de rshCD5 o a-CD5 la poblacion CD4+CD25-Foxp3+
incrementa. Dado que la separacién de células virgenes no se hace a partir de Foxp3-, el incremento en esta
poblacion se puede deber a una induccién de novo o a una expansion /n vitro de estas células. Conclusiones. La
presencia de rshCD5 o a.-CD5 en cultivo bajo condiciones de activacion subéptimay en presencia de TGF disminuye
(en porcentaje) la induccién de linfocitos T reguladores /n vitro en comparado con el cultivo sin estas proteinas; sin
embargo, la presencia de estas proteinas incrementa una poblacién de linfocitos CD4+Foxp3+CD25-, la cual pudiera
representar una poblacién poco caracterizada de linfocitos Treg inducidos.

INM333

EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF MycosAcTerium  TUBERCULOSIS PROTEINS POST-TRANSLATIONALLY
MODIFIED IN RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS. MORALES P, VALLECILLO A.J, SEGURA E, PARADA C AND Esprimia C.
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExico, C.P.
04510, Mexico, D.F. MExico.

Introduction. The bacterial protein glycosylation and methylation have an important role in modulate the
effectiveness of the host immune response. The glycoproteome of M. tuberculosis revealed the existence of
considerable number of mannosylated proteins. Moreover, methylation has been only described in M. tuberculosis
heparin binding hemagglutinin (Hbha). Interesting, immune responses induced by Hbha and Apa depend of the
level of methylation and glycosylation of the proteins respectively. Since both modifications are lost in the
recombinant proteins expressed in £scherichia colj there is a need to look for surrogate bacteria with the capacity
to modify the foreign proteins. R. erythoropolis is Gram-positive, GC-high content bacteria and the genome
sequence showed that they are close genetically related to micobacteria. Objetive. Cloning and expression of M.
tuberculosis proteins with the potentiality to be post-transnationally modified in R. erythropolis. Methods. The
coding regions corresponding to Hbha Apa, PstS1, and LprG mycobacterial proteins were cloned in both R
erythropolis expression vector pNit-QC1 and pTip-QC1 with His tag linked to carboxyl terminus for glycoproteins
and the amino terminus for Hbha. Recombinant proteins were purified by IMAC. The proteins will be resolved in
SDS_PAGE and after transferred to PDVF membranes, ligand blot assays will be carried out with Con A with and
antibody raised against lysine methylated motifs. Results. Our results show that R. erythropolis is able to express
Apa, PstS1 and LprG, being recognized by Con A, indicating that the proteins are mannosylated by R. erythropolis.
Interesting, Hbha was obtained associated to lipids bodies as has been described for R. opacus Hbha orthologous.
Western blot assay with the anti-methylated-lysine antibody gives a positive signal. Conclusions. Show that R.
erythropolis could be considered as a new host for expression of post-translational modified proteins of M.
tuberculosis.

INM335

ESTUDIO SEROEPIMEDIOLOGICO DE LA CISTICERCOSIS HUMANA POR TAENIA SOLIUMEN EL ESTADO DE MORELOS.
SALGADO EB?, MORALES SJ1, SANCHEZ ZAMORANO LM, 3 FRAGOSO GY, SciutTo EL, FLEURY A2, HERNANDEZ M. I DEPARTAMENTO DE
INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. 2UNIDAD PERIFERICA DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BromepicAs. INNN. JINSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA. CUERNAVACA, MIORELOS.

Antecedentes. La Teniasis/cisticercosis por 7aenia solium (7. solium) es una zoonosis que constituye un problema
de salud publica en paises en via de desarrollo y es endémica en América Latina, Asia y Africa. En nuestro pais el
problema aun prevalece debido a la crianza de cerdos en condiciones no confinadas, consumo de carne sin
inspeccion sanitaria, falta de drenajes y letrinas, falta o inadecuado suministro de agua, fecalismo al ras del sueloy
malas condiciones sanitarias e higiénicas. Objetivo. Estimar la seroprevalencia de la cisticercosis en la poblacion
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humana del Estado de Morelos, a través de muestras de sueros de humano pertenecientes a la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006. Metodologia. Se analizaron un total de 1811 sueros pertenecientes a 20
municipios obtenidos durante la ENSANUT, 2006. Se seleccionaron dos tipos de muestras control: a) seronegativos
provenientes de un medio urbano con bajo riesgo de contacto y/o infeccion con 7. solium, del Centro Médico Siglo
XXI e Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN)), asi como, muestras provenientes de medio rural con
alto riesgo de contacto y/o con diagnostico confirmado, por TAC y ELISA, con y sin neurocisticercosis (NC), de dos
municipios del estado de Puebla; b)seropositivos de pacientes con NC confirmada por diagnéstico clinico, TAC y
ELISA del INNN. Se obtuvo antigeno de fluido vesicular de cisticercos de 7. so/ium de carne de cerdos infectados
para realizar la deteccién de anticuerpos anti- 7. so/ium mediante el ensayo de ELISA. Los resultados obtenidos se
analizaron utilizando el programa SPSS Statistics 17.0. Resultados. En el Estado de Morelos en promedio, el 8.4%
de la poblacion presenta anticuerpos contra 7. so/ium, indicador de la probabilidad de contacto con el parasito. La
seroprevalencia encontrada resultd mayor en la poblacion rural que en la urbana, y correlacioné positivamente con
el indice de marginacion. No se encontraron diferencias significativas entre la seroprevalencia de hombres y mujeres.
La mayor seroprevalencia se encontré en la poblacién igual o mayor de los 43 afios para ambos sexos. Conclusiones.
Los resultados obtenidos sefialan que continla el contacto con 7aenia solium en la poblacidén humana, informacion
gue enfatiza la importancia de implementar medidas para su prevencién y control.

INM336

ANCESTRAL RIBONUCLEOPROTEIN BINDOME BEFORE LUCA. PALACIOS-PEREZ M#, DE FARIAS ST8, REGO TGS, JOSE MVA*,
ADEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO,
CIUDAD DE MEXICO, MIEXICO. BUNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA, CAMPUS I DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MIOLECULAR, LABORATORIO
DE GENETICA EVOLUTIVA PAULO LEMINSK], JOAO PESSOA, PARAIBA, BRASIL. “UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA, DEPARTAMENTO DE
INFORMATICA, PARAIBA, BRASIL. *MARCOJOSE@BIOMEDICAS. UNAM.MX.

Introduction: The biological evolutionary processes started long before the so-called LUCA. Based on the ideas of
progenote communities and the ribocyte, and proposals about the nature and operation of a primitive translation
system, as well as on the theoretical derivation of the standard genetic code from a primeval RNY genetic code, we
hypothesise that few pathways of the modern metabolism could have been present in a single progenote, but
different steps were developed in distinct ones; thus, the first RNAs were the first genes and the proteins encoded
constituted the first set of critical binding domains (b/indome). Objective: To find out the ancestral ribonucleoprotein
bindome before LUCA. Methods: This work proposes the proteomes for two progenotes, each one derived from
two distinct but complementary methods: the 'tRNAs method’ and the ‘codons method’ (pointed out on poster).
The proteins were retrieved using BLAST; the classifications were based on COG, KEGG and links on Protein Clusters’.
Results: tRNAs method: Few essential proteins were identified however they are considered as central. Codons
method: There is a wide variety of proteins identified as ancestral but they represent no more than 5 distinct ancestral
binding domains. Discussion: The evolutionary processes before LUCA are not well defined but probably they were
not Darwinian; thereby, with the increase of complexity of arisen progenotes or sub-systems, the early binding
domains started some catalytic processes, evolving to modern proteins. We cannot predict how many sub-systems
were formed and which ones contributed directly to the emergence of LUCA; however, our analysis focus on the
elucidation of the proteomes of progenotes arising out of a primitive translation system based on the pattern of
codons with RNY structure, which may have been the set of codons of the primeval genetic code. Accordingly, we
analysed the metabolic pathways that could have arisen in the early development of a progenote. Finally, we
reconstruct possible evolutionary implications of the findings under each proposal, and we provide likely
evolutionary scenarios assembling the results from both methods. Conclusion: The RNY was the genetic code for
the bindome of the first living systems, that likely evolved by a Lamarckian process, until LUCA appeared.
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DESARROLLO DE UN MODELO MURINO DE INMUNOSUPRESION CON RADIACION IONIZANTE. GOMEZ-MACIAS ENUE,
CERVANTES JACQUELYNNE, RIVERA-TOLEDO EVELYN, FRAGOSO GLADIS, SCIUTTO EDDA, SEGURA-VELAZQUEZ RENE. INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA.

Introduccion. La evaluacion de la efectividad de moléculas inmunoestimulantes requiere de la disponibilidad de
modelos experimentales adecuados para tal propdsito como el uso de ratones senescentes. Sin embargo, la
disponibilidad y alto costo de estos ratones limita su uso. Entre los posibles modelos para el propésito mencionado
figura los ratones inmunodeprimidos quimica o fisicamente. Los métodos quimicos (medicamentos) son costosos.
En contraste la inmunodepresién por métodos fisicos basados en radiaciones pueden resultar en una herramienta
sencilla de establecer y reproducible para desarrollar un modelo de inmunosupresion en el cual evaluar la eficiencia
de diferentes inmunoestimulantes. Objetivo. Desarrollar un modelo de inmunosupresion basado en el uso de
radiaciones ionizantes de Cs-137 en ratones BALB/cAnN. Materiales y métodos. Ratones Balb/cAnN de ambos
sexos fueron sometidos con diferentes dosis de irradiacion (300 a 900rads). Se obtuvo el bazo de los ratones a las
24hy alos 3,5, 7 y 50 dias después de la irradiacion. Se cuantifico el nUmero de esplenocitos y se establecio el
procentaje de linfocitos B (CD19) y T (CD3, CD4, CD8) por citometria de flujo asi como la sobrevida de los ratones
sometidos a las distintas dosis de irradiacion. Resultados. La dosis de irradiacion que permite observar deplecién
celulary la maxima sobrevida de los ratones fue de 300 rads. En la dosis de 500 rads se obtiene una mayor deplecién
celular, sin embargo la sobrevida de los ratones disminuye debido a una menor accesibilidad al alimento, fendmeno
asociado a debilidad muscular inducida por la radiacién. En las dosis mayores a 500 rads no se tuvo una sobrevida
mayor a los 14 dias. Las células B son mas susceptibles a la radiacion en comparacion a las células T, fendmeno que
se observa en todas las dosis y en los tiempos evaluados. Los machos son mas susceptibles a la radiacion con 500
rads. Conclusién. La irradiacién con 500 rads de Cs-137 facilitando el alimento a los ratones, induce la mayor
deplecion celular manteniendo las células restantes funcionales y una sobrevida adecuada en los ratones irradiados.
Los machos son mas susceptibles a la radiacion ionizante con respecto a las hembras, siendo la poblacion de
linfocitos B y CD3+CD8+ las mas afectadas por la radiacion.

INM360

CDIP-2 ACTUA MODULANDO EL ENTRECRUZAMIENTO DE LAS VIAS DE ACTIVACION DE TLR4 Y GPCR. GUZMAN-
VAZQUEZ St, MENDEZ-ENRIQUEZ E1, MORENO-EUTIMIO MAZ, SOLDEVILA G, GARCIA-ZEPEDA EAL. 1DEPTO. DE INMUNOLOGEA, 1IB,
UNAM. 2L ABORATORIO DE INMUNOBIOLOGIA, HOSPITAL JUAREZ DE MIEXICO, S.S.

Las quimiocinas son citocinas con propiedad quimiotrayente que participan en la migracion de células inmunes a
sitios de inflamacién o lesidn. Estas producen su funcién al unirse con receptores acoplados a proteinas G (GPCR).
Actualmente se describen 50 quimiocinas y 20 receptores. Debido a sus propiedades quimioatrayentes, su expresion
no regulada estd asociada a diferentes enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide, asma y cancer.
Resultados han mostrado que variantes truncadas de quimiocinas por proteasas tienen, entre otras, actividad
antiinflamatoria. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que el péptido CDIP-2, un péptido sintético
derivado de la quimiocina CCL13, presenta actividad antiinflamatoria, modulando, entre otros resultados la expresién
de TNF-alfa. Estas propiedades nos dan pie a buscar la manera en la cual este péptido actla para modular la
respuesta inflamatoria, por lo que se utilizard un modelo /n vitro con células monociticas donde se estimule la
secrecion de TNF-alfa y la respuesta inflamatoria por medio del estimulo con LPS y la activacion de la via de
sefalizacion de TLR4.

Para conocer el efecto sobre TNF con el estimulo de LPS y otras citocinas proinflamatorias se estimularon PBMC con
Sug/mL de LPS por 18 hrs con un pretratamiento con CDIP-2 de 45 minutos a 10 y 100ug/mL, obteniendo una
disminucion significativa en la expresion relativa de TNF-a con el estimulo de LPS. Posteriormente para conocer si
hay un efecto en la sefalizacién de TLR4 se analizé por Western Blot la fosforilacion de ERK-1/2 en PBMC,
estimulando con 5ug/mL de LPS a diferentes tiempos (5, 15 o 30 minutos), previo tratamiento con CDIP-2 10ug/mL
por 45min; encontrando una disminucién en la fosforilacion de ambas proteinas siendo mayor para ERK-2. Y por
ultimo se analizd por citometria la expresion en membrana del receptor en células THP-1 tras un tratamiento con
CDIP-2 100ng/mL por 45 minutos y LPS 30 minutos; encontrando un aumento en la internalizacion de este tras el
tratamiento en conjunto de LPS y CDIP-2 a 100ug/mL. Estos efectos ademas de mostrar un efecto antiinflamatorio
por parte de CDIP-2, también nos muestran que puede haber un entrecruzamiento entre la via de los GPCR y los
TLR, lo que hace de CDIP-2 un posible agente terapéutico en enfermedades con inflamacién crénica.
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CARACTERIZACION DE LA NARINGENINA COMO INHIBIDOR DE CITOCROMO P450. SANTES-PALACIOS R, CAMACHO-
CARRANZA R, ESPINOSA-AGUIRRE JJ). DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA v TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

La coadministracién del jugo de toronja con una amplia variedad de medicamentos afecta la biodisponibilidad de
éstos, alterando la accion terapéutica del farmaco y en muchos casos, incrementando sus efectos no deseados. La
mayoria de los efectos adversos son resultado de la inhibicién del Citocromo P450 (CYP) por los componentes del
jugo de toronja, siendo la subfamilia CYP3A4 una de las mas afectadas.

La naringina es uno de los constituyentes mayoritarios del jugo de toronja. Esta molécula es metabolizada /n vivo
por la a-ramnosidasa y B-glucosidasa a su aglicona naringenina, que posee actividad inhibitoria sobre la actividad
de CYP3A4. Diversos estudios sugieren que CYP3A4 no es la Unica subfamilia afectada, ya que también CYP1A y
CYP2B (enzimas importantes en el metabolismo y activacion de xenobidticos, incluyendo procarcindégenos) pueden
ser inhibidos por la naringenina. A fin de explorar esta Ultima posibilidad, se evalué la capacidad de este compuesto
para inhibir la actividad O-dealquilasa de las alcoxirresorufinas mediada por las subfamilias CYP1A y CYP2B presentes
en microsomas de higado de rata.

Con estos ensayos se establecié que la naringenina muestra una inhibicion preferente sobre CYP1AL (Clso de 0.437
+ 0.022 uM) y la caracterizacién bioquimica de sus propiedades inhibitorias utilizando CYP1Al (Supersoma®)
muestra que este flavonoide es un inhibidor mixto de la enzima con una Ki de 184.2 + 40.9 nM.

En conclusién, los resultados sugieren que la inhibicion de CYP por la aglicona de la naringina, compuesto presente
en los alimentos como el jugo de toronja, puede ocasionar interacciones farmaco-alimento dando lugar a efectos
adversos. Por otro lado, la naringenina también podria inhibir el metabolismo de compuestos mutagénicos y/o
carcinogénicos, convirtiéndose en un agente quimiopreventivo para su potencial uso en prevencion de diversas
patologias como el cancer.

MGT221

LA RESISTENCIA A LA INSULINA Y OBESIDAD PRODUCIDAS POR DIETAS ALTAS EN GRASA (HFD) PROVOCAN
ALTERACIONES EN LA SENALIZACION DE INSULINA, PERDIDA SINAPTICA Y NEUROINFLAMACION EN EL
HIPOCAMPO. ;PAPEL DE MTOR?. CALVO-OCHOA, E.*, HERNANDEZ-ORTEGA, K.*, FERRERA, P*. MORIMOTO, M. GUTIERREZ-
JUAREZ, R2, ARIAS, C*. *INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. LINSTITUTO  INACIONAL DE NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN. 2 ALBERT EINSTEIN COLLEGE OF MEDICINE, USA.

La ingesta de dietas altas en grasa (HFD), promueve el desarrollo de enfermedades metabdlicas como: la obesidad,
la resistencia a la insulina, el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Se ha reportado que la
alimentacion con HFD promueve un desempefio deficiente en tareas de memoria y aprendizaje, asociado a
alteraciones neuronales en el hipocampo. Sin embargo, hasta el momento no se conoce si la ingesta a corto plazo
de dietas HFD modifica la sefializacion por insulina en el hipocampo. Por lo tanto, nuestro objetivo fue investigar si
la ingesta subaguda de HFD produce cambios en la sefializacion de insulina hipocampal y si se asocia con
alteraciones bioquimico/estructurales de esta region. Utilizamos ratas macho Sprague Dawley (250-270 g). Las ratas
fueron alimentadas por siete dias, ad libitum, de la siguiente manera: el grupo control (n=22) fue alimentado con
chow normal (3 kcal/g) y agua. El grupo HFD (n=22) fue alimentado con dieta alta en grasa y fructosa (HFD) que
consiste en chow de roedor complementado con 10% de manteca de cerdo (5.4 kcal/g) y agua suplementada con
20% de jarabe de maiz de alta fructosa (0.83 kcal/ml). Determinamos parametros de obesidad y resistencia a insulina
sistémica, realizamos ensayos de Western blot, histologia e inmunohistoquimica para evaluar la activacion de la via
de sefalizacién de la insulina y los cambios morfolégicos en el hipocampo de las ratas HFD comparadas con
controles. Nuestros hallazgos muestran que la dieta HFD por siete dias es capaz de inducir las siguientes alteraciones:
1) desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina 2) reduccion en la sefializacion de insulina en el hipocampo,
observado por la disminucion de la fosforilaciéon de IRS-1 en la Y608; 3) disminuciéon del peso del hipocampo,
correlacionado con la ingesta caldrica; 4) reduccion de la arborizaciéon dendritica y de de MAP-2; 5) reduccion del
numero de espinas dendriticas en CAL y de sinaptofisina; 6) aumento del nimero y area de astrocitos reactivos
positivos a GFAP, y 7) activacién de la via de mTOR/S6K hipocampal. Segiin sabemos, este es el primer estudio que
muestra que la alimentacién con HFD causa alteraciones en la via de sefalizacion de insulina/mTOR/S6K en el
hipocampo, y que evalla los efectos de la exposicion por periodos cortos a dietas HFD en la integridad neuronal del
hipocampo.
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EFECTO DE UNA DIETA HIPOPROTEICA SOBRE CYP 3A2 Y CITOCINAS PROINFLAMATORIAS. GARCiA G, OJeDA SL,
CAMACHO R Y ESPINOSA-AGUIRRE JJ*. DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL. INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS UNAM. CIRcuito MARIO DE LA CUEVA S/N., CIUDAD UNIVERSITARIA. CP. 04510, Mexico, D.F.
TELEFONO: (5255) 56229214.

La desnutricion es el resultado de una ingesta inadecuada o bien una absorcion deficiente de los nutrientes
consumidos. Cabe mencionar que es un problema latente en paises en via de desarrollo, por lo cual se han realizando
estudios evaluando el impacto de la desnutricién, sobre enzimas encargadas del metabolismo de compuestos
exdgenos como farmacos y otros xenobioticos, tal es el caso de los citocromos P450 (CYP). Estudios previos en ratas
machos Wistar en un modelo de restriccion proteica, han evidenciado que la actividad enzimatica del CYP1A1/1A2,
2B1/2B2y 2E1 se encuentran disminuida, sin embargo el efecto que pudiese tener esta restriccion sobre el CYP3A2
no es conocido. Por otro lado, se ha demostrado que la desnutricidn esté relacionada con un aumento de IL-1B, IL-
6 y TNF-a lo cual tendria un efecto sobre la expresién del CYP. Por lo anterior, en este estudio se evalud la
repercusion de la restriccion proteica sobre los niveles de las citocinas antes mencionadas, asi como de la actividad
enzimatica y expresion del CYP3A2. Se utilizaron 16 ratas macho Wistar recién destetadas, las cuales se dividieron
en 2 grupos de 8 animales cada uno; el primer grupo consumié una dieta normal (24% caseina) y el segundo una
dieta con 6% de caseina. Al termino de 20 dias de ingesta de las dietas mencionadas los animales se sacrificaron por
dislocacion cervical, posteriormente se disecto el higado, el cual fue procesado hasta la obtencién de la fraccién
citosdlica y microsomal. Finalmente, para la determinacion de la actividad enzimatica y presencia de CYP1A1/1A2 y
CYP3AZ2 se utilizé la fraccién microsomal y la fraccion citosélica para la determinacion de los niveles de las citocinas
proinflamatorias. Los resultados revelaron un decremento en la actividad enzimatica y presencia del CYP1A1/1A2,
no obstante el CYP3A2 no presento cambios en la actividad enzimatica, pero si una disminucién en la presencia de
esta proteina. Por otro lado, la cantidad de IL6 e IL1B no se modificaron por la restriccién proteica, sin embargo el
TNF-a se encontré disminuido en los mismos animales. En conclusion, los resultados muestran que un modelo de
restriccion proteica no existe un aumento en las citocinas proinflamatorias, pero si una disminucion en la presencia
del CYP3A2, a pesar de ello, la actividad enzimatica no se vio afectada.

MGCT236

FUNCIONES DE LOS RARs EN LA REGENERACION DE LA EXTREMIDAD DEL AJOLOTE (AMBYSTOMA MEXICANUM).
CORREA-GALLEGOS DONOVAN Y CHIMAL-MONROY JESUS. DEPARTAMENTO DE MIEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL.

Durante la regeneracion de la extremidad del Ajolote (Ambystoma mexicanum) la administracion exégena de RA
produce una extremidad completa en el sitio de amputacién lo que resulta en una duplicacién préximo-distal (dPD).
Ademas, el RA retrasa o inhibe la regeneracion. El mecanismo molecular detras de estas observaciones asi como su
papel enddégeno en la regeneracién es desconocido. El RA induce la expresion de sus genes blanco al unirse a sus
receptores, RARalfa y RARgamma en el Ajolote. Los RARs heterodimerizan con los RXR los cuales funcionan como
adaptadores pero en ciertos contextos pueden modificar la actividad de los RARs, no obstante su participacion
durante la regeneracion no ha sido explorada. Estudios mostraron que estos receptores tienen funciones especificas
durante el desarrollo embrionario, por lo que es factible que también tengan distintas funciones en la regeneracion.
De ser cierto, su activacién preferencial durante la administracion de RA podria explicar los distintos fenotipos. El
presente trabajo busca determinar las funciones especificas de los RARs y RXRs en la regeneracion de la extremidad
del Ajolote en condiciones normales y de exceso de RA. Para esto administramos un agonista o antagonista del
RARalfa o RARgama, respectivamente, directo al agua del recipiente que los contenia durante los primeros dias
después de amputarlos. También administramos un inhibidor de la enzima degradadora de RA (CYP26) para inducir
un exceso de RA enddgeno y evaluar los efectos bajo este contexto. Ademas, usamos un agonista o antagonista de
los RXRs. Nuestros resultados sugieren un papel de RARgama en la morfogénesis de los digitos en condiciones
normales. El incremento del RA enddgeno retrasé la regeneracion y produjo dPD, excepto al antagonizar al
RARgama, lo que sugiere que éste es el receptor responsable de dichos fenotipos, mientras que la inhibicién de la
regeneracion no es debida a alguno de los receptores en particular. Por otro lado, los RXRs no parecen tener alguna
funcion per se pero podrian regular la actividad de los RARs cuando hay un exceso de RA enddgeno. Por ultimo,
observamos que en algunos casos la sobreactivacion de los RARs puede afectar los patrones de los tres ejes
espaciales de la extremidad.
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CYTOCHROME P450 2J3 REGULATION IN A LPS-INDUCED MODEL OF NEUROINFLAMMATION IN ASTROCYTES.
NAVARRO-MABARAK CM, CAMACHO-CARRANZA R, HERNANDEZ-OJEDA S, ESPINOSA-AGUIRRE JJ. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXico, DEPTO. MIEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL. TERCER CIRCUITO EXTERIOR, CUIDAD UNIVERSITARIA, MIEXICO D.F.,
TEL. (55) 56229214, CNVMABARAK@YAHOO.COM.MAX.

Introduction: Cytochromes P450 (CYP) constitutes a family of enzymes characterized by carrying out the oxidation
of organic compounds. In addition to mediate the metabolism of xenobiotics, CYPs also metabolize many
endogenous substrates such as cholesterol, steroids, hormones and fatty acids to biologically active intermediates.
CYP 2C and 2J isoforms, which display epoxygenase activity, are responsible of the arachidonic acid oxidative
metabolism to epoxyeicosatrienoic acids (EETs). Among their diverse biological properties, EETs exhibit anti-
inflammatory activity. CYP epoxygenases and its metabolites have been proposed as a good therapeutic target to
treat both systemic and organ specific inflammatory processes, even in the CNS. However, little has been described
about the regulation of these enzymes during inflammation, an important issue considering that it has been reported
that the expression of some CYPs can be modified when the levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-13
and TNF-a has changed. We are interested in elucidate whether an inflammatory process in the CNS is able to modify
CYP 2J expression and the mechanism by which this process is carried out. Materials and methods: We examined
the effect of 100 ng/mL LPS on CYP 2J3 protein expression in isolated astrocytes obtained from the cortex of newborn
rats, as an /n vitro model of neuroinflammation. Results: The addition of LPS 100 ng/mL to an astrocyte culture,
caused the production of TNF-a in a time dependent manner and a decrease in the protein expression of the CYP2J3.
Conclusions: The inflammatory process triggered by the addition of LPS to astrocyte cultures is able to modulate
CYP 2J3 expression at the protein level, suggesting that inflammatory mediators such as cytokines may play an
important role in mediating the regulation of this cytochrome in the CNS or at least it exists a correlation between
them.

MGT242

ALTERACIONES EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PEZ CEBRA POR EXPOSICION A MUESTRAS DEL RIO ATOYAC
Y DESCARGAS INDUSTRIALES. SOLEDAD SoLfs, REGINA MONTERO, OMAR ARELLANO-AGUILAR. DEPARTAMENTO. DEPARTAMENTO
DE MEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, IIB-UNAM.

En una descarga industrial pueden encontrarse mas de 200 sustancias quimicas diferentes que interactian entre si
formando mezclas complejas, lo que representa un riesgo al ambiente y salud. El uso de modelos vertebrados como
el pez cebra (D. rerio) es una herramienta Util para el estudio de efectos adversos a la salud principalmente en etapas
vulnerables como el desarrollo embrionario. El rio Atoyac en la zona industrial Puebla-Tlaxcala, recibe cerca de 23
descargas industriales y en su cauce han sido identificadas 77 sustancias quimicas con distintas propiedades. Este
trabajo tuvo por objetivo determinar efectos sub-letales en embriones de pez cebra expuestos a tres muestras de
descarga industrial y cinco de cauce en el rio Atoyac. Para cada muestra se realizd: 1) analisis de calidad del agua
con 26 parametros fisico-quimicos, 2) ensayo de Dilucién Letal 50 (DLso) en embriones a las 72 horas post-fertilizacion
(hpf), 3) evaluacion de efectos sub-letales, utilizando un gradiente de diluciones porcentuales menor al valor de DLsg
de cada muestra. La calidad del agua en descargas y cauce se determiné como fuertemente contaminada por
rebasar los limites maximos permitidos en cuanto a demanda quimica de oxigeno, sélidos disueltos totales,
compuestos nitrogenados, fosfatos y metales pesados como: niquel, cromo VI y aluminio. La DLsg se encontrd en
diluciones menores al 1% de las muestras de las descargas industriales, mientras que en el cauce del rio, este valor
no rebaso el 12% de dilucién. Las muestras de todas las estaciones indujeron algun tipo de malformacion y retraso
en el desarrollo en al menos una diluciéon gradual. Las malformaciones con mayor incidencia fueron: edema de saco
vitelino y la malformacion de somitas. La frecuencia cardiaca media (fc) en los embriones expuestos fue menor con
respecto a los controles a las 24, 48 y 72 hpf. Dos estaciones de descarga indujeron arresto embrionario en la etapa
de gastrula durante 72 hrs. La presencia de sustancias quimicas en las descargas y en el cauce del rio representa un
riesgo elevado de exposicion ambiental en poblaciones cercanas al cauce del rio, debido a la movilidad de estas
sustancias a través de aire, agua y suelo. Proponemos la aplicacién del modelo de pez cebra para el seguimiento en
los niveles de toxicidad del rio Atoyac como ya se ha implementado en rios de paises como China, Brasil e India.
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TITULACION DEL VECTOR LENTIVIRAL DE GFP UTILIZADO COMO REPORTERO DE EXPRESION EN LOS ENSAYOS DE
REPROGRAMACION DE CELULAS HUMANAS. MORA ROLDAN GERMAN ATZIN, CEVALLOS GUERRA RICARDO, KARLEN GAZARIAN.
DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA ¥ TOXICOLOGIA AMBIENTAL. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.

Introduccion. Los vectores lentivirales son una eficiente herramienta de transferencia génica, creada de la dificultad
de introducir material genético al interior de la célula. Los vectores lentivirales resultaron determinantes como parte
de la metodologia que llevo al desarrollo de las iPSC. En nuestro laboratorio, se fabrican vectores lentivirales para la
generacion de iPSC, sin embargo, modificaciones epigenéticas hacen dificil la caracterizacion de las mismas factor
esencial para el establecimiento de lineas celulares. Las técnicas de titulacion actuales implican un consumo de
tiempo considerable. De este hecho proviene la necesidad de establecer técnicas de titulacién para generar
producciones estables. En el presente se proponen metodologias de titulacion enfocadas a la reprogramacion, de
facil implementacién y alta practicidad. Objetivo. Titular el vector lentiviral de GFP, utilizado como reportero de
infeccion para la reprogramacion de células humanas. Material y métodos. Purificados los plasmidos, se cultivaron
y expandieron 293-T para el empaquetamiento del vector. Se cultivaron DPSC suficientes para la construccion de
una curva de titulacion. Se realizé la transfeccion y posteriormente las cosechas del sobrenadante/concentrado del
vector que contiene e-GFP. DNA se extrajo del concentrado mientras RNA es extraido del sobrenadante, ambos
fueron evaluados mediante PCR-Tiempo Real utilizando los mismos volimenes que se utilizaran para transducir las
DPSC. El concentrado/sobrenadante de otra de las producciones es puesto en contacto con el vector por 12/24
horas, una vez comprobada la expresién del transgen se procede a realizar el andlisis FACS. Resultados y
conclusiones. Se generaron dos curvas de titulacion creadas a partir del analisis FACS de las infecciones con
concentrado/sobrenadante contra de los anélisis de Tiempo Real respectivamente. Las curvas permiten interpolar
valores de porcentaje de expresion contra determinado nimero de integraciones y viceversa. Las curvas de titulacion
permiten evaluar nivel de expresion y cuantificar integraciones del genoma de las células blanco (DNA) o de posibles
integraciones (RNA), presentes en diferentes volimenes del sobrenadante/concentrado. Bibliografia. L. Sastry, T.
Johnson et al. 2002. Titering lentiviral vectors: comparison of DNA, RNA and marker expression methods. Gene
Therapy. 9, 1155-1162.

MGT248

EFECTO DEL ARSENICO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS CALPAINAS EN LINFOCITOS HUMANOS. PANICO JP, BURNS AL,
SORDO M, OSTROSKY-WEGMAN P, SALAZAR AM. DEPARTAMENTO DE MIEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD INACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

Estudios epidemioldgicos asocian la exposicion crénica a arsénico con un aumento en la prevalencia e incidencia de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), indicando que el arsénico es un importante factor de riesgo para el desarrollo de
esta enfermedad. La DM2 es una enfermedad caracterizada por hiperglucémia crénica causada por defectos en la
secrecion y la accion de la insulina. Nuestro grupo encontrd que en las células B, el arsénico es capaz de inhibir la
secrecion de insulina dependiente de calpaina-10 a través de la protedlisis de SNAP-25 (necesaria para la secrecion
estimulada de insulina). La calpaina-10 es una proteasa de cisteina que juega un papel importante en la homeostasis
de la glucosa. Con la finalidad de entender el mecanismo de alteracion de la homeostasis de glucosa inducida por
el arsénico en tejidos periféricos, en este trabajo se evalué el efecto del arsénico sobre la expresion proteica de la
calpaina-10 y sobre la actividad de las calpainas. Se trataron cultivos de linfocitos con 0.1 y 1.0 uM de arsenito de
sodio durante 72 horas. Se midié el efecto citotdxico del arsénico por tincién con Anexina V/7AAD. La actividad de
calpainas se analizé por citometria de flujo, bajo condiciones normo e hiperglucémicas usando el sustrato tBoc-
CMAC. La expresion de las isoformas de calpaina-10 se realizé por inmunodeteccién. Los resultados mostraron que
las concentraciones de arsénico utilizadas no indujeron cambios significativos en la viabilidad celular y en la
expresion de las isoformas de calpaina-10. Sin embargo, el arsénico disminuyé la actividad de las calpainas con la
concentracion de 1.0 uM en la condicion normoglucémica y de manera dosis respuesta bajo condiciones
hiperglucémicas con ambas concentraciones. En conclusion, el arsénico es capaz de inhibir la actividad de las
calpainas dependiente de la concentracidon de glucosa extracelular, sin alterar la viabilidad y los niveles de calpaina-
10. La contribucién de la calpaina-10 en la actividad general de las calpainas sera una perspectiva de este trabajo.
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EFECTO DE UN AGONISTA DE LA VIA DE SENALIZACION DE WNT B-CATENINA DURANTE LAS DIFERENTES ETAPAS
DE REGENERACION DE LAS EXTREMIDADES EN EL AJOLOTE (AMBYSTOMA MEXICANUM). WISCHIN S!, ROBLES-FLORES
M2 v CHIMAL-MONROY JL. IDEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA AMBIENTAL ¥ MEDICINA GENOMICA, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICOo. UNAM. 2DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA, FACULTAD DE MEDICINA,
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExicO. UNAM. WISCHIN@GMAIL.COM.

La regeneracion es un evento que implica diferentes procesos fisioldgicos: la etapa de curacién de la herida, de
diferenciacién, de formacién de un blastema y de rediferenciacién. Anteriormente se ha propuesto que activar la via
de sefalizacién de Wnt/B-catenina favorece la regeneracion de la extremidad de organismos como el pez cebray la
rana Xenopus, y que su inhibicién en animales como el Ajolote y los organismos antes mencionados impide que se
lleve a cabo este proceso. Sin embargo, durante el desarrollo embrionario de la extremidad (un evento que lleva a
cabo procesos similares al de la regeneracion), la activacion ectdpica de la via de sefializacién puede inhibir el
desarrollo de la extremidad en etapas tempranas, asi como inhibir la formacion del cartilago en etapas mas tardias.
Esto hace suponer que la activacion de la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina durante la regeneracion de
extremidades, no tiene siempre un efecto estimulador para dicho proceso, y que el efecto depende en mayor grado
de la etapa en que se active la via de sefializacion Wnt/B- catenina. Por esto se propuso analizar el efecto generado
por la activacién de la via de sefalizacidn en las diferentes etapas de regeneracion de la extremidad de los ajolotes.
Contrario a propuestas anteriores en el sentido de que, la activacion de la via de sefalizacion favorece la
regeneracion de extremidades, nosotros encontramos que existen dos momentos en los cuales el activar la via de
sefializacion Wnt/B-catenina inhibe la regeneracion: al comienzo de este proceso, antes de la formacién del blastema
y posterior al comienzo de la formacion del blastema, durante de la etapa de rediferenciacion. Debido a la
importancia que tiene la innervacién del muiidn y a una coincidencia entre nuestros fenotipos y los de patas
denervadas, se analiz6 si los mufiones de los animales tratados al comienzo, que no regeneran la extremidad,
estaban inervados y se confirmé que efectivamente éstos carecen de innervacion. Aln se requiere evaluar la causa
por la cual hay un efecto de inhibicion en la etapa de rediferenciacion, sin embargo, se propone como explicacion
que se debe a una inhibicidn en la expresién de SOX9, la cual impediria la condrogénesis.

MGT263

PAPEL DE LA EXPRESION DE WNT-7A EN LA APOPTOSIS INDUCIDA POR BAJA ACTIVIDAD NEURONAL EN NEURONAS
GRANULARES DE CEREBELO. ABRIL ORTIZ-MATAMOROSY2, CLORINDA ARIASY2, PETAR PODLESNIYZ, JOANA SILVA-FIGUEIRO?, ABRIL
ORTIZ-MATAMOROSY? Y RAMON TRULLAS2. 1 INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM. 2 INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS CESIC-IDIBAPS, BARCELONA.

Aunque es bien conocido el papel de la sefializacion Wnt en el establecimiento de la circuiteria neuronal durante el
desarrollo del cerebro, cada vez existe mas evidencia sobre su funcién en el cerebro maduro asociado con el
remodelamiento axonal, crecimiento dendritico y plasticidad sindptica. Varias moléculas de la via Wnt se han
encontrado modificadas en diversas patologias del SNC, particularmente en la esquizofrenia, depresion, Parkinson
y Alzheimer. Estas evidencias sugieren un papel de la via Wnt en diversos eventos moleculares que controlan ajustes
morfolégicos asociados con la actividad neuronal. Sin embargo se conoce poco acerca del papel potencial de ciertos
ligandos Wnt en la muerte apoptética debida a baja actividad neuronal. Por lo tanto el presente estudio consistio
en estudiar el papel del ligando Wnt-7a durante la muerte apoptética de células granulares del cerebelo. Estas
neuronas requieren estar despolarizadas para sobrevivir y al retirarles la condicién despolarizante (medio con alto
K* a bajo K*), mueren. Se utilizaron cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo de ratones 7 dias post-
natal y se infectaron con lentivirus conteniendo la secuencia del shRNA o una secuencia aleatoria. A los 7 dias la
expresion del shRNA se activd con doxiciclina. La privacion de alto K* se efectud 7 dias después de la activacion
condicionada del shRNA. Se analizé la supervivencia neuronal con tincién de Hoechst. Encontramos que la
exposicion a K* bajo indujo un incremento del mRNA de Wnt7a de aproximadamente 400% que inicia en la primera
hora de la pérdida de actividad y se mantuvo por 4 h. El shRNA redujo ese incremento y los cultivos presentaron un
mayor porcentaje de muerte neuronal y, a tiempos tempranos se observé una disminucion y adelgazamiento de
procesos neuronales. Estos resultados sugieren un papel del ligando Wnt7a en el control de la supervivencia
neuronal ligado a una reduccion de la actividad neuronal.

Con apoyo de Conacyt 176763 y PASPA, DGAPA, UNAM y CSIC-IDIBAPS.

55




Memorias Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental
MGT268

ESTUDIO DE TOXICIDAD DE UNA SOLUCION ELECTROLIZADA DE SELECTIVIDAD IONICA (SESI) CON PH NEUTRO POR
EXPOSICION SUBCRONICA EN EL MODELO DE RATA. AGUILERA F, LOPEZ AP, BELMONT JA, SERRANO L, MONTERO RD.
DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA ¥ TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion: Estericide Qx es una solucion electrolizada por selectividad idnica (SESI) comUnmente utilizada como
desinfectante en el ambito quirirgico; sus componentes dominantes son ion hipoclorito (ClO") y acido hipocloroso
(HCIO), los cuales le adjudican caracteristicas bactericidas. El posible mecanismo de accion de esta SESI radica en la
interaccion de CIO~y HCIO con los grupos SH™y lo grupos NH de las moléculas que se encuentran en los organismos.
Por lo tanto, un andlisis a nivel de estrés oxidante, enzimas metabdlicas y genotoxicidad puede indicar distintos
efectos que Estericide Qx produce y si tiene alguna repercusién en la salud. Objetivos: Determinar si Estericide Qx
altera pardmetros de estrés oxidante relacién GSH/GSSG, peroxidacion lipidica (TBARS), asi como algunas de las
principales enzimas del metabolismo (P450) y si genera dafio genotodxico (Micronucleos de médula dsea) en rata.
Métodos: Exponer grupos de ratas (hembras y machos) a distintas concentraciones de Estericide Qx (0.1mL, 0.5mL,
1mL, 2mL)y soluciones control (positivo y negativo) durante 28 dias. Posteriormente, cuantificar en higado los niveles
de TBARS, la razon GSH/GSSG, la concentracion de P450, ademas de evaluar la frecuencia de micronucleos y
citotoxicidad en médula 6sea (%PCE). Resultados: La relacion GSH/GSSG, tanto en hembras como en machos
disminuy6 significativamente en los tratamientos de 1mL y 2mL (Kruskall-Wallis p=0.05). Sin embargo, TBARS
mostré cambio significativo sélo en machos bajo las concentraciones de 0.1mL, 0.5mLy ImL (Kruskall-Wallis p=0.05).
Al medir el efecto sobre P450 no se encontraron diferencias significativas en ningn grupo, sin embargo se observé
una basal mayor de estas enzimas en los machos. En la parte genotodxica y citotdxica no se observaron diferencias
significativas en ninguna concentracion respecto al control. Conclusiones: En el presente estudio se encontré un
leve efecto oxidante reflejado en la razon GSH/GSSG y en el incremento de TBARS, que no se tradujo en dafio
clastogénico a la médula ésea después de 28 dias de exposicion. El efecto podria deberse a las pequefas
concentraciones de especies reactivas que contienen las SESI'y su pH neutro. En células con capacidad antioxidante
normal, este producto no representa un riesgo, no obstante si mostré una actividad biolégica que hay que tener en
consideracion para su uso en humanos.

MGCT269

MODULACION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION NRF-2 Y NF-KB POR ARSENICO EN EL CEREBRO DEL RATON.
SILVA D., GUTIERREZ G, GONSEBATT MA. E. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y
NEUROCIRUGIA.

Introduccion. El arsénico (As) es un elemento que contamina del agua de bebida en varios paises del mundo,
incluyendo México. Dentro de los efectos toxicos de este metaloide se encuentran alteraciones neuroquimicas, de
memoria y aprendizaje, los cuales podrian estar relacionados con la acumulacién diferencial de este metaloide en el
sistema nervioso central (SNC). El SNC es vulnerable al estrés oxidante debido a su alto consumo de oxigeno y su
alta composicion lipidica. El glutation (GSH) y la tiorredoxina (Trx) son dos antioxidantes del SNC, que participan
ademas en el procesamiento del arsénico. Se ha documentado que estos dos sistemas se ven modulados por la
exposicién a As, debido principalmente al estrés oxidante generado por este metaloide, asi como también su
consumo durante el metabolismo del As. Dentro de los factores de transcripcion que regulan la transcripcion de
proteinas relacionadas al sistema GSH y Trx se encuentra los factores Nrf-2 y NF-kB.En este trabajo queremos
documentar la expresion tanto basal como con un reto toxico con As la expresién de proteinas relacionadas al
sistema GSH y Trx asi como de los factores de transcripciéon Nrf-2 y NF-«kB en distintas regiones del SNC murino.
Disefio experimental. Ratones macho CD-1 (28-30g). fueron tratados con 2.5 mg/Kg NaAsO2 y 5.0 mg/Kg NaAsO2
por via oral. Se sacrificaron 1y 9 dias después de la exposicion y se realizaron cortes sagitales en donde por técnicas
inmunohistoquimicas e inmunofluorescentes se comprard la expresiéon de y-glutamil cisteil sintetasa (y-
GCS),tiorredoxin reductasa 1 (TrxR1) y de los factores de transcripcién Nrf-2 y NF-«B.. Resultados. Los resultados
preliminares muestran una expresion diferencial por region de la y-GCS y TrxR1 en estado basal, no siendo asi al
comparar los grupos controles con los grupos tratados con NaAsO2., mientras que NF-kB y Nrf-2 se observan
imagenes que sugieren la activacion de estos factores por la exposicion a NaAsO2. Conclusién. Observamos una
expresion diferencial de y-GCS y TrxR1 en distintas regiones del SNC y los factores de transcripcion NF-kB y Nrf-2
se activaron en todas las regiones observadas por el tratamiento con NaAsO2 sobre la activacion de los en todas
las regiones observadas.
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LA CINASA WNK1 INHIBE A LOS COTRANSPORTADORES DE K*-CL- A TRAVES DE UNA VIA DEPENDIENTE DE SPAK.
MURILLO AR, MELO Z%, VAZQUEZ NI, MERCADO A? Y GAMBA G. ZUNIDAD DE FISIOLOGIA MIOLECULAR, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO E INSTITUTO INACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS ¥ NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN, ZINSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA IGNACIO CHAVEZ,

Los cotransportadores de K*-ClI- (KCCs) estan involucrados en varias actividades fisiologicas, incluyendo el transporte
transepitelial de iones, la regulacion del volumen celular y la modulacion de la concentracion intracelular de CI. Su
activaciéon bajo condiciones hipotoénicas, mediante defosforilacion, tiene como objeto el restablecimiento del
volumen celular. Se ha demostrado que la regulacion de estos cotransportadores estd mediada por cinasas y
fosfatasas. WNK1 es una cinasa ubicua que juega un papel fundamental en la regulacién del manejo renal de sodio
y potasio. El gen de WNK1 da lugar a distintas isoformas debido a empalme alternativo. WNK1 se expresa en
multiples células en las que coexiste con la expresion de diversos KCCs. La actividad de los KCCs es regulada por
otros miembros de la familia de las WNKs, como WNK2, WNK3 y WNK4. Sin embargo, hasta el momento no se ha
demostrado si la WNK1 afecta la actividad de estos cotransportadores. Es por esto que el objetivo que se planted
en el presente trabajo es averiguar si WNK1 es un regulador de los cotransportadores de K*-Cl- y mediante qué vias
puede estar interviniendo en la actividad de los KCCs. Mediante la expresion de estas proteinas en ovocitos de
Xenopus laevis nos es posible tener una medida cuantitativa de la actividad de los KCCs, en forma de captacién de
8Rb* dependiente de Cl"y al coexpresar los KCCs con WNK1 podemos determinar si esta Ultima tiene efecto sobre
su funcion. Nuestros resultados muestran que la coexpresion de las distintas isoformas de WNK1 con los KCCs
disminuye su actividad, y al analizar a KCC3 mediante Western Blot encontramos que esto se debe a que WNK1 lo
fosforila en determinados residuos (T991 y T1048). En busca de conocer la via por la que esto sucede, realizamos
experimentos con una mutante de WNK1 (F316A) que pierde la capacidad de interaccionar con otra cinasa llamada
SPAK; esta mutante no inhibe a los KCCs. Asimismo, la WNK1 en la que se ha eliminado el motivo HQ con lo que se
vuelve incapaz de formar dimeros entre WNKs, tampoco puede inhibir a los KCCs. Por lo tanto, determinamos que
WNK1 regula a los KCCs y esto depende de la formacion del complejo WNK-WNK-SPAK responsable de la
fosforilacion y, por ende, la inhibicién de estos cotransportadores.

MGT281

ESTANDARIZACION DE UN ENSAYO DE PERMEABILIDAD VASCULAR IN VIVO SENSIBLE A FACTORES SOLUBLES
SECRETADOS POR LA LINEA CELULAR DE CANCER DE MAMA ZR75-30. GUzMAN CA, IBARRA A, GONZALEZ C, VENTURA JL,
ZENTELLA A. DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, IIB, UNAM; INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN, CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS (CINVESTAV), IPN.

Introduccion: El incremento en la permeabilidad vascular podria acelerar el proceso metastasico al facilitar la
migracién de células tumorales a través del endotelio. Algunas lineas celulares de cancer pueden inducir al endotelio
a un estado pre-metastasico a distancia, ya que liberan factores solubles tumorales (FST) capaces de actuar en
organos blanco distantes. Sin embargo, no se ha estudiado cudl es el efecto de los FST sobre la permeabilidad
vascular /n vivo, ya que no se cuenta con un modelo animal adecuado. Hipétesis: Los FST de la linea celular de
cancer de mama ZR75-30 son capaces de modificar la permeabilidad vascular /n vivoy su efecto puede cuantificarse
por un ensayo de permeabilidad vascular en piel. Objetivos: Desarrollar un ensayo de permeabilidad vascular /n vivo
que permita analizar el efecto de los FST de la linea celular de cancer de mama ZR75-30. Métodos: Se aplicaron 280
ng de IgE anti-DNP en la oreja de ratones Swiss Webster, como control de inyeccion en vena caudal. 18 h después
se aplicé azul de evans y DNP via la vena caudal. Se usaron 25 ng de factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF-1) como control de permeabilidad en dorso. Se extrajo el colorante de las zonas tratadas y se cuantificd por
espectrofotometria a 620 nm. Resultados: La permeabilidad vascular basal en ratones Swiss Webster es 0.046 OD;
con VEGF-1y FST es 2.41y 2.13 veces la basal. Los agentes se aplican via intradérmica, 15 min después del colorante.
El sistema permite usar 6 muestras por animal y detecta falsos negativos. Conclusiones: El sistema para evaluar la
permeabilidad vascular /n vivo es reproducible y sensible a la induccién por Ige/DNP, VEGF-1y FST de la linea de
cancer de mama ZR75-30. Perspectivas: La técnica desarrollada permitird estudiar las interacciones entre el
endotelio, células del sistema inmune y metastasicas; en especial la relacion entre el potencial metastasico de lineas
celulares y el aumento en la permeabilidad vascular.
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EFECTO DE 5-AZA-2'-DEOXICITIDINA SOBRE LA EXPRESION DE CYP1A1l HEPATICO DE RATA. Avita O.S., OLGUIN S,
CAMACHO, R., ESPINOSA-AGUIRRE J.J. DEPARTAMENTO DE MIEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL.

Los citocromos P450 (CYP) son monooxigenasas encargadas de metabolizar xenobidticos (Werck-Reichhart y
Feyereisen, 2000). El CYP1AL se encarga del metabolismo de hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) y a su vez
éstos modulan la expresion de CYP1AL por medio el receptor aryl hidrocarburo (AhR) (Kawajiri y Fujii-Kuriyama,
2007). Los PAH como el benzo [a] pireno (B[a]P) al ser metabolizados por CYP1Al tienen un alto impacto a nivel
sistémico formando aductos con el DNA, ademas se ha observado que el B[a]P promueve la desmetilacion del DNA
tanto /n vivo como /n vitro (Sadikovic y Rodenhiser, 2006). Por otro lado, se sabe que la 5-aza-2'-deoxicitidina
(5azadc) impide la metilacion del DNA promoviendo un aumento en la expresion de genes en diferentes tipos
celulares (Rivére et al.,, 2011). Previamente, en nuestro laboratorio se detecto un aumento en la expresiéon del mMRNA
de CYP1AL por efecto del tratamiento con 5azadc previo a la exposicion de un inductor de CYP1A1 como el BaP, en
la linea celular de hepatocitos de rata (C9). El objetivo de este trabajo fue determinar si el efecto se reproduce cuando
se utiliza el organismo completo. Empleando a la rata como modelo bioldgico, se procedié a realizar los tratamientos
por via intraperitoneal; a un primer grupo de animales se administré los vehiculos usados. El segundo grupo recibio
una dosis de 1 mg/Kg de 5azadc por cinco dias (Rivere et al., 2011). El tercer grupo una sola dosis de 50 mg/Kg de
B[a]P (Harrigan et al, 2006). Y el cuarto grupo recibié una dosis de 1 mg/Kg de 5azadc por cinco dias seguido de una
dosis de 50 mg/Kg de B[a]P 24 horas después. Se realizé el sacrificio 24 horas posteriores al Gltimo tratamiento y se
obtuvo los microsomas de higado de las ratas (Prigol et al., 2012). A partir de los microsomas se realizé la
inmunodeteccion de CYP1Al (Gallagher et al., 2008) y se evalué la O-desalquilacion de etoxiresorufina y
metoxiresorufina (Burke et al., 1994). En la inmunodeteccion de CYP1A1 se observé un aumento significativo (P<0.05)
en el grupo que recibié 5azadc y B[a]P con respecto al grupo que solo recibi6é B[a]P. En la O-desalquilacion de
etoxiresorufina se observé un aumento significativo (P<0.05) en el grupo con tratamiento de 5azadc y B[a]P con
respecto al que recibié solamente B[a]P; por lo que se puede concluir que existe un efecto potenciador de 5azadc
sobre la induccion de CYP1AL por B[a]P.

MCT289

EXPOSICION GESTACIONAL A ARSENICO MODULA TRANSPORTADORES DE AMINOACIDOS Y NMDAR EN CEREBRO
DE RATON. RAMOS CHAVEZ L Al, PETROSYAN P Y GONSEBATT MEL. ZDep DF MEDICINA GENOMICA v TOXICOLOGIA AMBIENTAL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXico, A.P. 70228 CIUDAD UNIVERSITARIA,
04510, MEexico D.F. TEL 562291 78. MARGEN @SERVIDOR. UNAM.MX.

El arsénico inorganico (Asj) es un contaminante ambiental neurotéxico, al cual millones de personas en el mundo
estan expuestas. La exposicion gestacional en ratdn puede explicar aspectos clinicos del hidroarsenicismo. El As;
atraviesa la placenta y sus metabolitos se han encontrado en el cerebro embrionario. Es metabolizado en un proceso
que consume grupos metilo y oxida glutatién (GSH). La cisteina es el aminoacido limitante en la sintesis de novo de
GSH, que es transportada al cerebro por los transportadores X y EAACL a nivel neuronal. Se ha visto que el As;
altera la funcionalidad de los NMDAR. En este trabajo se observd que la exposicién gestacional a través del agua de
bebida a 20 mg/L de As; incrementa la expresion en corteza e hipocampo de xCT y EAACL, altera las subunidades
del NMDAR y conlleva a déficit en el reconocimiento espacial en la adultez, o que sugiere que la exposicion a As; /in
utero tiene consecuencias en el transporte de aminoacidos en regiones del SNC que participan en memoria y el
aprendizaje.

Agradecimientos: Este proyecto es financiado por Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica (PAPIIT, IN 207611) a Gonsebatt ME.
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EFECTO DE LOS FACTORES SOLUBLES TUMORALES SECRETADOS POR LA LINEA CELULAR ZR-75-30 DE CANCER DE
GLANDULA MAMARIA SOBRE LAS UNIONES ESTRECHAS DE CELULAS HUVEC. CABRERA AJQL, VENTURA-GALLEGOS JLY,
GALLARDO MV?, LOPEZ AM?!, ZENTELLA-DEHESA Al 2. LUNIDAD PERIFERICA DEL DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y
TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS UNAM. 2UNIDAD DE BIOQUIMICA GUILLERMO SOBERON
ACEVEDO, INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MIEDICAS ¥ NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN,; MExIco, D.F.

De acuerdo con el INEGI tan solo en 2011, 5222 mujeres murieron por causa de un tumor maligno de mama en
México. Estos tumores malignos son capaces de invadir tejidos vecinos y de hacer metastasis a: higado, pulmon,
hueso y cerebro. La metéastasis es el fenédmeno en el cual las células tumorales se desprenden del tumor primario y
viajan a través de los vasos sanguineos o linfaticos, para establecer un tumor secundario en otra parte del cuerpo.
Cabe destacar que durante este proceso, el fenotipo de varias de las células normales, que las células tumorales
encuentran en su camino, se altera, en parte gracias a que el microambiente asociado al tumor se modifica, por
ejemplo por las factores solubles que secretan las células tumorales (FST), facilitando la diseminacion de las células
tumorales. En este contexto, este trabajo busca modelar el efecto del microambiente tumoral sobre las células
endoteliales, Se pretende explorar in vitro si los FST son capaces de alterar las uniones occluyentes que cierran el
espacio entre células endoteliales, pues estas uniones forman la primera barrera que una célula tumoral debe a
travesar, para salirse de los vasos sanguineos y formar un tumor secundario. Es de particular interés evaluar si la
localizacién sub-celular de ZO-1 que forma parte importante de este tipo de uniones se modifica por efecto de los
FST. Para ello se obtuvieron FST de la linea ZR-75-30 metastasica de carcinoma ductal mamario (el tipo mas frecuente
de cancer de mama en la clinica), se prob¢ su actividad biolégica en células endoteliales de vena de cordén umbilical
humano (HUVEC), mediante un ensayo de adhesion y se estan estandarizando las condiciones para evaluar por
inmunoflorescencia la localizacion sub-celular de ZO-1 en estas células tratadas.

MGT297

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA ISOFORMA DNMT3B3A5 EN RESPUESTA A LA DESMETILACION POR 5-
AZACITIDINA EN LINFOCITOS HUMANOS Y EN HCT116. FLORES-LEON M, PRADA D, Diaz-CHAVEZ J, GONZALEZ-BARRIOS R,
CASTRO C, HERRERA LA. UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER, INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA- INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

Introduccion. Las células eucariontes llevan a cabo la metilacion del DNA para la regulacién de la expresion génica,
diferenciacion de tejidos, inactivacion del cromosoma X, entre otros. En cancer, la metilacion del DNA se asocia a la
represion génica, afectando a genes supresores de tumores. La metilacién de novo en mamiferos es llevada a cabo
por la DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L. Recientemente se reportd una familia de isoformas de la DNMT3B,
denominada ADNMT3B, pero se desconoce su funcion. La isoforma DNMT3B3A5 carece del domino por el cual se
recluta a los sitios blanco de metilacion de la isoforma mayor, dando como resultado desmetilacién de secuencias
pericentroméricas. Estudios recientes han sugerido que el proceso de splicing alternativo de diversos genes en
cancer pudiera estar regulado por la organizacién de la cromatina. Asi mismo, existen reportes de una expresion
aberrante de la DNMT3B3A5 durante el proceso neoplésico, la cual pudiera estar contribuyendo a metilacién
aberrante o hipometilacion, una caracteristica importante del proceso neopléasico. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la expresién de la DNMT3B3A5 en HCT116 y linfocitos humanos en respuesta a la exposicion de 5-
azacitidina (5-azaC) asi como en diferentes lineas celulares de cancer de colon y de cancer de ovario. Materiales y
métodos. Se realizaron ensayos de viabilidad celular para determinar la dosis de 5-azaC. Se cuantific la expresion
de la isoforma en linfocitos humanos y en HCT116 en respuesta a 5-azaC. Adicionalmente, se evalud su expresion
en lineas celulares de cancer de colon y en lineas celulares de cancer de ovario. Resultados. Se encontré un efecto
dosis-respuesta en linfocitos y en HCT116, evidenciado por el aumento en el transcrito de la isoforma en ambos
tipos celulares. La comparacion del transcrito de la isoforma en otras lineas celulares de cancer de colon y de cancer
de ovario mostré una diferencia en su expresién, siendo mucho mayor en las lineas celulares de cancer de ovario.
Conclusiones. En linfocitos humanos y en HCT116, la expresién de la DNMT3B3A5 se altera al ser expuestas a 5-
azaC. Por otra parte, las lineas celulares de cancer de ovario muestran una expresion basal elevada de la isoforma,
lo cual pudiera relacionarse con desmetilacion e inestabilidad cromosémica, propias de este padecimiento.
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PAPEL DE LA PROTEINA BORIS EN EL SILENCIAMIENTO GENICO EN CANCER DE MAMA. ALCALA MORENO, L. M., SOTO
REYES, E., MORALES ESPINOSA, D., GONZALEZ BARRIOS, R., MALDONADO MARTINEZ, H. A., CANTU, D., CASTRO, C., HERRERA, L. A.
UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER - INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA - INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExico; D.F., MEXIco.

Introduccion. El factor nuclear CTCF promueve de manera negativa y positiva la transcripcién génica. A nivel global,
esta proteina puede mediar interacciones cromatinicas de largo alcance permitiendo la regulacién de la expresién
génica de dominios completos. A nivel local se asocia con una funcién de barrera en contra de la propagacion de
componentes epigenéticos represivos, particularmente en promotores asociados con islas CpG. De manera
interesante, CTCFposee un gen pardlogo denominado BORIS, el cual se expresa principalmente en testiculo y se ha
observado expresado anormalmente en mdultiples neoplasias. Objetivo. Caracterizar la presencia y la localizacion de
CTCF y BORIS en un modelo de cancer de mama. Material y método. La expresion de C7CFy BORIS se analiz6
mediante RT-PCR en tres lineas celulares derivadas de mama. La localizacion de las proteinas se determiné mediante
inmunofluorescencias. Su unién a la region promotora del m/R-125b1 se evalué mediante inmunoprecipitacion de
la cromatina (ChIP). Para caracterizarlas en tumores primarios, se realizaron inmunohistoquimicas de cortes
histolégicos de pacientes con cancer de mama. Resultados. BORIS se observé sobre-expresado en las lineas
neopléasicas y se observd que se encontraba principalmente en nucleo co-localizando con CTCF en la linea celular
MCF7. Los resultados de ChIP evaluados en la region promotora de m/iR-125b1 mostraron que en células neoplasicas
se observa la presencia de BORIS y de la marca de histona H3K9me3 asociada a represion; en el promotor de p53
se observd la union de CTCF. Estos resultados proponen que BORIS podria estar asociado con silenciamiento
epigenético, mientras que CTCF se relaciona con activacion génica. Los resultados de inmunohistoquimicas muestran
la presencia de BORIS principalmente en citoplasma en la mayoria de las muestras de pacientes, mientras que CTCF
presenta diferencias en su abundancia dependiendo del grado histolégico de agresividad del tumor. Conclusiones.
Nuestros datos proponen que la pérdida del factor nuclear CTCF y la presencia de BORIS en promotores génicos
asociados a islas CpGs como el mir-125b1 se relacionan con la ganancia de componentes epigenéticos involucrados
en silenciamiento génico. Agradecimientos. Este proyecto fue apoyado por CONACyYT (182997, 83959), PAPIIT
(IN213311) y la beca PROBEL

MGT302

PAPEL DE LA DESMETILASA DE HISTONAS KDM4A EN UN MODELO DE CANCER. GUERRA L.X., SOTO-REYES E., ALCALALM.,
GONZALEZ BARRIOS R., MALDONADO H.A., CASTRO C., HERRERA L.A. UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER - INSTITUTO
NACIONAL DE CANCEROLOGIA - INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExico, D. F.,
MExico.

Introduccion. La KDM4A es una desmetilasa de histonas la cual quita los residuos H3K9me3 y H3K36me3. H3K9me3
se asocia con heterocromatina y H3K36me3 es distintiva de la elongacion de la RNA polimerasa. La desregulacién
de metilacion y desmetilacion de histonas se encuentra involucrada en cancer como ejemplo, se ha visto una
expresion aberrante de KDM4A en cancer de mama, sugiriendo que puede estar involucrada en esta enfermedad.
Uno de los blancos de KDM4A es el gen supresor de tumor CHD5, el cual es inactivado en varios canceres,
especialmente bajos niveles de expresién de este gen se asocia con el desarrollo y progresion de cancer de
mama.KDM4A se une a la regién +741 del gen CHD5 'y su abatimiento provoca un aumento en la expresion de
CHDS5. Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual KDM4A regula negativamente a CHD5. Por ende, el
objetivo principal del proyecto fue evaluar el papel de KDM4A y las marcas de histonas H3K9me3 y H3K36me3/2 en
la regulacion de la expresién de CHD5. Material y métodos. La localizacion y expresion de KDM4A y CHDS se
evaluaron por inmunoflourecencias (IF) y RT-qPCR. KDM4A se caracterizé en cortes histoldégicos de muestras de
pacientes via inmunohistoquimicas (IHQ). Con ChIP se caracterizé a H3K9me3, H3K36me2/3 y KDM4A en CHDS5.
Resultados. Encontramos que la expresion de KDM4A en las lineas celulares MCF7 y Hela esta enriquecida 10.7 y
5.6 veces respectivamente, en comparacion de la linea celular no neoplasica MCF10A. Asi mismo, se observo la
presencia nuclear de KDM4A en las lineas celulares neoplasicas MDA-MB-231, MCF7 y HelLa mas no en la linea
celular MCF10A; la proteina CHD5 sélo se encontrd en linea celular MCF10A, en las lineas celulares neoplasicas no
se observo. Via ChIP se demostrd la presencia de KDM4A en la linea MCF7 y Hela en la cuerpo del gen CHD5, esta
presencia, se asoci6 con la disminucién de H3K36me3 con relacion a H3K36me2. Conclusiones. Estos datos sugieren
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que la unién de KDM4A en el cuerpo del gen CHD5 se asocia con la ausencia de CHDS5, proponiendo que KDM4A
pudiera estar implicada en la disminucion de la marca H3K36me3 implicada en la elongacién de la polimerasa.
Agradecimientos. CONACyT 83959 y 182997) y PAPIIT IN213311. SEP-CONACyT (19071).

MGT306

ESTUDIO SOBRE LA CAPACIDAD DE PLAGUICIDAS PARA INDUCIR ROMPIMIENTOS DE DOBLE HELICE Y REPARACION
POR RECOMBINACION EN CELULAS HUMANAS: GH2AX — PARAOXON Y ENDOSULFAN. SUAREZ KAREN, MONTERO REGINA
D. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion: Diversos estudios han encontrado una asociacién entre la exposicién a plaguicidas con patologias
crénicas incluyendo efectos neuroldgicos, reproductivos o problemas del desarrollo y cancer. En los Ultimos afios,
estos compuestos han sido propuestos como agentes leucemogénicos al actuar como inductores de translocaciones
reciprocas. Sin embargo, esta idea no ha sido explorada, habiendo por lo tanto, un vacio de informacion. Objetivo:
El presente trabajo tiene como objetivo generar conocimiento con respecto a la propuesta anterior. Esto se
conseguira a través de la evaluacién de los pasos principales que conducen a la formacién de una translocacién
reciproca: la produccion de rompimientos en la doble cadena del DNA y su subsecuente reparacién por
recombinacion, ya sea homologa (HR) o no (NHEJ). Métodos: Se seleccionaron 8 plaguicidas que han sido
estudiados como agentes genotoxicos. En una primera fase del trabajo y, para cada plaguicida, 250 uL de sangre
entera fueron tratados con tres concentraciones de cada compuesto durante 1.5 hrs para posteriormente, fijar los
linfocitos. Para la evaluacion de rompimientos de doble cadena, se evaluaron focos de la histona y-H2AX por
inmunohistoquimica o inmunofluorescencia. Se contaron 1000 células por tratamiento y se clasificaron en tres
categorias: 1 —sin dafio, 2 —con dafio (presencia de focos) y 3 —cuerpos apoptéticos. Resultados: Se ha evaluado
paraoxon (metabolito del paration) y endosulfan. En el primero, se observé una tendencia en el incremento de las
categorias 2y 3, con respecto al control, en las dos concentraciones mas altas del paraoxén, comparable etopdsido,
nuestro control positivo. En el caso del endosulfan, se observé un incremento de la categoria 2 en la dosis mas baja
y mas alta con respecto al control negativo y positvo. Conclusién: En una primera evaluacion, se encontré un
incremento de rompimientos de doble cadena en linfocitos tratados con paraoxén y endosulfan, siendo mayor este
efecto en el segundo.

MGT307

REGULACION EPIGENETICA DEL MIR-125B1 MEDIADA POR LA PROTEINA CTCF EN UN MODELO DE CANCER DE
MAMA. FERNANDA CISNEROS-SOBERANIS, ERNESTO SOTO-REYES, LUIS A. HERRERA. UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER,
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA-INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Antecedentes. Los microRNAs (miRNAs) son secuencias de 18-22 nucledtidos de RNA capaces de regular la
expresién génica en organismos eucariontes. Sin embargo, muy poco se sabe sobre su regulacién transcripcional.
Actualmente, los miRNAs han cobrado gran importancia en cancer debido a que su desregulacion se ha asociado
con actividad de oncogen o de gen supresor de tumores. En estudios previos en el laboratorio, hemos caracterizado
al promotor del miR-125b1, el cual se ha descrito con actividad de gen supresor de tumores. En muestras tumor de
cancer de mama, se encontré ganancia en la metilacion del DNA, marcas de histonas asociadas a represion
transcripcional, como la H3K9me3, y pérdida de una proteina que tiene actividad de barrera, CTCF. Objetivo.
Determinar si cambios estructurales en el locus del m/iR-125b1 mediados por la proteina CTCF ocasionan alteraciones
en el nivel de compactacion de la cromatina y como consecuencia alteraciones en su expresion y regulacién de
blancos. Materiales y métodos. Para determinar cual de los componentes epigenéticos estd asociado con el
silenciamiento de este este gen, se realizaron tratamientos con un agente desmetilante del DNA y se transfectd un
plasmido que sobreexpresa a una desmetilasa de H3K9me3 en dos lineas celulares de cancer de mamay una linea
de mama no transformada. Posteriormente, se evaluaron los niveles de expresion del m/R-125b1 usando un RT-PCR
en tiempo real. A continuacion, se hizo un mapeo de sitios donde CTCF esté unido en el locus miR-125b1 usando la
técnica de ChIP. Finalmente, se evaluaron los niveles de proteina por Western blot de dos blancos del miR-125b61
MAD1 y HER2/ErbB2. Resultados. Al evaluar la reactivacion del m/iR-125b1, se observo un incremento de 2y 6 veces,
en los niveles de expresion del m/iR-125b1 al desmetilar el DNA y la H3K9me3, respectivamente. Sugiriendo que la
H3K9me3 tiene un papel relevante en el silenciamiento de este gen. Posteriormente, en la linea de mama no
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trasnformada se identificd un sitio en el que CTCF se encuentra presente, mientras que en las lineas celulares de
cancer de mama no esta. Este sitio podria ser relevante para la regulacién del m/R-125b1. Finalmente, se evaluaron
dos blancos del miR-125b1y se encontr6é Unicamente una asociacién del decremento en los niveles de expresién
del miR-125b1 con el aumento en los niveles de la proteina de HER2/ErbB2.

MGT309

EFECTOS DEL ACETAMINOFEN EN EL SISTEMA GLUTATION EN DIFERENTES ORGANOS DE RATON. SANCHEZ NAVARRO
ANDREA, VALDOVINOS FLORES CESAR Y GONSEBATT BONAPARTE MARIA EUGENIA. DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y
TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.

Introduccion. El glutation (GSH) es un péptido de y-L-Glutamil-L-cisteinilglicina,actia como antioxidante, y protege
a las células de toxinas tales como los radicales libres.La proporcién de glutatiéon reducido (GSH), respecto a la de
glutation oxidado (GSSG) dentro de las células se utiliza como una medida del estrés oxidante celular. Alteraciones
en esta relacion se asocia a la transduccién de sefales celulares que modulan la respuesta antioxidante. El
acetaminofén es oxida al paracetamol para producir un intermedio muy reactivo, la imina N-acetil-p-
benzoquinoneimina (NAPQI). En condiciones normales, la NAPQI se neutraliza por accién del GSH, por lo cual se
espera que en los ratones tratados con dosis toxicas exista una disminucion en las concentraciones de GSH a nivel
sistémico. Métodos y materiales. Determinacion de valores basales en distintos tejidos. Se utilizaron 5 ratones
macho BALB/c de 4 semanas, con libre acceso a agua y comida. Se sacrificaron por dislocacién cervical, para
posteriormente extraer cerebro completo, higado y rifidn. Los tejidos frescos fueron homogeneizados y procesados
para su analisis de acuerdo a la metodologia descrita por Senft et al. (2000) {1} y se guardaron a -70°c por no mas
de 4 semanas. Curva patron. Se hizo una modificacion para micro placa del protocolo revisado, se hizo una reduccion
de 1/5 del volumen final, se adecud la concentracion de GSH y GSSG. Se estandarizaron las curvas patron para
asegurarse de la reproducibilidad. Objetivo: Determinar los niveles de glutatién en higado, rifdn y cerebro de
ratones Balb-c 1, 2 y 3h después de haber sido tratados intraperitonealmente con 300 mg/Kg de acetaminofén.
Resultados. Controles. Los ratones no tratados mostraron en promedio 11078,01 ng/ de GSH por g en higado,
2606,47 ng de GSH en rifidn y 2678,42 ng de GSH en cerebro. Ratones tratados. Al analizarse las muestras de higado,
rifdn y cerebro de ratones macho Balb-c de 4 semanas tratados con 300mg/ Kg de APAP, se encontré diferencia
significativa en la disminucion de glutation reducido (GSH) en Higado 2hrs contra su control, y en rifién 1hr contra
su control. En cerebro como ya antes reporto en nuestro grupo de trabajo {2} se encontré un aumento significativo
de glutatién reducido (GSH) en cerebro a las 2hrs contra su control. No se encontré cambio significativo en los
niveles de GSSG para ninguno de los grupos tratados. Conclusiones. Con estos resultados podemos inferir la
importancia que radica en el glutatién como mecanismo de defensa al estrés oxidativo a nivel sistemico, asi como
remarcar el comportamiento de esté en el cerebro, que pareciera tener un efecto protector ain mas marcado que
en otros érganos al incrementar la cantidad de GSH, por un mecanismo que no se conoce aun en su totalidad.
Referencias. 1. Albert P. Senft, Timothy P. Dalton, and Howard G. Shertzer, 1999. Determining Glutathione and
Glutathione Disulfide Using the Fluorescence Probe o-Phthalaldehyde. Anal. Biochem 280, 80-86. 2. Jorge H. Limén-
Pacheco, Norma A. Hernandez, Maria L. Fanjul-Moles, Maria E. Gonsebatt, 2007. Free Radical Biology & Medicine 43
(2007) 1335-13.

MGT315

MODULACION DE LA EXPRESION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO POR RADIACION IONIZANTE EN
DIFERENTES TEJIDOS DE RATON. ALBARRAN-PONCE L. A., FAJARDO-MIRANDA, R. M., GAMBOA DE BUEN L, VALDOVINOS-FLORES,
C., VAZQUEZ-VAZQUEZ, M. A. AND GONSEBATT, M. E. DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO
DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO. APARTADO POSTAL 70-228, TEL/FAX: (015255)
56229179, (015255) 56229182 E-MAIL: MARGEN@SERVIDOR.UNAM.MX.

La absorcion de radiacion ionizante por parte de las células es capaz de producir alteraciones tanto en la estructura
como en la funcion de las biomoléculas. Este dafo puede ser creado por accién directa (alteracion de la estructura
atdmica de las macromoléculas) o indirecta (generacién de radicales libres como consecuencia de la radidlisis del
agua). Debido a que el agua es el mayor componente de las células, el dafio por accién indirecta de la radiacion es
mas relevante, debido a que se generan especies reactivas de oxigeno que pueden cambiar el estado redox de la
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célulay de esta manera inducir dafio celular. El factor de crecimiento nervioso (NGF) es una neurotrofina involucrada
en el desarrollo, sobrevivencia, diferenciacién y plasticidad de neuronas simpaticas y sensoriales. Ademaés de estas
funciones, existen evidencias que demuestran que NGF esta involucrado en la respuesta antioxidante en el SNCy
otros tejidos como el corazén o el higado. Estas respuestas se logran una vez que NGF se une a TrkA, un receptor
tirosina-cinasa que es especifico para esta neurotrofina. Hemos investigado la modulacion de la transcripcion de
ngfb y la fosforilacion de TrkA en distintos tejidos de ratones machos 1h después de ser irradiados de cuerpo
completo a 0.5, 2.5 y 4 Gy de rayos gamma. Demostramos que la radiacion ionizante modula de manera positiva la
transcripcién de ngfb en las dosis intermedias y altas. El tratamiento también modulé la fosforilacion de TrkA en
cerebro y bazo, asi como la traslocacién de Akt al nlcleo en cerebro. De esta manera, nuestros resultados
preliminares sugieren que la cascada de sefalizacion de NGF se est4 activando en respuesta a los radicales libres
generados por la exposicién a radiacién ionizante.

Apoyado por PAPIIT IN207611.

MGCT318

LA LOVASTATINA INDUCE UN EFECTO COMPENSATORIO DE LA INHIBICION DE HMGCR EN SN. MENDOZA-OLIVA A, 1
FERRERA P.,1 ARIAS ALVAREZ C.,1 *. IMEDICINA GENOMICA v TOXICOLOGEA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNAM. MExico. TEL. 52 55 56229215. *CARIAS@UNAM.MX.

Introduccion: Diversos estudios indican que el colesterol alto aumenta la susceptibilidad a trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (EA). Recientemente, las estatinas, inhibidores de la enzima
hidroxi-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMGCR), se han propuesto para el tratamiento y prevencién de EA, bajo
el argumento de su propiedad hipolipemiante que reduciria la via amiloidogenica y la formacién del péptido B-
amiloide (BA) caracteristico de la EA. Los efectos de las estatinas sobre el metabolismo del colesterol en periferia son
mejor conocidos, no obstante, también exhiben efectos pleiotrépicos cuyas implicaciones en SN han sido poco
estudiadas. Debido a que el colesterol y los compuestos intermedios de esta ruta son cruciales para el
funcionamiento normal de la células, actualmente es tema de debate la terapia con estatinas. Ademas, dado el uso
generalizado de las estatinas, es de interés basico conocer cémo afectan el metabolismo del colesterol neuronal y
cual su impacto sobre la funcién cerebral. Objetivos: Analizar el efecto inhibidor de Lovastatina (Lov), sobre la
biosintesis de colesterol en SN, en modelos tanto /n vivo como in vitro. Métodos y Resultados: Examinanos los
efectos de Lov sobre la produccién de BA, la viabilidad celular y niveles de colesterol en células de neuroblastoma
humano (MSN) en varias condiciones: en ausencia de suero, con 2% de suero y con suero normal al 10 %. Diferentes
dosis de Lov (2, 5y 10 uM) inducen muerte neuronal (50-80%) y ésta es mayor en ausencia de suero cuando el
colesterol del medio es retirado por completo. La co-incubacién con colesterol no proteje de la muerte inducida por
Lov. El tratamiento prolongado con Lov disminuye la concentracion de BA, pero solo baja el contenido de colesterol
en las células incubadas sin suero e induce de forma importante la expresion del mRNA y de la proteina HMGCR. En
ratas alimentadas por 5 dias con 0.04% de Lov, también se presenta un aumento de la expresion de HMGCR en
higado, corteza. cerebelo e hipocampo, pero no disminuye el colesterol en tejidos cerebrales. Conclusiones: La Lov
disminuye BA, pero aun en bajas concentraciones es neurotdxica para MSN. Induce la expresién de HMGCR en las
células del SN tanto /n vivo como in vitro, como un intento de las células por compensar la inhibicién de la enzima,
mas que la disminucion del colesterol.

MGT320

CHECKPOINT RECOVERY, UN MECANISMO QUE PERMITE LA PROGRESION A MITOSIS EN CELULAS DE ANEMIA DE
FANCONI ARRESTADAS POR DANO AL DNA NO REPARADO. ALFREDO RODRIGUEZY, LEDA TORRES?, ULISES JUAREZ!, DAVID
Sosal, BENILDE GARciA?, EDITH CORTESZ, Rocio ORTIZZ, ANA M. SALAZAR3, PATRICIA OSTROSKY3, LulS MENDOZA3 AND SARA FRIAsY
3. 1) DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION EN GENETICA HUMANA, INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA, MIEXICO. 2) DEPARTAMENTO DE
CIENCIAS DE LA SALUD, UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA-IZTAPALAPA. 3) INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

La via FA/BRCA repara los enlaces covalentes cruzados (ECC) en el DNA y su deficiencia causa anemia de Fanconi
(AF), un sindrome de inestabilidad cromosémica que presenta pancitopenia y una frecuencia muy alta de
aberraciones cromosémicas (AC) y rupturas de doble hebra (RDH). Aunque los puntos de monitoreo o “checkpoints”
que detienen la transicion G2/M en presencia de dafo en el DNA se activan normalmente en las células con AF, los
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mecanismos que permiten el escape de RDH no se conocen bien. Para evaluarlo presentamos un modelo
computacional Booleano (MB) de la via FA/BRCA y su validacion experimental. De acuerdo con las predicciones del
MB, las células AF se dividen con RDH no reparadas activando el mecanismo conocido como Checkpoint Recovery.
Esto fue evaluado en una linea celular AF-A y una linea celular normal expuestas a MMC. Por citometria de flujo se
detecto que las células AF-A se arrestan y acumulan en la fase G2/M, activan la fosforilacion de la proteina CHK1 en
la fase G2 e incrementan la expresion de p21, el blanco de p53 que bloquea la transicion G2/M, lo cual permitiria a
las células reparar el dafio en el DNA, sin embargo las células AF llegan a metafase con un gran nimero de RDHs.
Debido a que el Checkpoint Recovery subyace la capacidad que tiene una célula de dividirse después de un periodo
de arresto, llevamos a cabo experimentos para obtener informacion sobre su funcion en las células con AF. Usando
un ensayo de bloqueo de la citocinesis observamos que a pesar del arresto en G2 las células se dividen después del
periodo de arresto de modo similar a las células normales. También observamos por RT-PCR en tiempo real que las
células arrestadas retienen o incrementan la expresion de los genes del programa transcripcional de G2, los cuales
activan el Checkpoint recovery, es decir Ciclina A2, Ciclin B1, FOXM1 y PLK1, incluso cuando las células presentaban
RDHs. Estos datos sugieren que las células AF no tienen un control apropiado del Checkpoint Recoveryy que lo
activan incluso con una gran cantidad de dafio sin reparar. El Checkpoint Recovery es un proceso que debe ser
monitoreado y requiere investigacion adicional debido a que puede subyacer la aparicion de clonas malignas en los
pacientes con AF o en tumores con mutaciones en la via FA/BRCA.

MGCT323

FLIKY YAFE PARTICIPAN EN LA FORMACION DEL FLAGELO Y EN LA SINTESIS DE MENAQUINONA, RESPECTIVAMENTE
Y ESTAN INVOLUCRADOS EN LA ESTABILIDAD DEL GENOMA BACTERIANO. HERNANDEZ BE, SANCHEZ N, HERNANDEZ SL,
ESPINOSA JJ Y CAMACHO R. DEPARTAMENTO DE MIEEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BromepicAs, UNAM. CIRcurto MARIO DE LA CUEVA S/IN., CIUDAD UNIVERSITARIA. CP. 04510, MEexico, D.F. TELEFONO:56229214.

Salmonella typhimurium (Sty) y Escherichia coli (E.coli) son organismos sinténicos, ya que sus genes se disponen de
manera similar en el cromosoma, a pesar de 150 millones de afios de divergencia evolutiva. Lo anterior, presupone
la existencia de sistemas estabilizadores del genoma, adicionales a los de reparacion del DNA, ya que los rearreglos
(en particular las inversiones) facilmente romperian la estructura sinténica. En el genoma de Sty se han descrito
regiones en las cuales, secuencias repetidas invertidas pueden recombinar para formar inversiones, y otras donde
no se permite el rearreglo, como el intervalo Aistidina-triptofano (his-trp), sin embargo la mutacién del gen tus,
involucrado en replicacion, lo hace permisivo. Utilizando este modelo, se generaron mutantes por transposicion, en
las cuales la restriccion para la inversion en Ais-trp fue liberada, en una cepa tus*. Los genes candidatos de este
fenotipo son ik y yaft; flik controla la longitud del flagelo y yaf£ codifica para una metiltransferasa en la sintesis de
menaquinona. El objetivo de este proyecto es describir la participacion de estas mutantes en eventos que involucran
recombinacion y replicacién, mediante la evaluacion de eventos de segregacion de duplicacion cromosomal y la
cuantificacion de eventos de inversiones cromosémicas. Los resultados mostraron un aumento en las frecuencias de
segregacion de la duplicacién en las mutantes yafEy f/ik; en ésta Ultima, se observo un incremento dos veces mayor
comparada con la cepa silvestre. Las frecuencias de los eventos de inversion en una cepa tus- fueron de 26,000 /ac+
estables en 1x108 células, comparadas con 13 rearreglos inestables en la cepa silvestre. En las mutantes yafEy ik
observamos eventos de inversion estables, los cuales fueron un orden de magnitud mayor, comparadas con la cepa
silvestre. La sobrecarga con el gen tus en la mutante /K tiene una repercusion importante, pues no se observo la
presencia de colonias /ac+ estables, este fenotipo se revierte al eliminar la sobrecarga. Estamos complementando
estas mutantes, para determinar si los comportamientos observados en los ensayos de segregacion de la duplicacién
y las frecuencias de inversiones cromosdémicas son debido a la mutacién en los genes yaff'y fliK o son efectos
polares.
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ESTUDIO DE LOS MECANISMOS ESTABILIZADORES DE LOS FACTORES R EN SALMONELLA ENTERICA. BELMAN-RAMOS,
C, CASTANOS-SANCHEZ DE LA BARQUERA, C, ESPINOSA-AGUIRRE, J., CAMACHO-CARRANZA, R. DEPTO. DE MEDICINA GENOMICA Y
TOXICOLOGIA AMBIENTAL.

Introduccion. La fiebre tifoidea es una enfermedad infectocontagiosa de alta prevalencia a nivel mundial. Sa/monella
enterica Serovar Typhi (St) es el agente causante y a diferencia de £ coli (especie cercana), también coloniza a
animales poiquilotermos como reptiles y peces. Actualmente la resistencia bacteriana a los antibidticos es un
problema con origen endégeno o adquirido. Una forma de adquirir resistencia es incorporando plasmidos con genes
de resistencia, también llamados factores R. Si bien St es capaz de incorporar factores R de E. coli'y otras bacterias,
datos epidemioldgicos muestran que las cepas St clinicas aisladas, pierden la resistencia a antibiéticos cuando no
existe presion de seleccidn, a una tasa mucho mayor que otras bacterias. Estudios de segregacion de los pldsmidos
R pFEC59, pCOMG69 y pHN32 de £ coli'y transferidos a St, mostraron pérdida de los marcadores de resistencia
antibioticos concomitantes a la pérdida de regiones en cada plasmido y previo a la pérdida del plasmido completo,
evento que es dependiente de RecA. Se especula que estas regiones contienen elementos de estabilizacion, no
obstante, se desconocen los exactamente mecanismos moleculares responsables de este fendmeno. Hipétesis. La
inestabilidad que se observa en algunos plasmidos R de E. coli cuando son transferidos a St estad determinada por
regiones definidas presentes en estos mismos plasmidos. Estas regiones pudieran comportarse como sistemas de
resolucién de multimeros capaces de ayudar a resolver las copias de los plasmidos en el momento de la division
celular bacteriana. Objetivo general. Explorar los mecanismos a nivel molecular responsables de la inestabilidad de
algunos plasmidos R de £ colitransferidos a St. Secuenciar alguno(s) de los plasmidos R inestables y buscar delimitar
los fragmentos responsables de la inestabilidad. Construir mutantes de recombinacion RecFOR y RecBCD para
determinar el papel de estas vias en la inestabilidad. Determinar la generalidad del fenémeno con otros factores R.
Analizar la inestabilidad en microaerofilia. Comprobar el nivel de tensién helicoidal del plasmido pMS01, en presencia
o ausencia de las regiones estabilizadoras de los plasmidos R. Resultados. Se ha comenzado a estandarizar la técnica
descrita por Eckhardt (1978) para la observacion y caracterizacién por sitios de restriccion de los factores R
mencionados.

MGT325

SYSTEMIC NERVE GROWTH FACTOR MODULATES THE TRANSCRIPTION OF AMINO ACID TRANSPORTERS AND
GLUTATHIONE (GSH) SYNTHESIS IN MICE STRIATUM. VALDOVINOS FLORES, C., GONSEBATT M.E. Y PETROSYAN P.
DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA ¥ TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD
NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO. APARTADO POSTAL 70-228, TEL/FAX: (015255) 56229179, (015255) 56229182 E-MAIL:
MARGEN@SERVIDOR.UNAM.MX.

Nerve growth factor (NGF) is a member of structurally related proteins, named neurotrophins (NTs), that regulate
neuronal survival, development , function, and plasticit y. Moreover, NGF is an important activator of antioxidant
mechanisms. These functions of NGF are mediated by the tropomyosin-related kinase receptor A (TrkA). There is
evidence that NTs and their receptors are expressed also in visceral tissues. Physical exercise and stress increase
levels of NGF in plasma. Using a murine model we have shown that systemic inhibition of GSH synthesis with L-
buthionine-S-R-sulfoximine (BSO) increased brain GSH content and induced the transcription of ng/bin liver. Murine
striatum cholinergic neurons express TrkA receptors thus, we investigated if an i.p. injection of BSO or of sodium
arsenite (iAs) modulate the transcription of ngfb and trka as well TrkA phosphorilation in mouse striatum. Both
agents induced the transcription of ngfb and trka as well TrkA phosphorilation. Also, BSO and iAs induced the
activation of the NGF/TrkA pathway which correlated with an increased transcription of xC7, LAT1, FAACI which are
amino acid transporters genes that provide L-cys/L-cys; to central nervous system and of GCLm which participates
in the de novo synthesis of GSH. The inhibition of TrkA phosphorylation by K252a or anti-NGF neutralizing antibody
abrogated the transcription of xC7, LAT1 EAACI and GCLm induced by BSO or iAs suggesting the participation of
this pathway in the /n vivo antioxidant response at least in striatum. Furthermore, since anti-NGF neutralizing
antibodies would not cross the blood-brain barrier, our results suggest that NGF functions as a systemic redox-
sensor in both CNS and peripheral tissues and that the NGF/TrkA pathway plays a critical role in the antioxidant
response in the striatum in our murine model.

Supported by CONACYT 102287.
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CARACTERIZACION DE LOS TERRITORIOS CROMOSOMICOS EN LOS QUE SE ENCUENTRAN LOS GENES BCR Y ABL Y
SU ASOCIACION CON LA GENERACION DE LA T(9;22). FABIAN-MORALES E, LOPEZ-SAAVEDRA A, GONZALEZ-BARRIOS R, LOPEZ-
NAVARRO OG, REYNOSO-NOVERON N, CASTRO-HERNANDEZ C, CADELARIA-HERNANDEZ M, SOTO-REYES E, HERRERA LA. UNIDAD DE
INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER, INCAN—ITB UNAM.

Introduccion: Las translocaciones cromosémicas se consideran un factor genético determinante en cancer, sin
embargo, su etiologia es poco entendida. Uno de los mecanismos propuestos que puede influenciar la incidencia
de translocaciones cromosomicas es la arquitectura nuclear, definida por territorios cromosémicos (TCs). Estos TCs
se organizan en base a su actividad transcripcional y la conformacion de la cromatina, que a su vez esta regulada
por elementos genéticos y epigenéticos. Existe una correlacion entre la proximidad e interaccion de estos TCs y la
frecuencia de translocaciones cromosdmicas. Un ejemplo relevante en leucemia mieloide cronica (LMC), es la
translocacion t(9;22),que provoca la fusion de los genes BCR'y ABLI. Los loci de estos genes se han observado
cercanos en células normales en interfase, sin embargo, no se ha evaluado la organizacién espacial ni los elementos
que regulan los TCs involucrados en esta translocacién Objetivo: Caracterizar la distribucién espacial e interacciones
de los TCs, mediante microscopia de alta resolucion Metodologia: Se emplearon linfocitos aislados de muestras de
individuos sanos y la linea celular WI-38 (fibroblastos embrionarios de pulmén humano). Dichas muestras se
procesaron para obtener cariotipo y la metodologia de FISH modificado que se utilizé para con ello alterar lo menos
posible la arquitectura del nucleo. Estas muestras se analizaron por microscopia de alta resolucion (100nm)
Resultados: Se determino el cariotipo mediante citogenetica convencional de linfocitos aislados a partir de sangre
periferica de un individuo sano, cuyo cariotipo resulté normal y corresponde al sexo femenino (46,XX). EI mismo
resultado se defini6 para la linea celular WI-38. Se analizaron 50 nicleos y se hizo la reconstruccion tridimensional
del nucleo en interfase, de lo cual obtuvimos medidas de la distancia real en tercera dimension que existe entre los
loci mas cercanos de BCRy ABL1 en ambas estirpes celulares. Se determiné que la distancia promedio entre alelos
mas cercanos en linfocitos es de 1.22 micras y en fibroblastos es igual a 2.16 micras. Conclusiones: AUn no podemos
delinear determinaciones concluyentes, sin embargo, se presentan resultados preliminares que muestran diferencias
comparativas entre una estirpe celular en la que cominmente se encuentra la t(9;22) y la otra en las que nunca se
ha reportado.

MGT329

MAD2-GAMMA, UNA NUEVA ISOFORMA INVOLUCRADA EN LA REGULACION DE LA SEGREGACION CROMOSOMICA
EN CELULAS CANCEROSAS. DOWNIE-RUIZ A, LOPEZ-SAAVEDRA A, ANDONEGUI-ELGUERA M, PRADA-ORTEGA D, Diaz-CHAVEZ J,
MENDOZA-PEREZ J, CACERES-GUTIERREZ R, SANTIBANEZ-ANDRADE M, CASTRO-HERNANDEZ C, HERRERA LA. UNIDAD DE INVESTIGACION
BIOMEDICA EN CANCER, INSTITUTO INACIONAL DE CANCEROLOGIA —INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

Introduccion: MAD2 es una proteina importante en el punto de control del huso mitético (PHM), el cual evita el
inicio de la anafase hasta que todos los cromosomas estén alineados y unidos a los microtibulos. Si el PHM falla se
puede generar inestabilidad cromosdmica, fendmeno muy comuin en tumores solidos. En el 2006 se reporto la
existencia de una isoforma generada por el proceso de empalme alternativo entre el exdn 2 y el exén 4 de MAD?2,
llamada MAD2B. MAD2B se asocié a quimiorresistencia en lineas celulares de cancer gastrico. Adicionalmente, en
lineas celulares de cancer colorrectal con distintos grados de inestabilidad cromosdmica, como HCT116 y SW480,
nosotros encontramos una nueva isoforma: MAD2y, resultante del empalme alternativo entre los exones 1y 4 de
MAD?2. La funcién de esta isoforma es totalmente desconocida y en este trabajo se explora su posible asociacion
con la regulacion de la segregacion cromosémica. Hipotesis: La expresion diferencial de MAD2y estd asociada a la
regulacién de la segregacién cromosémica en la linea celular de cancer colorrectal HCT116. Objetivos: 1- Estudiar
el indice mitético en la linea celular de céncer colorrectal HCT116 que sobreexpresa la isoforma MAD2y. 2-
Determinar la localizacion de la isoforma MAD?2 y a través del ciclo celular. 3 - Determinar la presencia de la proteina
en linea celular HCT116 Metodologia: Mediante RT-PCR se compard la expresion de MAD2y entre las lineas celulares
de cancer colorrectal HCT116, SW480 y cultivos primarios de fibroblastos normales. Se analizé la relacion de MAD2y
con la regulacion de la segregacion cromosémica sobreexpresando MAD2y en las células HCT116 y estudiando el
indice mitotico. Se transfectd a la proteina MAD2y-GFP para determinar su localizacion intracelular, asi como para
realizar ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos contra GFP. Resultados: La expresion de la nueva isoforma,
MAD2y es mayor en células normales y de cancer con baja inestabilidad cromosémica. Adicionalmente, cuando
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MAD?2y es. Se ha logrado detectar a la proteina unida a GFP en ensayos de Western Blot y se ha llegado a ver
presencia de la MAD2y tanto dentro como fuera del nicleo. Conclusion: La nueva isoforma de MAD2: MAD2y, parece
tener un papel en la regulacién de la segregacion cromosémica induciendo un nivel menor detencién en mitosis al
ser sobreexpresada en células HCT116 expuestas a taxol.

MGCT330

LAS VARIANTES DE SURVIVINA Y SU RELACION CON LA MUERTE DE CELULAS MITOTICAS. CACERES GUTIERREZ RE,
ANDONEGUI ELGUERA MA, LOPEZ SAAVEDRA A, PRADA DG Y HERRERA LA. UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER-INSTITUTO
NACIONAL DE CANCEROLOGIA-INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

Antecedentes. El Punto de Monitoreo Mitético (PMM) vigila que no ocurran errores en la segregacién cromosomica.
Algunos farmacos que perturban la dinamica de los microtubulos inducen la activacién prolongada de esta via y
provocan la muerte celular. La pausa resultante en el ciclo es conocida como arresto mitético. Sin embargo, no se
conoce la manera en que éstos inducen la muerte celular. Se ha propuesto que el antagonismo entre las sefiales pro
y anti-apoptéticas define el desenlace del arresto mitético. El objetivo de este trabajo fue determinar la relacién de
la Survivina y de sus variantes 2B y Aex3 con la muerte por arresto mitdtico en células HCT116. Materiales y
Métodos: Se determiné el indice mitético mediante la tincion y conteo de las células con eosina y azul de metileno.
La muerte celular fue evaluada por citometria de flujo. La dindmica del arresto mitético y muerte fue analizada
mediante el seguimiento de los cultivos en video-microscopia de fluorescencia. Se determind la localizacion
intracelular de las proteinas estudiadas usando anticuerpos especificos contra cada una de ellas. Fueron detectadas
en Western blot con los mismo anticuerpos. Se usé RT-PCR para determinar la expresion de sus mensajeros.
Resultados: En células tratadas con taxol, el indice mitdtico disminuyd a medida que aumenté el porcentaje de
células muertas. El analisis en video de estas células revelé una variedad previamente inesperada en la morfologia
de la muerte inducida por arresto mitético: algunas células mostraron caracteristicas de muerte apoptotica, mientras
que otras de necrosis. Observamos que en interfase, Survivina Aex3 se localiza en el nucleolo y Survivina 2B en el
nucleo. Descubrimos que los niveles de Survivina Aex3 disminuyen considerablemente al inicio de la anafase y que
Survivina 2B se localiza en centrosomas de profase a anafase y después se relocaliza en el anillo contractil en la
citocinesis. Observamos que ni Survivina 2B ni Aex3 regresan a su localizacion normal de interfase después del
arresto mitético. Estas tampoco co-localizan con las mitocondrias en células control ni en células tratadas con taxol.
Conclusiones: 1) La muerte celular inducida por taxol es mas variable de lo previamente observado. 2) La
participacion de las isoformas de Survivina 2B y Aex3 en la mitosis podria haber sido subestimada por las técnicas
mediante las cuales se ha explorado. 3) Survivina Aex3 podria ser degradada por la via Complejo Promotor de la
anafase-Proteosoma. Dado que la degradaciéon de Survivina Aex3 en el nucleolo esta relacionada con su actividad
anti-apoptotica, el tratamiento con taxol podria promover la muerte celular a raiz de que Survivina Aex3 no se
localiza en nucleolos en células que se liberan del arresto mitético.

MGT331

EXPOSICION GESTACIONAL A CARCINOGENOS AMBIENTALES. UN ESTUDIO PILOTO. JORGE ALFONSO MACIEL RUIZ,
PAVEL PETROSYAN!, MARIA GUADALUPE VELOZ MARTINEZ, EDITH DANNY MOLINA SERVIN?, MARLENE ERENDIRA PACHECO CACERES,
MARIA E. GONSEBATTL. IDEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO. DIVISION DE INVESTIGACION DE LA UNIDAD MEDICA DE ALTA
ESPECIALIDAD, HOSPITAL DF GINECO OBSTETRICIA 3 CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL.

La exposicién gestacional se asocia a una mayor susceptibilidad para desarrollar enfermedades cardiovasculares,
metabdlicas y cancer en la vida adulta. En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) se emiten mas de
300 mil toneladas de contaminantes al afio entre ellos se encuentran los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)
que se generan por la combustiéon incompleta de la materia organica: madera, lefia, gasolinas, tabaco, etc. El aire
urbano y humo del tabaco contienen importantes cantidades de estos compuestos carcinogénicos sin embargo su
presencia no se mide en el sistema de monitoreo de calidad del aire de la ZMCM. Se ha reportado que los habitantes
jovenes de la ZMCM tienen niveles mas elevados de aductos en ADN por HAP en la época del afio en donde la
emisién de material particulado (PM) es mayor, sugiriendo que parte de los HAP se encuentran adheridos a las PM.
Realizamos un estudio piloto para medir niveles de aductos tipo “bulky” o abultados en el ADN de recién nacidos y

67




Memorias Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental

sus madres para investigar si la contaminacién por PM se puede asociar con una mayor exposicion gestacional a
agentes potencialmente carcinogénicos que se encuentran adheridos a ellas. El nivel de aductos detectados en estos
nifos es dos a tres veces superior al detectado en sus madres. Dado el reducido nimero de muestras analizadas
hasta el momento no hemos encontrado asociaciones con otros biomarcadores, sin embargo, nuestros hallazgos
sugieren que los recién nacidos son una poblacién muy sensible a los agentes ambientales que inducen aductos
abultados en ADN, como los HAP, y que este dafio podria tener repercusiones en su calidad de vida y en la atencion
médica que requerira en el transcurso de la misma.

MGCT337

MODELO NO INVASIVO PARA AYUDAR A DETECTAR EL RIESGO DE PADECER CANCER DE MAMA. MARTINEZ-RAMIREZ
O.C., RUBIO J. DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.

Introduccion. El cancer de mama (CaMa) es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad para las mujeres del
mundo, incluyendo las de nuestro pais. Existen diversos factores de riesgo asociados con este cancer, siendo el
principal la exposicion a estrogenos endégenos y/o exdgenos. En esta investigacion estudiamos el papel que juegan
en la etiologia del cancer de mama los polimorfismos CYP1AL rs1048943, CYP1B1 rs1056836, COMT rs4680, GSTP1
rs1695, GSTT1*0 y GSTML1*0, los cuales se presentan en genes involucrados en la via catecol del metabolismo de
los estrégenos. Objetivo. Determinar si leucocitos tratados /n vitro con 17B-E2 son capaces de producir los
biomarcadores de riesgo: 4-OHE; y aductos de gran tamafio (“bulky adducts”) , y también determinar si existe
diferencia en la produccién de estos dos biomarcadores en leucocitos que presenten los polimorfismos CYP1A1
rs1048943, CYP1B1 rs1056836, COMT rs4680, GSTT1*0, GSTM1*0y GSTP1 rs1695 comparandolos con leucocitos que
no presenten estas variantes alélicas. Disefio experimental. Se tomaron 30 mL de sangre periférica de dos mujeres,
posteriormente se aislaron los leucocitos los cuales tenian las siguientes combinaciones: Mujer 1: “Combinacion de
polimorfismos de riesgo”: (CYP1AL VaVal. CYP1B1 Val/Val. COMT Met/Met GSTP1 ValValy GSTT1*0). Mujer 2: “Combinacién
de polimorfismos de no riesgo”: (CYPLAL !e/lle, CYP1B1 lewteu COMT VaWval GSTP1 lewleu GSTT1*1). Ambas
combinaciones de leucocitos ("“Combinacién de polimorfismos de riesgo” y “Combinacién de polimorfismos de no
riesgo”) se trataron con 100 nM de 17B-E; durante 12 horas. Determinamos los niveles del mRNA por RT-PCR, la
produccién del metabolito mutagénico y carcinogénico 4-CE2 mediante la técnica de HPLC y MS. Los aductos
formados los determinamos por la técnica de post-marcaje con 32P. Resultados. Obtuvimos mayores niveles del
metabolito 4-OHE; en los leucocitos con la “Combinacién de polimorfismos de riesgo” (CYP1A1 Val/Val; CYP1B1
Val/Val, COMT Met/Met, GSTP1 Val/Val y GSTT1*0) comparados con los leucocitos que tenfan la “"Combinacion
de polimorfismos de no riesgo” (CYP1AL Ile/Ile; CYP1B1 Leu/Leu, COMT Val/Val, GSTP1 Leu/Leu y GSTT1*1). Los
niveles de aductos de gran tamafio ("bulky adducts”) encontrados fueron significativamente diferentes en los
leucocitos con la “Combinacion de polimorfismos de riesgo” (CYP1Al Val/Val; CYP1B1 Val/Val, COMT Met/Met,
GSTP1 Val/Val y GSTT1*0) comparados con los leucocitos que tenian la “Combinacion de polimorfismos de no
riesgo” (CYP1A1l Ile/lle; CYP1B1 Leu/Leu, COMT Val/Val, GSTP1 Leu/Leu y GSTT1*1). Conclusién. Este trabajo
presenta por primera vez un modelo no invasivo que permite obtener resultados diferenciales en dos biomarcadores
de riesgo para padecer cancer de mama. Estas diferencias estuvieron relacionadas con la combinacién de
polimorfismos presentes en los leucocitos con la “Combinacién de polimorfismos de riesgo” (CYP1Al Val/Val;
CYP1B1 Val/Val, COMT Met/Met, GSTP1 Val/Val y GSTT1*0) comparados con los leucocitos que tenian la
“Combinacién de polimorfismos de no riesgo” (CYP1A1 lle/lle; CYP1B1 Leu/Leu, COMT Val/Val, GSTP1 Leu/Leu y
GSTT1*1).

MGCT338

CARACTERIZACION DE LOS TERRITORIOS CROMOSOMICOS EN LOS QUE SE ENCUENTRAN LOS GENES BCRY ABLY
SU ASOCIACION CON LA GENERACION DE LA T(9;22). FABIAN-MORALES E, LOPEZ-SAAVEDRA A, GONZALEZ-BARRIOS R, LOPEZ-
NAVARRO OG, REYNOSO-NOVERON N, CASTRO-HERNANDEZ C, CADELARIA-HERNANDEZ M, SOTO-REYES E, HERRERA LA. UNIDAD DE
INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER, INCAN—ITB UNAM.

Introduccion: Las translocaciones cromosémicas se consideran un factor genético determinante en cancer, sin
embargo, su etiologia es poco entendida. Uno de los mecanismos propuestos que puede influenciar la incidencia
de translocaciones cromosomicas es la arquitectura nuclear, definida por territorios cromosémicos (TCs). Estos TCs
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se organizan en base a su actividad transcripcional y la conformacion de la cromatina, que a su vez esta regulada
por elementos genéticos y epigenéticos. Existe una correlacion entre la proximidad e interaccion de estos TCs y la
frecuencia de translocaciones cromosdmicas. Un ejemplo relevante en leucemia mieloide crénica (LMC), es la
translocacion t(9;22),que provoca la fusion de los genes BCR'y ABLI. Los loci de estos genes se han observado
cercanos en células normales en interfase, sin embargo, no se ha evaluado la organizacion espacial ni los elementos
que regulan los TCs involucrados en esta translocacién Objetivo: Caracterizar la distribucion espacial e interacciones
de los TCs, mediante microscopia de alta resolucion Metodologia: Se emplearon linfocitos aislados de muestras de
individuos sanos y la linea celular WI-38 (fibroblastos embrionarios de pulmén humano). Dichas muestras se
procesaron para obtener cariotipo y la metodologia de FISH modificado que se utilizé para con ello alterar lo menos
posible la arquitectura del nucleo. Estas muestras se analizaron por microscopia de alta resolucion (100nm)
Resultados: Se determino el cariotipo mediante citogenetica convencional de linfocitos aislados a partir de sangre
periferica de un individuo sano, cuyo cariotipo resulté normal y corresponde al sexo femenino (46,XX). EI mismo
resultado se defini6 para la linea celular WI-38. Se analizaron 50 nucleos y se hizo la reconstruccion tridimensional
del nucleo en interfase, de lo cual obtuvimos medidas de la distancia real en tercera dimension que existe entre los
loci mas cercanos de BCRy ABL1 en ambas estirpes celulares. Se determiné que la distancia promedio entre alelos
mas cercanos en linfocitos es de 1.22 micras y en fibroblastos es igual a 2.16 micras. Conclusiones: AUn no podemos
delinear determinaciones concluyentes, sin embargo, se presentan resultados preliminares que muestran diferencias
comparativas entre una estirpe celular en la que cominmente se encuentra la t(9;22) y la otra en las que nunca se
ha reportado.

MGT339

PAPEL DE LA PROTEINA MAD2 EN LA RESPUESTA A QUIMIOTERAPIA EN LINEAS CELULARES DE CANCER GASTRICO.
BARGIELA IPARRAGUIRRE J,LOPEZ SAAVEDRA A., SANCHEZ PEREZ I., ALONSO HERRERA L. UNIDAD DF INVESTIGACION BAsIcA-INCAN-IIB
UNAM / INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS —1IB-CSIC UAM.

Introduccion: La proteina MAD2, componente esencial del punto de control de mitosis, es una de las muchas
proteinas con una expresion desregulada en Cancer Gastrico. La disfuncién en este punto de monitoreo puede llevar
a una mitosis errénea, es decir, por un lado la célula puede acumular o perder cromosomas (aneuploidia) o en
cambio puede sufrir una catastrofe mitética, lo que le conduciria a apoptosis. Dada la alta tasa de células aneuploides
en Cancer Gastrico lo que a su vez se correlaciona con un mal pronodstico de la enfermedad, la proteina MAD2
podria en un futuro ser un posible biomarcador de prondstico y de respuesta a quimioterapia, ya que en otras tipos
de cancer alteraciones en la expresion de esta proteina se han relacionado con cambios en la respuesta a farmacos.
Objetivo: estudiar el papel de MAD2 en la respuesta a quimioterapia en dos lineas celulares de cancer gastrico.
Metodologia: Se emplearon las lineas celulares de cancer gastrico ST2957, MKN48 para primero medir la expresion
de MAD2 por RT-PCR comparandolo con una linea control (tejido sano). Se disminuyd la expresion de Mad?2
empleando shRNAs que fueron transfectadas con lentivirus y se volvié a medir la expresién con la técnica de RT-
PCR. Se realizaron ensayos de viabilidad, proliferacién y clonogenicidad utilizando la técnica de cristal violeta
comparando las lineas celulares transfectadas con las no tranfectadas. Se estudiaron los ciclos celulares mediante la
técnica de citometro de flujo. Se realizé el ensayo de cierre de herida en el que por medio de microscopia en vivo,
time-lapse, se midid el % de cierre de la herida. Resultados: En primer lugar, se vio que efectivamente la proteina
Mad? esta sobreexpresada en ambas lineas celulares. La disminucién de expresién de Mad2 en ambas lineas llevo a
una disminucion en la capacidad de formacion de colonias y a un menor % de cierre de la herida, en cambio no
vario la curva de crecimiento. Por otro lado la disminucién de la expresion de MAD2 hizo que ambas lineas celulares
fueran mas sensibles al tratamiento con Taxol y Nocodazol, con claro aumento en el % de células apoptéticas.
Conclusiones: Una disminucion de la expresion de MAD2 disminuye la capacidad migratoria y de formacion de
colonias en las lineas celulares ST2957 y MKN45, y sensibiliza al tratamiento de Taxol y Nocodazol. Estos indicios
ponen en el punto de mira a MAD2 como una proteina a estudiar en futuros ensayos como biomarcador celular de
cancer gastrico.
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EL ARSENICO PRODUCE CAMBIOS BIOQUIMICOS AL MODULAR GENES ASOCIADOS A ENFERMEDADES
METABOLICAS. FLORES-DORANTES MA. TERESAL, MENDOZA-LORENZO PATRICIAL, NAVA-SALAZAR SONIAL, RAMOS-ESPINOSA
PAULINA?L, SALAZAR ANA MARIAL, CEBRIAN ARTURO?, CEBRIAN MARIANO E3, GARCIA-VARGAS GONZALO?, VILLARREAL-MOLINA MA.
TERESA*, OSTROSKY-WEGMAN PATRICIAL. IDEPARTMENTO DE MEDICINA GENOMICA ¥ TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO, MEXICO, D.F. °FACULTAD DE MIEDICINA, UNIVERSIDAD
JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO, GOMEZ PALACIO, DURANGO, MEXICO. 3SECCION EXTERNA DE TOXICOLOGIA, CENTRO DE
INVESTIGACION ¥ DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL IPN (CINVESTAV), MExico D.F. ?LABORATORIO DE GENOMICA DE ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES, INSTITUTO NACIONAL DE MIEDICINA GENOMICA, MExICO, D.F.

Antecedentes. E| hidroarsenicismo es un fendmeno frecuente que en estudios epidemioldgicos ha mostrado estar
asociado a la induccion de diabetes. Para entender esta asociacion nos enfocamos en el efecto del arsénico (As) en
2 genes que se han asociado a enfermedades metabdlicas en poblacion mexicana. La variante R230C/ABCAL se
ha asociado tanto a menores niveles séricos de C-HDL como a DMT2 y a un mayor indice de masa corporal (IMC).
Por otro lado, se ha reportado que el arsénico modula la resistencia a insulina dependiente de SNP’s del gen
CAPN10; el SNP InDel19 de esté gen ha sido asociado con DMT2, y con un mayor IMC. El propésito de este trabajo
fue comparar la correlacion entre los niveles de As en orina con los niveles séricos de C-HDL, glucosa y otros
parametros bioquimicos de acuerdo a distintos genotipos para las variantes R230C/ABCAL e InDel 19/CAPN10 en
una poblacién abierta de 400 individuos de la Region Lagunera, expuesta a As por el agua de bebida. Se calcularon
correlaciones de Pearson de acuerdo al genotipo, y se buscaron interacciones gen-As en orina utilizando modelos
lineales. Los datos fueron ajustados por edad, género, IMC y concentraciones de arsénico en orina, cuando fue
necesario. Resultados. El alelo 33 de InDel19/CAPN10 y la variante R230C/ABCAL se asociaron significativamente
y de manera independiente con menores niveles séricos de C-HDL (P = 0.025y P = 0.001, respectivamente). Se
encontré ademas un efecto aditivo de estas variantes (P= 0.001). Ademas, en individuos con el genotipo 33 (inDel19)
la correlacién entre los niveles de As en orina y los niveles de C-HDL fue negativa, mientras que en individuos con
genotipos 32 y 22 la correlacién fue positiva, aunque la interaccién no alcanzé significancia (P interac= 0.09),
probablemente por el tamafo reducido de la muestra. Por otro lado, se observé una correlacién negativa entre los
niveles de glucosa y los niveles de As en orina, Unicamente en individuos con la variante R230C (P jnterac= 0.019).
Conclusiones. Los datos obtenidos indican la existencia de una asociacion InDel19/CAPN10 a niveles plasmaticos
bajos de C-HDL en poblacién abierta, asi como el efecto aditivo en este fenotipo de C-HDL bajas de la variante
R230C e InDel 19. Contrario a lo esperado, se observoé una correlacion negativa de R230C con las concentraciones
plasmaticas de glucosa, dependiente de arsénico. Estos resultados indican el posible papel del arsénico como
modulador en la homeostasis del colesterol y de la glucosa tanto en CAPN10 como ABCAL.

MGCT341

CUANTIFICACION DEL EVENTO DE INVERSION EN CEPAS MUTANTES DE SALMONELLA TYPHIMURIUM LT2,
COMPLEMENTADAS CON LOS GENES FLIK'Y YAFE. SANCHEz JN* ** HERNANDEZ BE* HERNANDEZ SL* ESPINOSA JJ%
CAMACHO R* UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS, UAGRO™** DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA Y
ToxicoLoGIA AMBIENTAL, IIB, UNAM*.

Introduccion. El genoma de las especies procariotas £scherichia coli'y Salmonella entérica serovar Typhimurium
(Sty), son sinténicos, es decir la disposicién de los genes en sus cromosomas es similar, por lo que el mapa gendmico
entre ambas especies es a su vez compartido en varias regiones (50% y 70% de sus genes son ortélogos) (Dobrindt
et al, 2003). Se estima que E. coliy Sty divergen de un ancestro comun hace ~100-150 millones de afios (Ochman y
Wilson 1987), lo anterior, supone la existencia de mecanismos que estabilizan el genoma y explican por qué estan
evolutivamente conservados. La formacion de rearreglos gendmicos ocasiona la pérdida de la sintenia,
principalmente las inversiones. En el genoma de Sty se han descrito regiones permisivas y no permisivas para la
formacion de inversiones (Roth et al,, 1994) por lo cual se generaron cepas mutantes de Sty por transposicion, en
donde la restriccion para la inversién fue liberada; los genes candidatos son fliK'y yafE. FliK es una proteina
involucrada en el control de la longitud del gancho en la estructura del flagelo (Kojima y Blair, 2004) y yaff codifica
una metiltransferasa que participa en la sintesis de menaquinona (Lin y Kuritzkes, 1987). Para corroborar la
participacion del gene 7/ik'se complementd a estas cepas de Sty mediante el plasmido pTrc99a portador del gen ik
(Gonzélez et al, 2002). Para cooroborar la participacién de yafE se aplicard la misma estrategia, para lo cual se
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clonaré el gen. Objetivo. Clonar yaff en /a cepa mutante de Styy cuantificar el evento de inversion. Metodologia.
Se amplificara el gen yaff mediante PCR, para lo cual se disefaran primers. Posteriormente se realizara un
reamplicaficacion con primers que tengan sitios de restriccién para clonar el fragmento generado en el vector
pTrc99a (Gonzélez et al, 2002). Conclusiones. Actualmente estamos realizando la clonacion del gen yafE y
probando la complementacion del gen f/iK. Cuantificaremos el evento de inversion en las cepas mutantes
complementadas con 7K'y yafE respectivamente.

MGT342

PAPEL DE CTCF EN LA TRANSCRIPCION DE NCRNAS DE CENTROMERO. VICTOR DEL CASTILLO FALCONI, RODRIGO GONZALEZ
BARRIOS, ERNESTO SOTO-REYES, LUIS A. HERRERA. UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER - INSTITUTO INACIONAL DE
CANCEROLOGIA - INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExico, D.F., MExico.
VDCFALCONI@GMAIL.COM

El factor nuclear CTCF es una proteina capaz de unirse aproximadamente a mas de 55 mil sitios cercanos a
promotores y enhancers en el genoma humano de manera tejido especifico. CTCF participa como proteina aisladora
determinando los dominios cromosémicos, delimitando regiones de eucromatina y heterocromatina. Durante la
division celular, CTCF se ha observado unido al cromosoma metafasico marcando los /oc/ donde se hereda su
localizacién, como es el caso de los genes improntados y el centrémero. Se ha propuesto que CTCF tiene una funcion
reguladora y estructural en el aparato mitético ya que forma parte del complejo cohesina, en centromero, en
centrosoma y en el anillo contractil. En el cromosoma metafasico, el centromero estd flanqueado por grandes
blogues de heterocromatina constitutiva en las regiones pericentroméricas. La alta compactacion del centrémero se
ha descrito como esencial para que se lleve acabo una buena segregacién de los cromosomas. A nivel epigenético
se caracteriza por un alto grado de metilacién del DNA, marcas de histonas asociadas a la apertura y compactacién
de la cromatina que fomentan la transcripcién de RNAs no codificantes (ncRNA), necesarios para la formacion del
complejo centrémero/cinetocoro. Debido a esto, nuestro interés se centra en conocer si CTCF favorece la
transcripcion de los ncRNAs presentes en centromero. Por medio de inmunofluorescencias se evidencio la union de
CTCF al cromosoma metafasico, mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) se caracterizé la
presencia de CTCF y marcas de histonas en la cromatina centromérica, tanto en células no neoplasicas Wi38 y en
lineas celulares de cancer colorrectal HCT116. Los resultados del ChIP sugieren un mayor enriquecimiento de CTCF
en células mitéticas, comparadas con las interfasicas. Al evaluar la expresion del transcrito codificado en repetidos
del satélite alfa y satélite 2, se observé la presencia de dicho transcrito en células mitoticas. Estos datos nos sugieren
que la funcion del transcrito en el centromero es de caracter estructural y su transcripcién es favorecida por la
presencia de CTCF.

MGCT343

ESTUDIO DE LA REGULACION POR EL LNCRNA TERRA EN LA RECUPERACION TELOMERICA DE UN MODELO DE
CELULAS CANCEROSAS. OLIVA-RICO DA, GONZALEZ-BARRIOS R, FABIAN-MORALES E, HERRERA LA. UNIDAD DF INVESTIGACION
BIOMEDICA EN CANCER, INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA-INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

La longitud telomérica esta regulada por marcas epigenéticas que modulan, entre otras cosas, la expresion de la
subunidad catalitica de la telomerasa. Los telémeros y las regiones sub-teloméricas estan enriquecidas en marcas
asociadas a heterocromatina constitutiva. Estas son esenciales para el mantenimiento de la integridad de los
telémeros y por ende para la estabilidad gendmica, pero existe otro tipo de regulaciéon dependiente de ncRNA. Este
es el caso del IncRNA TERRA, un componente necesario para la integridad telomérica, por lo que se dice que
contrarresta la inestabilidad cromosémica en la que se presentan puentes anafasicos, fusion de cromatidas
hermanas, regiones multi-teloméricas, etc. Dicha inestabilidad conduce a aberraciones cromosdmicas que pueden
establecer una clona celular maligna. Pero para que esto se lleve a cabo debe haber un proceso de recuperacién
telomérica en el que el complejo ribonucleoprotéico telomérico sea estabilizado de nuevo. Por esta razén resulta
importante estudiar el papel que el IncRNA TERRA desempefia en la estabilizacion del telémero y cémo su mal
funcionamiento puede dar origen a un proceso carcinogénico. Se seleccionaron las regiones teloméricas a evaluar
revisando las bases de datos de la Universidad de California Santa Cruz (UCSC). Se escogié al brazo corto del
cromosoma 5, donde se codifica la telomerasa, para dicho analisis. Se buscaron elementos caracteristicos de
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secuencias promotoras cerca del telbmero como la presencia del factor nuclear CTCF y de la Polimerasa II, marcas
de histonas asociada a promotores (H3K4me3 y H3K4mel), sitios potenciales de inicio de la transcripcion (TSS) y
secuencias con potencial de enhancer. Material y Métodos: Se trabajé con lineas del mismo linaje celular, K-562 y
SC, para tener un modelo celular canceroso y un control de células no-neoplésica respectivamente. Para sintetizar
cDNA a partir de RNA proveniente exclusivamente de secuencias teloméricas se estandarizd una retrotranscripcion
en donde los oligonucledtidos usados son complementarios para la secuencia (CCCTAA)x5. A partir del cDNA con
repetidos teloméricos se estandarizé el protocolo de PCR. Se prepararon metafases tratando los cultivos celulares
con colcemida y se usé una sonda peptidica pan-telomérica para la hibridacion fluorescente in situ (FISH) de las
metafases obtenidas. Resultados: Se comprobd que el brazo corto del cromosoma 5 es uno de los que codifica para
TERRA, ademés se confirmé que el TSS predicho era el correcto y se verifico que solo hubiera amplificacion
proveniente de la hebra codificante para el IncRNA TERRA. Se necesita verificar la concentracién del TERRA
proveniente de 5p en ambas lineas celulares, asi como evaluar la longitud telomérica en ambas por medio de Q-
FISH.

MGT347

CONSTRUCCION DE UNA FUSION CYP1A1-GFP PARA LA EVALUACION DE ALIMENTOS COMO MODULADORES DE
LA EXPRESION DEL CITOCROMO P450 EN HUMANOS. COrRDOVA G, ESPINOSA JJ, CAMACHO R. DEPARTAMENTO DE MEDICINA
GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MIEXICO.

Introduccion. Los citocromos son hemoproteinas encargadas del metabolismo de un gran nimero de moléculas,
entre ellas xenobidticos como drogas, pesticidas, procarcinégenos, anestésicos, solventes organicos vy
promutagenos. Varios farmacos como antidepresivos, antimicrobianos, agentes quimioterapéuticos, antipsicéticos
o antiepilépticos, modulan la expresién de los citocromos; también se ha reportado que alimentos como la uva, la
toronja o el brécoli y condiciones del organismo como obesidad o fumar crénicamente afectan la expresion de los
citocromos, disminuyéndola o aumentandola. Esto repercute en la capacidad del organismo para metabolizar
diversos compuestos, dependiendo del ambiente al que esté sometido. La mayor parte de la busqueda de
moduladores de citocromos esta enfocada a xenobidticos o farmacos, pero no a alimentos, siendo estos Ultimos los
que consumimos todo el tiempo y podrian afectar constantemente nuestra capacidad de metabolizar distintas
sustancias. Ademas el principal citocromo estudiado es CYP3A4 ya que metaboliza el 60 % de los farmacos
consumidos, sin embargo CYP1AL es uno de los principales bioactivadores de procarcinégenos y no hay una
cantidad notable de informacion respecto a su modulacion. Objetivo. Construir una fusion CYP1A1-GFP para realizar
un tamizaje que nos permita identificar rapida y facilmente los compuestos que modifiquen la expresién de los
citocromos CYP1AL. Metodologia. Se va a establecer una linea celular hepatica humana que exprese establemente
la fusion citocromo-GFP. Para ello se obtendran amplicones a través de PCRs que fusionen el Ultimo exén del
citocromo con la proteina GFP y a su vez esta construccion ligarla al 3'UTR del citocromo. Cuando se fusionen estos
tres elementos se van a introducir en un lentivirus para transfectarlos en las células hepaticas humanas
inmortalizadas, y se identificara por FACS aquellas células que hayan integrado en su genoma la construccién.
Posteriormente se probara con diversos compuestos, principalmente alimentos, si son capaces de inducir o no la
expresion de los citocromos, indicada por la proteina reportera GFP. Bibliografia. Cozza, K. Armstrong, S. The
cytochrome P450 system drug interaction principles for medical practice. American Psychiatric Publishing. 2001.

MGT350

SALIVARY PROTEOME VARIATIONS IN PEDIATRIC PATIENTS WITH RHABDOMYOSARCOMA USING 2D PAGE. DozAL
DAVID SALOMON, ZENTELLA ALEJANDRO, OLAYA ALBERTO, REYES HORACIO, CARDENAS Rocio. InsTiTuto NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS ¥ NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN, INSTITUTO INACIONAL DE PEDIATRIA.

Introduction: Rhabdomyosarcomas (RMS) are the most common soft tissue sarcomas in childhood, representing
approximately 70% of mesenchyme malignant neoplasms. It can affect a wide range of organs.To date there are no
specific molecular markers that allow a noninvasive identification. Saliva is particularly useful in pediatric diseases
due to its complex array of peptides and proteins as well as its abundance and accessibility. Using proteomics we
wanted to solve and identify variations in protein patterns that show cellular changes distinctive in this neoplastic
process. Objective: Identify variations in saliva protein patterns that show cellular changes distinctive in RMS.
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Methods: We recruited non-stimulated saliva samples from 15 patients with RMS and 15 healthy controls. Entry
criteria: age <11 years, histological subtype alveolar and embryonal. All saliva samples were processed by 2-D Clean
up.For the analysis, we generated a 2D PAGE pool of each group that contained triplicated samples of each subject,
at the end the pools were evaluated with 2D PAGE and DIGE.The data obtained from each spot, after using both
methods, was validated by a mean expression. With this we were able to create an in silico model that allowed us to
compare the distribution of each protein represented in each proteome. The spots that showed changes between
the two groups were excised, and their protein identity was confirmed with MALDI TOF. Results: The median age
was 6 (3-11) years. We detected 1775 spots, 1473 of these were equally expressed in the control and case proteomes;
288 spots decreased their expression and 14 increased their expression (p=0.007). 3 spots were identified exclusively
in RMS’s patients, the three of which corresponded to proteins related with cell-cell adhesion after using MALDI-
TOF. Conclusion: Our results show that there are significant differences in protein arrays in RMS and that these
variations can be identified in saliva. The bidimensional protein patterns allow a complete screening and a collective
analysis of the entire proteome, a crucial step in this analysis is to identify which spots correspond to proteins and
which not. The proteins identified correspond to previous reported protein associated in other tumors.

MGT351

LA MUERTE CELULAR DESPUES DE UN ARRESTO MITOTICO: EL PAPEL DE BUB1 Y SURVIVINA. ANDONEGUI-ELGUERA M.A.,
CACERES-GUTIERREZ R., LOPEZ-SAAVEDRA A., PRADA D., HERRERA LA. UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN CANCER, INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM, INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.

El punto de monitoreo mitético (PMM) es un mecanismo que evita la progresiéon de la mitosis hasta que los
cinetocoros de cada cromosoma se unan a microtUbulos. Diferentes farmacos utilizados en quimioterapia activan al
PMM al alterar la polimerizacion de microtibulos provocando la prolongacién de la mitosis. Después de una mitosis
prolongada, las células cancerosas pueden morir en mitosis, en la interfase consecuente o sobrevivir. Sin embargo,
los factores que determinan que las células sobrevivan o mueran no son bien conocidos. Bubl y Survivina son
proteinas que participan en el PMM y en diferentes procesos dentro de la mitosis. Por otra parte, ambas proteinas
estan involucradas en la regulacién de la muerte celular en diferentes modelos. En este trabajo hemos estudiado el
papel de ambas proteinas en la regulacién de la muerte celular después de una mitosis prolongada. Utilizando
células HCT116 (carcinoma de colon) tratadas con paclitaxel 100 nm, hemos demostrado que hay heterogeneidad
en el destino de las células arrestadas en mitosis. Utilizando video microscopia, es posible observar que la muerte
celular puede presentarse en mitosis o en interfase, mientras que algunas células pueden liberarse del arresto y
sobrevivir. Después de una mitosis prolongada, algunas células presentan un patrén de localizacién de Bubl en
focos nucleares, mientras que los niveles de la proteina se mantienen. Como se ha propuesto, estos focos podrian
ser parte de complejos que inhiban la muerte celular. En el caso de Survivina, no existe un cambio de localizacién a
través de la detencion mitética, sin embargo, si existe una disminucion de los niveles de la proteina que coinciden
con la aparicién de células positivas para TUNEL y con la disminucién del indice mitético. Por lo tanto, la disminucion
de los niveles de Survivina y el cambio de localizacion de Bubl correlacionan con el inicio de la muerte celular y
podrian estar afectando el balance entre muerte y supervivencia celular después de una mitosis prolongada.
Agradecimientos: PAPIIT (IN213311-3), CONACYT (83959).

MGT353

CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE CALB2 EN LESIONES ODONTOGENICAS QUTSTICAS. PEREZ ALEJANDRO, DOZAL
DAVID, ALDAPE BEATRIZ, LOPEZ ALBERTO, ZENTELLA ALEJANDRO. INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION, INSTITUTO INACIONAL DE
NUTRICION, INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA.

Introduccion: El Ameloblastoma es un tumor benigno de origen epitelial localmente agresivo cuyo diagnéstico
puede confundirse con el Tumor Odontogénico Queratoquistico (TOQ) debido a que ambos presentan patrones
clinicos, radiograficos e histolégicos similares, lo que convierte a estas dos entidades en un reto diagnéstico. Por tal
motivo, la identificaciéon de biomarcadores moleculares con utilidad diagndstica cobra relevancia para entender,
caracterizar y diagnosticar entre las diferentes entidades patoldgicas. Investigaciones proponen a la calretinina
(CALB2) como proteina util en el diagndstico diferencial de los diferentes tipos de Ameloblastoma y TOQ. Sin
embargo, actualmente, la identificacion de CALB2 por inmunohistoquimica (técnica de baja especificidad) ha sido
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insuficiente y controversial. Recientes estudios de genética funcional brindan mayor certidumbre y entendimiento
en el comportamiento de proteinas identificadas en ciertos procesos patolégicos. Objetivo: Caracterizar la expresion
diferencial del ARNm para el gen Calb2 en muestras de Ameloblastoma vs TOQ. Metodologia: Se realizaron cortes
de 15 um a biopsias embebidas en parafina y se extrajo ARN de los mismos por método de columna. Se amplifico
por gRT-PCR el gen de interés CALB2 y el gen constitutivo RPL13A. Resultados: Para los casos de los
ameloblastomas, la media del ciclo de amplificacion (Ctm) de CALB2 fue de 32.28 y de 28.23 para RPL13A, en cambio
en los TOQs el Ctm de RPL13A fue de 30.98 - 1.86 sin la manifestacién de amplificacién de CALB2. Conclusiones:
Nuestros resultados ponen de manifiesto la posible utilidad de la calretinina como biomarcador de apoyo al
diagnostico diferencial entre TOQ vs Ameloblastoma.

MGT355

ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CYPIAI*2C, GSTT1*0, GSTMI1*0, GSTPI1 Ite105VAar CON EPOC EN UNA
MUESTRA DE POBLACION MEXICANA. MORALES BECERRIL KARLA JENESSES, OLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ, RUBIO
LIGHTBOURN JULIETA. LABORATORIO NO. 3, C-247 DEL DPTO. DE MIEDICINA GENOMICA Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL, [IB, UNAM.

Las Enfermedades Pulmonares Obstructivas Crénicas (EPOC) son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en paises desarrollados La organizacién mundial de la salud las reporta como la cuarta causa de muerte
a nivel mundial, pero, se estima que se convertird en la tercera causa para el afo 2020 (WHO). En México se
encuentra entre la 4° y 6° causa de muerte en ambos sexos. (INER, 2010). El dafio causado en los pulmones por la
exposicién al humo del cigarro, puede estar asociado a los polimorfismos en los genes involucrados en el
metabolismo de xenobidticos (Gaspar, 2003). El polimorfismo CYP 1A1*2C, se encuentra en 15q 22-24, en el exon 7
del gen que corresponde al sitio catalitico de la proteina y esta variante alélica esta asociada con un aumento en la
actividad de la enzima. (Kawajiri, 1999). Las deleciones GSTM1*0 y GSTT1*0 impiden la expresién de la proteina
funcional (Vineis et al, 1999). El polimorfismo GSTP1 se encuentra en la posicion 11g13.2, es un intercambio de
Isoleucina por Valina en el codon 105, este polimorfismo puede aumentar o disminuir la actividad enzimatica de
acuerdo al sustrato (Zimniak et a/, 1994). Objetivo: Determinar la asociacion de los polimorfismos CYP1IA1*2C
lle462Val GSTT1%0, GSTMI17*0, GSTP1 1Ile105Val con el riesgo de padecer EPOC en una muestra de poblacién
mexicana. Avances y conclusiones: Se realiz6 un muestreo piloto en poblacién mexicana con la finalidad de
determinar una frecuencia alélica preliminar de estos polimorfismos, con estas frecuencias se calculd del numero
de individuos necesario para un estudio de casos y controles. Hasta el momento se han recolectado 250 muestras
de pacientes con EPOC provenientes del INER (Sangre periférica extraida por puncion venosa). A cada una de las
muestras se le extrajo el DNA por el método de precipitacién con fenol-cloroformo, una vez extraido el DNA se
confirmo su pureza, integridad y concentracion. Para los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 se han genotipificado
130 muestras, y para el polimorfismo GSTPI lle105Val 30 muestras.

MGT358

EFECTO DE LOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PARED SIMPLE (SWCNT) EN LA FRECUENCIA CARDIACA DE
EMBRIONES DE PEZ CEBRA (DANIO RERIO). LEVARIO V., ARELLANO R.O., GUADARRAMA B., BARAJAS C., HERNANDEZ S.L,
EsPINOZA J.J., CAMACHO R. DEPARTAMENTO DE MEDICINA GENOMICA ¥ TOXICOLOGIA AMBIENTAL. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BiomepicAs, UNAM. Circuiro MARIO DE LA CUEVA S/N., CIUDAD UNIVERSITARIA. CP. 04510, MExico, D.F. TELEFONO: 56229214.

Estudios recientes han demostrado el potencial toxico, en los ambientes acudticos, de los nanomateriales
manufacturados; sin embargo, es necesario determinar los mecanismos de accion, dosis dependencia e impacto
sobre las especies acuaticas. En particular es de interés el estudio de la toxicidad de los nanotubos de carbdn (CNTs)
por su producciéon masiva y multiples aplicaciones, para ello se ha utilizado como modelo los embriones del pez
cebra (Danio rerio). Se ha reportado que los CNTs de pared simple (SWCNT) se aglomeran en condiciones basicas
de pH en aguay presentan afinidad hacia el corién de los embriones del pez cebra. Mediante microscopia electrénica
se determino que los conglomerados de SWCNT alcanzan el orden de los micrémetros, mientras que los poros del
corion de los embriones de pez cebra son medidos en nanémetros. Es nuestro interés determinar si la presencia de
los SWCNT puede modificar la fisiologia de los peces en formacion, considerando los argumentos expuestos. Este
trabajo tiene como objetivo evaluar las frecuencias cardiacas como un parametro general fisiolégico de los
embriones del pez cebra en presencia de nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT). Sugerimos que los
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aglomerados de nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) dificultan el intercambio con el medio al bloquear
los poros de corion, por lo que la frecuencia cardiaca se vera modificada. Se obtuvieron nanotubos de carbono de
pared simple (SWCNT) manufacturados por deposicién de vapor quimico catalizador. Los SWCNT se emplearon a
concentracién de 20 ug / mL y fueron dispersados por sonicaciéon durante 15 minutos en agua de acuario. Los
embriones obtenidos a partir de la fecundacion fueron separados y puestos en placas de 24 pozos, ubicando 3
embriones por pozo, en presencia o ausencia de los SWCNT, en 2 mL de agua de acuario. Los resultados obtenidos
muestran una disminucién en las frecuencias cardiacas en presencia de nanotubos de carbono. Una propuesta
exploratoria es que los nanotubos de carbono modifican la disponibilidad de oxigeno para el embrién al afectar la
estructura del poro del coridn. Este estudio sugiere que el corion es una barrera efectiva de proteccion, pero también
sugiere que los SWCNT no son inocuos en los ambientes acuaticos.

MGCT362

EXPRESION Y RELEVANCIA TERAPEUTICA DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO HSP90 ALFA Y HSP90 BETA EN
CANCER RENAL. RANGEL NA, CORrTES CC, JIMENEZ MA, PEREZ MD, Diaz JL, CANTU D Y HERRERA LA. UNIDAD DE INVESTIGACION
BIOMEDICA EN CANCER DEL [IB-UNAM, INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.

Introduccion. En afos recientes, el carcinoma renal (CR) ha tenido poca respuesta con quimioterapia e
inmunoterapia, en donde, el desarrollo de farmacos que inhiban vias de proliferacion ofrecen una esperanza en la
terapia clinica. En éste aspecto, los inhibidores de las proteinas de choque térmico de 90kDa (Hsp90), han mostrado
tener un efecto anti-tumoral en una gran diversidad de carcinomas. La regulacién de Hsp90 por sus proteinas
“cliente” oncogénicas, como Akt/mTOR/HIF-1a explica en gran medida, el mecanismo de accidon de estos iHsp90.
Recientemente, nuestro grupo de investigacion, demostrd que las isoformas Hsp90 alfa y Hsp90 beta, activan de
manera diferencial a sus proteinas “cliente”. Objetivo. Analizar el perfil de expresién de las proteinas Hsp90 alfa y
Hsp90 beta en pacientes con CRy evaluar /n vitro, su posible implicacion en la selectividad anti-tumoral del inhibidor
de Hsp90, 17-DMAG. Metodologia. Se realizé la seleccion de casos clinicos de CR de 20 pacientes, diagnosticados
y validados mediante estudios histopatoldgicos. Con el material seleccionado (area renal neoplasica y adyacente al
tumor) se realizaron ensayos de inmunohistoquimica y de Western blot para las proteinas Hsp90 alfa y Hsp90 beta.
La implicacion funcional de las isoformas de Hsp90 en pacientes con CR se evalud mediante estudios de proliferacion
y de inhibicion de las Hsp90, empleando el 17-DMAG, en lineas celulares de tejido normal y de cancer: HEK-293 y
ACHN, respectivamente. Finalmente, en cada grupo de células se evalué el perfil de expresién de las proteinas Hsp90
alfay de Hsp90 beta, y de sus proteinas efectoras, Akt, mTOR y HIF-1 alfa. Resultados. Nuestros resultados muestran
que existe un patrén de expresion diferencial de las proteinas Hsp90 alfa y Hsp90 beta, en pacientes con CR,
dependiente de parametros clinicos, como la clasificacion histopatoldgica del CR y el estadio de la enfermedad. Los
estudios “in vitro” evidencian que un perfil de expresion diferencial de las proteinas Hsp90 alfa y Hsp90 beta, tiene
una implicacién directa sobre el perfil de expresién y de activacién de sus proteinas efectoras involucradas en la via
de proliferacion Hsp90/Akt/mTOR. Conclusion. Los hallazgos obtenidos proponen que el perfil de expresion de las
proteinas Hsp90 alfa y Hsp90 beta dictamina la selectividad anti-proliferativa del 17-DMAG, via Hsp90/Akt en
pacientes con CR.

MGT363

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO DE 90KDA, HSP900. Y HSP9O0B, EN LA VIA
DE SENALIZACION AKT/GSK3p/B-CATENINA EN LINEAS CELULARES DE CARCINOMA CERVICAL. MORALES SG, CORTES
CC, PErez C, Y HERRERA LA. FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES DF IZTACALA-UNAM v UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN
CANCER DEL IIB-UNAM, INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.

Introduccion. b-catenina es una proteina citoplasmatica que regula las uniones adherentes intercelulares
importantes en la morfogénesis y el desarrollo de algunos tipos de tumor y metastasis. Recientemente, mediante un
analisis de expresion en biopsias de pacientes con cancer cervico-utérino (CaCu), nuestro grupo de investigacion
identifico genes con niveles de expresién aberrantes implicados en la via de sefalizacién de b-catenina.
Considerando que b-catenina y su cinasa inactivante GSK3-b se describen como proteinas "cliente" de la proteina
de choque térmico 90 kDa alfa/beta (Hsp90a/b); en donde, la inactivacién por fosforilacion de GSK3-B es mediado
por la cinasa Akt, también proteina "cliente" de Hsp90, los estudios de microarreglos justifican la necesidad de
nuestro estudio a fin de validar nuestra hipdtesis donde, Hsp90a/b regulan de manera diferencial la via b-catenina.
Objetivo. Identificar un patrén diferencial de expresion y de localizacion entre Hsp90a y Hsp90b en la via Akt/GSK-
3b/b-catenina en lineas celulares de carcinoma cervical. Metodologia. Empleando lineas celulares de CaCu: SiHa,
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Hela, CaSkiy C33a, se obtuvieron extractos de proteinas totales y de compartimentos celulares. Mediante Western
blot se obtuvo el perfil de expresién y de localizacién celular de Hsp90 total, Hsp90a y Hsp90B y de sus proteinas
“cliente” involucradas en la via de sefializacion en estudio. Resultados y Conclusiones. Nuestros resultados
muestran que Hsp90 total es sobre-expresada de manera indiferente en las lineas celulares CaCu, con respecto a la
linea celular control no neoplasica, HaCaT. De manera interesante, el patron de expresion de las isoformas Hsp90a
y Hsp90b fue diferente, identificandose 3 patrones asociados a sus proteinas “cliente”: 1) En Hela se encontrd que
tanto Hsp90a, Akt y b-catenina son expresadas principalmente en nucleo, sugiriendo la activacion de la via de
proliferacion mediada por b-catenina y evasién de apoptosis por la traslocacion de Akt a nucleo. 2) En CaSki se
observd una mayor expresion de b-catenina en membrana, brindando un fenotipo mas invasivo de esta linea; y 3)
En C33a se observé baja expresion de b-catenina pero una alta de Akt en membrana, sugiriendo una alta activacion
de la cinasa Akt. La sobre-expresién de Hsp90b se encontro en las lineas celulares de CaSki y C33a, mientras que en
SiHa y Hela la expresion fue menor.
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LEYVITEC LABORATORIOS, S.A. DE C.V.

LEYVITEC LABORATORIOS es una empresa cien por ciento mexicana con
mas de 13 afios de experiencia en la venta y comercializacion de toda clase
de instrumentos para laboratorios de investigacion, educativos, clinicos e
industriales, asi como equipos de Alta tecnologia y mobiliario para laboratorio.

Nuestro personal altamente capacitado y con experiencia en el mercado,
ofrecen el mas alto nivel de servicio, asi como apoyo técnico en todas las

areas de su laboratorio.

Con una visién de crecimiento, somos distribuidores autorizados de lineas
de alta calidad y tecnologia ideales para resolver las necesidades de su labo-

ratorio y sus productos.

Leyvitec Laboratorios, se pone a sus érdenes ofreciéndole:
. Venta de equipos, materiales y reactivos para laboratorio.
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LEYVITEC LABORATORIOS, S.A. DE C.V.

mail: leyvitec@prodigy.net.mx

Tels. 52-20-02-71
53-42-51-44
52-39-65-11

www.leyvitec.com
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UDA349

UNIDAD DE PROCEDIMIENTOS PREPARATIVOS Y DE ACCESO A SERVICIOS DE PROTEOMICA DEL INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. MORA SILvIA IVONNEL, BENITEZ JULIA MARIANAZ, GOMEZ HUMBERTO3, GUTIERREZ-OSPINA
GABRIELY, ESPINOZA BERTHAZ. ZUPASPRO-SECRETARIA TECNICA, ° DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS, 2 UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE QUIMICA. UNAM.

Correspondencia: sivonnemor@biomedicas.unam.mx.

La naciente Unidad de Procedimientos Preparativos y Acceso a Servicios de Protedmica (UPASPro) del Instituto de
Investigaciones Biomédicas tiene como objetivos fundamentales el contribuir al fortalecimiento de la investigacion
y a la formacion de recursos humanos, ofreciendo a los grupos de investigacion servicios de alta calidad y apoyo
técnico a la comunidad cientifica universitaria, en términos del procesamiento de muestras proteicas para su futura
caracterizacion y analisis mediante espectrometria de masas. Esto Ultimo en conjuncién con la Unidad de Servicios
de Apoyo a la Investigacion de la Facultad de Quimica. La principal meta es lograr establecer un laboratorio de
servicios altamente especializados y certificados de calidad reconocida tanto a nivel nacional como internacional.
Actualmente hemos comenzado la primera etapa que consiste en implementar las técnicas manuales, necesarias,
que permitan la Identificacion de proteinas mediante ultra cromatografia liquida de alto rendimiento (UPLC)
acoplada a espectrometria de masas el cual incluye la fragmentacion inducida por colisién y fuente de ionizacién
por electro-aspersién y analizador tiempo del tiempo de vuelo (ESI-MSe-TOF). Por el momento iniciamos las labores
procesando muestras provenientes del grupo de investigacion de la Dra Bertha Espinoza. Extractos totales sonicados
de Trypanosoma cruzi; cepa Querétaro, fueron separadas por SDS-PAGE. Posteriormente se cortaron cuatro
fragmentos y se realizo la técnica de digestion triptica de proteinas in-gel. Los péptidos extraidos se analizaron por
UPLC-ESI-MSe-TOF. La identificacién de proteinas se realizé6 mediante PLGS utilizando la base de datos uniprot-
trypanosomatidae. Entre las proteinas para la especie 7. cruzi que se lograron identificar se encuentran la
deshidrogenasa, Tubulina alfa y beta, tirosina aminotransfrasa glutamato deshidrogenasa, factor de elongacion 1a,
enolasa, prostaglandina F2 a sintasa, proteina HSP70 y factor de elongacién 2. Muy pronto estard adecuado el
espacio designado para la UPASPro y podremos ofrecer mejores y mayores servicios a la comunidad del Instituto.
Los costos dependeran del tipo de procesamiento utilizado, considerando la auto-sustentabilidad y competitividad
de la unidad.
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FERNANDA VARGAS ROMERO (LICENCIATURA)
Tutor: Dr. Gabriel Gutiérrez Ospina

Efecto de la histamina en la formacién de la via
nigroestriatal durante el desarrollo del mesencéfalo

ventral de rata
argas-Romero F., Escobedo-Avila I., Gutiérrez-Ospina G., Velasco .

Instituto de Investigaciones Biomedicas-Biologfa Celular y Fisiologfa, Instituto de Fisiologia Celular-
Neurociencias, Universidad Nacional Auténoma de México, México, D.F.-04510, México.

DUC Cl AN LA HA EJERCE SU FUNCION EN LOS PROGENITORES DOPAMINERGICOS Y NO EN LAS
SUSINT NEURONAS DIFERENCIADAS.
o, un evento fundamental para la formacién del mesencéfalo 5 lll-Tubulina / TH / Hoschst

(Mes), es la generacién de neuronas dopaminérgicas (DA) durante los dias 8 al 15 (E8-E15). Estas
neuronas formaran entre E1 E18 la via n striatal. La histamina (HA) en el adulto, tiene
Mo neurotrans| neuromodulador, mientras que durante el desarrollo

embrionario, en el Mes, la HA presenta altas concentraciones entre E14-E16 y su funcién es
nocida. Este i mento ide con la mayor produccidn de neuronas en esta region en

Vehiculo

E10-E12

Histamina

neurales y sobre la diferenci
dopammerg a. También se analizé el efecto de la a m\:trecu_un de HA sobre |a formacién de \s
it striatal, encontrando una disminucién y d n de las fibras dopaminérgicas.

> Y METODQOS

Vehiculo

E12-E14

Histamina

RESULTADOS

LA EXPRESION DE RECEPTORES HISTAMINERGICOS DURANTE EL DESARROLLO DEL
MES SE MANTIENE HOMOGENEA PARA RH1Y SE CONCENTRA EL LA PARTE DORSAL
PARA RH2 Y RH3

Vehiculo

Ri; | Nestin [ Hoechst

E14-E16

Histamina

disminuid
desarrollar dos
delaHA

LA ADICION DE HISTAMINA EN E12 AFECTA LA FORMACION DE LA VIA NIGRO-
ESTRIATAL ANALIZADA EN E18
resion de RH1, RH2 y RH3 durante 4 diferentes etapas del desarrollo del Mes. (A) Existe p lll-Tubulina / / Hoechst

én de Mes y que en las prime
e el desarrollo avan;

- Tubu\ma (E16 y E18) en etapas
S500um.

Vehiculo

atron de expresidn o regionalizacion de los tres receptores histaminérgicos en la
neurogénesis, podria darnos una pista sobre las funciones de la HA como molécula
sefializadora durante la formacion del Mes.
El efecto de la administracidn intrauterina de HA en etapas tempranas y tardias de la
neurogénesis sugiere que la disminucién en la expresion de TH se debe principalmente a un
efecto sobre los progenitores neurales, dado que este efecto negativo solo se ve en etapas
tempranas del desarrollo del Mes.
La administracién de HA ademds, tiene efectos a largo plazo que resultan en una disminuci Figura 3. Anilisis de la formaci
de las fibras TH+ que proyectan hasta el estriad una desorganizacién en la via nigro- f a bro de embriones de E12 y permitir el d
estriatal ar la 6n de la via nigro-estriatal. En contraste, la
Es necesario el andlisis de la via nigro-estriatal a dfas p riores a E18, con el fin de hro:cep cione <ién notoria en la org
establecer si estas alteraciones en la via se mantienen por un periodo mas largo y si ademas (recuadro). Barra de escala de s00um.

producen cambios que se manifiestan en la actividad motora de las ratas neonatas. APOYADO POR DGAPA, UNAM (PAPIIT IN208713) Y CONACYT (131281)
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TONATIUH BARRIOS GARCIA (DOCTORADO)
Tutor: Dr. Alfonso Ledn Del Rio

o ) G0S24 UN NUEVO CO-REPRESOR DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS
ALFA (REa) QUE FUNCIONA COMO SUPRESOR TUMORAL.

m *Barrios Tonatiuh, *Tecalco Angeles, *Gémez Vania, *Meneses Ivén, *Carmona Sandra, *Garcia Eduardo, *Chévez Enrigue,

‘Ledn-Del-Rio Alfonso
“’ “Instituto  de  Investigaciones Biomeédicas, UNAM. Programa de

tonabarrios@yahoo.com, leon@biomedicas.unam.mx .

INTRODUCCION
El receptor de estrégeno alfa (REa) media los efectos de la hormona 17-f estradiol en el tejido
mamaric nermal y en tumores de cancer de mama (1). Al unir su ligando el REa cambia su
estructura y expone dos regi con ipcional i AF-1y AF-2. El
dominio AF-2 funciona como una “puerto de anclaje” para complejos activadores o represores
de la transcripcién que incluyen enzimas con actividad de acetil transferasa de histonas (p160,
RIP-140) (2) o de deacetilacion de histonas (NCoR y SMRT) (3) respectivamente. El dominio
AF-1 media la actividad trasncripcional independiente de ligando del REa y juega un papel
importante en la activacion del REu por factores de crecimiento (4). Estas vias de sefializacion
estan invol las en el d iGn de tumores de cancer de mama. Sin embargo
@l mecamsmc responsable de la actlwdad transcripcional de AF-1 se desconoce, aunque se
el i de diferentes factores celulares. En el laboratorio mediante
un ensayo doble hibrido identificamos a G0S24 como una proteina asociada a AF-1.

HIPOTESIS
La proteina G0S24 modifica la actividad de transactivacion del REa uniénds de manera
especifica al dominio AF-1 de este receptor en células derivadas de cancer de mama.

OBJETIVOS

1.-Determinar la localizacién celular de GOS24 y el REa. 2.-Confirmar la interaccion in vivo de
G0524 y el REa. 3.-Determinar si G0S24 tiene un efecto sobre Ia actividad transcripcional del
REa. 4.-Evaluar el efecto de 60824 sobre genes regulados por eslrﬁgenos 5.-Determinar si
G0S24 se asocia a ofros sila ion de G0S24 y el
REa tiene un efecto biologico sobra Ia prohlerambn celular y crecimiento de tumores en un
modelo murino.

MATERIAL Y METODOS

1.-Pldsmidos  (pCDNA3.1/REa, 2XERE-Tk-Luc, pCMVSTamafGUSZ-t PGEXAT1,
pCMXFlag/HDAC s 1, 2, 3 y 7) 2.-Doble hibrido en levadura. 3.-E

transitoria y expresion estable, en células MCF7. 4. !nmunolluutesoencua confocal. 5.-
Purificacié de tei recombinant TNT _y ensayos de Pull-down. 6.-Co-
i prec ¥ blot. 7.-Inmup ion de la ina (ChiP). 8.-
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). 8. Pmlderacﬁn celular. 10. Cfeumusnto de
xenolmnsp!antes humanos en ratones nu/nu. 11.-Analisis i (Prueba

“ttest”)

RESULTADOS
Ensayos de microscopia confocal identificaron a G0S24 en el citoplasma y nicleo celular en

Investigacion de Cancer de Mama e-mail:
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Fig. 2 Ensayos de co-inmunoprecipitacion
demuestran que GOS24 interactia in vive
con of REx en células MCFT.

Fig. 1 Co-localizacién dol REa y la proteina GOS24 en ol ndcles
de células MCFT. | } DAPI, ii) a-REa , i} a-GOS24, iv) Merge.

MCFT  MCFTIGOS24

Fig. 3 La exprosién ostable do GOS24 reprime la actividad del REx en células MCFT, A) Western Blot
mostrando expresidn de REx y G0524 en células MCFT, B) Actividad transcripcional del REa en células
control (MCFT) y on prosencia do GOS524 (MCF7IG0S24).
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donde co-localiza con el REa (Fig 1iv). La interaccién de G0S24 y REa in vitro e in vivo en ;:';':’mm g el mmd:.;s?;z:-:‘pn':fm:uwma
células MCFT fue de “pull-d y co de PS2 por RT-PCR musstra que la de GOS24 (MCF ol prometor da este gen
proteinas (Fig_2). Utilizando transfecion |ransulona en células MCFT d que la su on con células control :ucm
expresion de G0S24 regula negai e fa tivacion del REa (Fig 3B). Ensayos de gt
CO-iNmuUNop! ion de ina (ChiP) que GO0S24 es un co-represor bona A B i " ¢ !aQL Mc_m.sz_
fide del REa que es reclutado a la regién promotora de genes regulados por estradiol (Fig 4 A " - - Py o
y B). El efecto co-represor de G0S24 sobre el REa es i por el lutamiento de ‘: i I " Tam . -
enz'rmas con actividad de d ilacion de hi (HDACs) (Fig_5A, B y C). . wﬁ" IP: FLAG

isiolégi la expresion de G0S24 dismi la proliferacién de células MCF7 y su . & - - We: u\w;v""- i
capamdad para formar tumares en un modelo murino (Fig 6A, B, C y D). E i @79 e FLAG? s M:‘a@
DISCUSION y CONCLUSION REa(lg) + + + + + + - inpun [T e
La proteina G0OS24 se localiza en citoplasma y en el nudeo de las céluras humanas Sin TSA(@M] - - 01020510 . _H‘ﬂpiﬁ wa Hpactl ST
embargo, solo ha sido caracterizada su hmcuén ) la deg 1 de

mRNAs de genes que codifican para p en la infl ién (TNFa) (5),
carcinogénesis (VEGF) (6). v tumorigénesis (c-Myc y NF-kB) (7.8). Estos estudios han
identificado a G0524 como un nuevo co-represor de receptores hormonales nucleares. El
efecto represor de G0S24 sobre la aclividad del REa es rned-ado por el leclutamuemo de

HDAC's a la region p de genes por F G0s24
juega un papel relevante en la regulacuon de procesos celul i tes de iol
como la proliferacién celular y el di llo tumoral, dos de las lunaones asociadas al REg en

el cancer de mama. El efecto de GOS24 en la inhibicién de proliferacian celular y en la
capacidad de células MCF7 para desarrollar tumores sug-eren que este co-represor funciona
como un supresor tumoral a través de modular r te la actividad del REa. En este
trabajo prop que la expresion de G0S24 en células de glandula mamaria puede tener

un papel importante impidiendo el desarrollo y progresion de tumores de cancer de mama.
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Fig. 5 La proteina GO524 reprims la actividad del REa a través del reclutamianto de HDACs. A) EI
firmaco TSA libera la represion del REa mediada por G0S24, B) Interaccién in vitro de G0S24 con
HDACs y C) Interaccion in vivo de G0S24 con HDACT.
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Fig. 6. La proteina GOS24 la da élulas MCFT y su para
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que expresan GO ratones nunu por el trasplante de

B) Tui
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EFECTO INMUNOMODULADOR DE LA a-MANGOSTINA
EN UN MODELO DE ARTRITIS MURINA

Herrera DR 12, Rosas G, Cervantes J', Arrellin G* Hernandez B4, Sciutto E', Fragose G'

1Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de M
2Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México.
3 Facultad de Medicina, Universidad Autdnoma del Estado de Morelos.
4 Departamento de Ingenieria de Tejidos e Inmunoterapia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autdnoma de México.

RESUMEN

Introduccién: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que se asocia a una respuesta Th1 y Th17 exacerbada y a la produccion de autoanticuerpos
dirigidos contra componentes propios de la articulacion. Se ha propuesto que puede ser controlada por la induccién de células T reguladoras (Treg). Los farmacos que se
utilizan actualmente para su control presentan efectos adversos importantes. La a-mangostina posee efectos antiinflamatorios y antioxidantes potencialmente, aunque no se
conocen los procesos bioguimico-inmunolégicos en los que subyacen estos efectos

Objetivo: Evaluar el efecto anti-inflamatorio de la a-mangostina en la AR a través de la disminucion de citocinas proinflamatorias y/o de la generacion de células con un
fenotipo regulador.

Materiales y Métodos: Se realizo la polarizacion de células hacia Th17 in vitro y se determind por citometria de flujo la capacidad de distintas concentraciones de a-
mangostina de desviarla hacia un subtipo Treg. Se utilizd el modelo de artritis inducida por colagena (CIA) en ratones CD1. Se manejaron cinco grupos: sin CIA, con CIA, CIA
y carboximetilcelulosa (CMC) al 0.05%, CIA y metotrexato (MTX) y CIA y a-mangostina (a-MAN). La actividad antiinflamatoria se evalué cuantificando la severidad clinica de la
artritis, el aspecto histopatolégico de las articulaciones, los niveles de anticuerpos anticolagena IgG1 e IgG2a y de celulas Tregs esplénicas

Resultados: La a-mangostina presenté una mayor capacidad de desviar la polarizacion de células activadas de un fenotipo Th17 hacia un fenotipo T regulador con la
consecuente disminucién de IL-17 y TNF-a e incremento de TGF-B a partir de concentraciones de 5 pg/ml en ensayos in vitro. In vivo, la a-mangostina presenté un mejor
efecto antiinflamatorio que el metotrexato en el modelo de CIA segun la evaluacion histopatologica que se acompafio con una disminucién de anticuerpos anticolagena IgG2a
y aumento discreto de células Tregs esplénicas.

Perspectivas: Realizar estudios adicionales para continuar determinando los mecanismos moleculares y celulares a través de los cuales la a-mangostina ejerce su
capacidad anti-inflamatoria que incluyan su efecto sobre €l estrés oxidativo, las poblaciones Th1, Th17 y Treg y el sistema inmune innato que participan de manera importante
en laAR.

MATERIALES Y METODOS RESULTADOS
ESTUDIOS ESTUDIOS
IN VITRO ! INVIVO

&
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& Histopatologia
# Citometria de fl E Figura 5. Microfotografias a 10X y 40X de las articulaciones de la rodilla tei
deter i6n de con Tricrémica de Masson (TM) de los diferentes grupos experimentales. Los
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)

CONCLUSIONES REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

M " 3 o o HJ, PARK J K SH, KIM HY, MIN JK. Gr: it
La a-mangostina present6 capacidades antiartriticas en el modelo de CIA, en

el que participan la promocion de un ambiente regulador y la disminucién en la ! , NP, ! ng and the inflamm:
produccion de citocinas pro-inflamatorias y de anticuerpos IgG2a anticolagena .

La a-mangostina mostro ser superior al metotrexato en el control de la

inflamacion y del dafio articular que se produce en la artritis. Esto la hace un

valioso candidato para investigaciones posteriores como un nuevo agente anti-

artritico.
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Expresion y Relevancia Terapéutica de las Proteinas de
Choque Térmico Hsp90a y Hsp90 B en Cancer Renal
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INTRODUCCION | ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

nal ([CR) ha tenido poca respuesta con
quimioterapia e inmunoterapi n donde, el desarrollo de farmacos que Estudio Prospectivo
inhiban vias de proliferacion ofrfecen una esperanza en la terapia clinica.
En éste aspecto, los inhibidores de las proteinas de choque térmico de
90kDa (Hsp?90), han mostrado tener un efecto anti-tumoral en una gran
diversidad de carcinomas. La regulacion de Hsp?0 por sus proteinas Extraccion de proteinas
“cliente” oncogénicas, como Akt/mTOR/HIF-1a explica en gran medida, el

mecanisme de accién de estos iHsp?0. Recientemente, nuestro grupo de Analisis por Western blot

En afos recientes, el carcinom

Estudio Retrospectivo

Hsp90a y
Hsp908 en Teiido renal incluido en

parafina de pacientes con CR

Biopsia renal de pacientes con CR
(drea neoplésica y no neopldsica)

Cortes de 54 en microtomo

Inmunohistogquimica

investigacion, demosird que las isoformas Hsp?0 alia y Hsp?0 beta, activan |Estudin “in vilrn’ﬂ
de manera diferencial a sus proteinas “cliente”.
Cultivo de lineas celulares:
HIPOTESIS Células epiteliales de rindn normal humano, HEK293T (HEK)
Células epiteliales de cdncer renal humano (ACHN)
Considerando que Hsp%0a y Hsp90BR regulan diferencialmente proteinas Ensayo de inhibicién de Hsp90 con Temsirolimus (17-DMAG)

sobre-reguladas en cdncer, el perfil de expresiéon y papel especifico de
Hsp90a y Hsp90p en cdancer renal fundamentard una ferapia basada en

iHsp?0 selectivos de isoforma. l—
OBIJETIVO GENERAL Extraccion de proteinas

& = .z . Ensayo de Proliferacién
Analizar el perfil dt.a expresién de las proielr\usﬁsp‘?ﬂa Perfil de explresié“ por WB {Resultadalpendiene]
y Hsp?0B en pacientes con CR y evaluar in vitro, su
posible implicacién en la selectividad anti-tumoral del
inhibidor 17-DMAG.

RESULTADOS
@ Perfil de expresion de las Hsp?0 empleando un Expresion de Hsp90 en Tejido renal
modelo de inhibicién con 17-DMAG (2) Efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre su (drea neoplésica)

cochaperona

s & 17-DMAG
F & sonm [250 nM]
=T

: Hepro | emdii S W WS=| oo
Be s |=c0ka ot it o el .
p-actina ‘ — — 4D (D
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B
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2
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Dependiente de Hsp90p .| Ausencia de Hsp90a y Hsp90] expresion de sus proteinas cliente

Hsp?0 total Hsp90a

17-DMAG

S
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=l

@ Efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre la Akt | i qﬁﬁ---juJ «=60kDa
activacién de sus proteinas cliente ——— =

& & 17-DMAG
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|
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= - Perfil de expresion de las Hs en
pmTOR s2es s S SRR B M solm W | =250 kDa biopsias de tejido renal
p-actina — — 45 (D)3 )
a8 Zas (24w A CONCLUSION ] ke
No Neoplasica  Neoplésica
S 1 i —
@ Efecto de la inhibicién de Hsp$%0 sobre la Los hallazgos obtenidos proponen que el perfil
expresién del factor transcripcional HIF-1a de expresion de las proteinas Hsp90 alfa y
& & 17Dk Hsp90 beta dictamina la selectividad anti-
o e [50 nM] [250 nM] proliferativa del 17-DMAG, via Hsp90/Akt en
HIF-1a R e | = 110 kDa CR.
-actin [ ——— Q = 22kDa
T T Ee Nadia Rangel: gons_aglae@hotmail.com
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Identificacion del sistema de dos componentes que
regula el sistema flagelar 2 de Rhodobacter
sphaeroides.

Vega B.l", {Dbomenzain C. !, Rivera A.['l, Osorio A. '], Poggio S.1", Dreyfus G. 2, Camarena L.,
M nstituto de de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 2l Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Introduccién
Riodob sph o ﬂona dos i flagel. M sistema flagelar 1{flal) se
expresa ituti de i que el sistema flagelar 2
(fla2) sdlo se expresa en rm.narms que han sido ulucﬁonadas en ausencia de Flai(fig 1)
- fal fla2
- - -
Figura 1 de Flagelo ¥

flagelo 2 (derecha).

Al secuenciar el genoma de la cepa AMI (fla1-fla2+), se reveld una mutacidn puntual en el
gen RSP_0454, homdlogo a cckd de Caulobacter crescentus. CckA es una cinasa de
histidina hibrida que participa en el sistema de dos componentes CckA-ChpT-CtrA (fig 2).
Este sistema regula la motilidad y el ciclo celular en C. crescenius.

Coka
./ Sehl Sistema de dos componentes
o CekA-ChpT-CtrA
HnkA

Figura 2. Sistema do dos componentes CokA-ChpT-CirA.

La complementacién en frans con el alelo mutante del gen cckA en una cepa Flal-, ockﬂ-sun
seleccionar confird la capacidad de nadar con el flagelo 2; mi que la p

con el alelo wt de este mismo gen no. Este que la ion puntual
encontrada en el dominio HiskKA, de la proteina CckA es suficiente para inducir la expresion
de los genes flagelares 2,

Objetivos

Con esta evidencia nos planteamos primero, aislar nuevos alelos supresores a partir de
cepas flal-, asi como demostrar la participacion de la proteina ChpT en la regulacién del
sistema flagelar 2.

Hipétesis
El sistema de dos componentes CckA-ChpT-CirA regula la expresion del sistema flagelar dos
da Rhodobacter sphaeroides.

Resultados

Aislamos diez cepas supresoras del fenotipo Flal- en condiciones de crecimiento distintas
(fig3).

Figura 3. Seleccidn de uwliazo Proceso de seleccion de cepas fla2+ en condiciones
¥ perdbicas de la selecciin de copas fals{derecha)

umumw partir del punto de indculo en las cepas seleccionadas
(inferior) con respecto a las no seleccionadas (Superior)

Secuenciamos el dominio HisKA de cokA de cada cepa (figd),

[ Gos | Contown | CAIAN )
Alelos supresores - w e
Copat a  camw
Copaz i v —_
et I e " Copa3 o F—
Copad o ¢ o—
'l ot o - e
PCR Y Copat o - —
[P
" Copar o =
b Copet - —
Secuenciacién Coed o - —_
cupatl - ¢ —_

Figura 4. Diez mutantes independiontes fla2+ fueron aisladas y secuenciadas para el
@on cckA, De las dioz copas seleccionadas so secuencid el dominio HiskA del gen cokd.
Soio dos alelos fuvieron una mutackn puntual en el dominio HisKA.

Se clonaron los alelos mutantes de cckA y se expresaron en una cepa flal-. Los resultados
muesiran que una mutacién puntual en el dominio de HisKA de CckA es capaz de conferir
la capacidad de nado dependiente de fla2 a una cepa no seleccionada e incapaz de nadar
con el sistema flagelar 1 (fig 5).

Figura 5. Los alelos mutantes de cckA confirieren la capacidad de nado fla2+. Ensayo
de complementacidn en trans con alelos mutantes en el dominio de HsKA (zquierda) y con
algunos do los alelos que no presentaron una mutackin en el dominio do HsKA de CokA
{derecha) demosirando que estos alelos de cokd no conderian el nado con el flagelo 2.

Para demostrar la participacién de la proteina ChpT se hizo la mulante por delecién en la
cepa AMI (fial- fia2+) (figh).

=s-

A Sk

Figura 6 de las ChpT y CckA en la
muumwmzumwmmmywr en |a cepa AMI (zquierda)
provoca I péidida de la capacidad de nado de estas mulanies. Ensayo de
complementacién con los alelos wi de cokd y chp T (derechal.

De las ocho cepas que no en cckA se secuenciaron los

alelos de o':,pT y cirA. No se encontraron mutaciones, lo que sugirid |a existencia de ofras
en la activacion del sistema Fla2+. Para abordar este problema nos

plarmamos buscar supresoras del fenatipo no nadador de la cepa flal- Acckd y flal- AchpT.

Figura 7. Supresion del fenctipo flal-deckA. Del lado zquierdo e muestra la copa
flal-AcckA, la flecha indica el evenio de supresidn. Del lado derecho se cbserva a la
cepa flal- AchpT Sdio se observd el evento de supreskin en |a cepa fal- AcckA

Sélo se encontraron supresoras para la cepa flal- dcckA, lo que sugiere que chpT es un gen
esencial para |a transcripcidn de los genes fla2 (fig7). Las suprescras flal- AcckA fla2+, no
presenmon ningdn cambio en los aﬂelos mnuados chpT y cirA. Lo que evidencia la
de otros di de las p ChpT y CrA. La
mutante AchpT delacepawpresnrallai Au\m—aampmalnadoloquedmuaslmla
existencia de otra posible cinasa rio arriba de ChpT capaz de activar el sistema fla2 (fig 8)

chpT.
cinasa que o3t fosfortando a la proteina ChpT (derecha)

Conclusién

Una mutacién puntual en el dominio HisKA de CckA confiere la capacidad de nade con el
flagelo 2. El nado mediado por el flagelo 2 de es dependiente de las proteinas CckA, ChpT y
CirA.  Nuestros resultados sugieren que en esias cepas una cinasa distinta podria ser la
responsable de la activacién de CirA via ChpT para permitir la expresidn de los genes
flagelares 2.
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las neurotrofinas en la transmision sinaptica

del ganglio simpatico de rata.

nstituto de Ir

Antecedentes

cas forman parte de la via eferenie motora que sale del sistema nernioso
s perféricos. Reciben, integran y codfican las sefiales e

la médula espinal y las ransmten hai
interfaz enwre el ma ner
édrganos blanco informan al sistema n
secrecion de factores neurotrdficos de crecmiento
perenece a la familia de las neurotrofinas (NTS) y que al ser lberado puede acludr <
NeWonas ganghonares que expresan a los receplores vansmembranakes especificos.
tropomyosin rosine kinase (Tik) y pan-neurotrophin o (pTSN
QuUE Jemuestran que las Neuwrolrofinas, a lraves de receplores
newonal v la transmision sindptica entre neuronas centrales y en culy de newonas
periféricas™*. Sin embargo, no se ha estudiado cual podria ser papel de las newrotrofinas en
la tra Sidn sindplica de los gang mpdticos, en donde se encuentran d ma nativa
Objetivo: Evaluar la capacidad de las NTs para modular la ransmesion sindptica en o
SSema Simpatico de la rala.

Método

Incison gt

Regisio el pofencial de acoidn conpuesio

oy B

Puisa de preoba

Induoondela LTP.

Resultados

1.- BDNF y NGF no alteran I ision basal g;

Cwvas enrada'salida’ La curva efs

no se modif

ngiml BONF { 3

(&) respecto al control (O). No hay
enve S Amenos
maxma (f 5). V12

(p<0.6) y la pendiente a (p<0.17

(n=5)

() la respuesia del SCG u
en la condicion conwol (o)

5CS respecto al
001). €, NG

sumenta |a

n
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3.- Las NTs cambian la sincronia de los PAC.
]
\‘ \‘ ] Tl " &
A Al s i)
l e 1 TN
ok il e
A Ul i condioo S €
Superpuesios de vanos polenciaes de
{ v
A AK,_ . L

4.- Las neuronas simpiticas del GCS expresan a los receptores de NTs
p75, TrkA y TrkB.

TikA 475 kB

5.- Regulacion diferencial de la LTP por los receptores p75NTR y TrkA.
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Conclusiones
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